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RESUMEN

Callos de tejidos subapicales de Musa Gran Enano v

callos embriogénicos de Musa acuminata ssp. Malaccensis

fueron avaluados en su capacidad de sobrevivir al
congelamiento en Nitrdgeno Liguido (NL, -196°C). Los callos
fueron pratratados con concentraciones crecientes de
sacarosa vy de sulfoxido de dimetilo (DMSD) v congelados en

forma rapida y lenta en NL.

Los ensayos realizados para la produccién de callos
Musa Gran Enano muestran que en medio MS (1962) enriguecido
con 1 mg/l Picloram y 1 mg/l Cinetina se obtiene hasta un
BO% de produccidn de callos. Callos de Musa acuminata ssp.
Malaccensis que fueron tratados por 24 y 48 horas en 0.5M de
Sacarosa y congelados rapidamente en NL sobraeviven en un 80%
Yy 75% después del congelamiento. Callos de Musa acuminata

congelados lentamente sobreviven en &5% cuando s0N
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pretratados con 0.5M Sacarosa por 24 horas y en ausencia de

DMSO.

Los ensayos de congelamiento rapido con callos de Musa
Gran Enano pretratados con 0.5M de sacarosa por 72h
sobreviven en 75%, cuando el congelamiento de los mismos se
realizé en forma lenta los mejores resultados se obtuvieron
cuando se utilizod sacarosa 0.5M por 24 y 48 horas y 5% DMSO

con un 80 y 75% de sobrevivencia respectivamente.



DAVILA P, M.1. 1991l. Cryopreservation of callus Musa Grand

Naine and Musa acuminata ssp. Malaccensis. Master of

Science Thesis. Turrialba, Costa Rica, CATIE. 65 p.

Palabras Claves: Musa Grand Naine, Musa acuminata ssp.
Malaccensis, callus, cryopreservation,
cryoprotection, direct freezing, slow
coooling, survival rate, germplasm
storage.

SUMMARY

Embriogenic callus from inmature embryos of Musa

acuminata ssp. Malaccensis and callus from subapical tissues
of Musa Grand Naine were tested by their ability to survive
freezing in liquid nitrogen (-196°C). Callus were
pretreated with increasing sucrose concentration and/or
dimetyl sulfoxide (DMSU) and frozen by rapid or slow

cooling.

Assays to induce the production of callus of Grand
Naine showed that the Murashige and Skoog medium enriched
with 1 mg/l of Picloram and 1 mg/l of Kinetin induced up to
B80% callus production. Callus of M. acuminata ssp.
Malaccensis treated with 0.5M sucrose for 24 hours and 48
hours and frozen rapidly in liquid nitrogen survived at

rates of B80% and 75% respectively.
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When these callus were frozen slowly 65% survival was
observed when pretreated with 0.5M sucrose for 24 hours in

the absence of DMSO.

Rapid freezing experiments with callius of Musa Gran
Naine pretreated whit 0.5M sucrose for 72 hours suvived at a
rate of 75%. When slow freezing was tested, the best
survival rates were obtained using a mixture of DMSO and
0.5M sucrose for 24 hours and 48 hours as pretreatmente (80%

and 75% respectively).



I. INTRODUCCION

En la historia de 1la agricultura, las plantas
cultivadas han sido domesticadas a diferentes ambientes v
sistemas de cultivo. A través de seleccidn natural, las
plantas cultivadas han desarrollado resistencia a plagas vy
enfermedades, Este proceso ha conducido & una gran
diversidad genética en los cultivos tradicionales en todo el
mundo (IBPGR, 19%90). Mantener esta diversidad genética es
vital para la seguridad alimentaria. Los fitomejoradores
raquieren de la variabilidad de especies primitivas vy

silvestres para la obtencién de variedades mejoradas.

La introduccidén de una variedad mejorada, ha desplazado
los materiales autdctonos, los cuales tienden a desaparecer
cuando no  se tiene la praecaucién de conservarlos.
Consscuentemente se han perdido individuos cuya seleccién,
costd cientos o miles de afios vy que representaban el
resultado de las experiencias de wvarias generaciones de
agricultores. Esto es lo que se conoce como erosion
genética la cual, puede tener efectos irreversibles (Blanco,

1985).



La mayoria de las especies son afectadas de una u otra
manera por la erosién genética, €l género Musa no es la
excepcidén y poco a poco representantes de platano ¥ banano
desaparecen debido a desastres naturales, agricultura ndémada
y deforestacién (Sandoval, Muller, 1989). La conservaclon
de estos recursos es de vital importancia para mantener la
variabilidad en especies domésticas vy silvestres y como
fuente de alimento para millones de personas en las regiones
tropicales del mundo. El IBPGR {(International Board for
Plant Genetic Resources) considerd la conservacién del
germoplasma de Musa una actividad prioritaria tipo uno

(IBPGR, 1978; 1983).

La forma mas conveniente de mantener el germoplasma
vegetal es mediante el almacenamiento de sus semillas, sin
embargo, esto no es posible en plantas con semillas
recalcitrantes y de reproduccién vegetativa como bananos vy
platanos (Panis et al, 1990; Villalobos, et al, 1991). Por
tal razén se han desarrollado métodos alternativos de
conservacion para estas especies. Las colecciones de campo
sSOoNn una opcidén, sin embargo este método de conservacian
demanda mucha mano de obra, espacio, ademas exponen las
colecciones a enfermedades y plagas, desastres naturales,
errores humanos, ¥y sujsto a politicas institucionales vy

gubernamentales. (Villalobos, Abdelnour, 1991)



La creacion de bancos de germoplasma genéticos
representa una de las mds importantes posibilidades para
lograr la preservacién de la riqueza genética en el mundo.
Estas acciones fueron iniciadas a principio de siglo por el
genetista soviético V.L. Vavilov (Blanco, 1985). Los
métodos de cultivo de tejidos vegetales in vitro se
presentan como otra opcidén viable en el establecimiento de
colecciones (Rubllo, 1985). Este método presenta ciertas

ventajas como son:

- Conservar materiales limpios, almacenar un gran
nuimero de introducciones en un espacio reducido:
los materiales no estdn expuestos a problemas

edadficos, climaticos, plagas y enfermedades.
- Se reducen los costos de mantenimiento.

Las colecciones in vitro pueden estar sometidas a
condiciones de crecimiento normales o limitadas. En el
almacenamiento a corto y mediano plazo es deseable extender
el intérvalo de subcultives porque; ocurren divisiones
celulares y pueden surgir mutaciones o variaciones; cada vez
que se realiza el subcultive se aumenta los riesgos de
pérdida debido a contaminacidn o error humano (Panis et al

sl 3

19%0). |

q

/

El almacenamiento de estructuras por periodos
indefinidos con garantia de su estabilidad genética, se

logra mediante la criopreservacién. (Kartha, et al, 1981)
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En la Criopreservacién (almacenamiento en Nitrdgeno
liguido, ~196°C), se detiene toda actividad metabdlica.
(Rublud, 1985). Al manatener las células a ultra bajas
temperaturas, no hay divisién celular o cambios genéticos
que puedan producirse con el tiempo, manteniéndose 1la
identidad genética del material preservado. (Whithers vy
Street, 1978&). La técnica de criopreservacidén ha sido
utilizada en muchas especies vegetales, siendo aplicable a
protoplastos, células, callos, meristemos, embriones

somaticos y embriones cigdticos (Engelman et al, 198%5).

Hasta ahora los ensayos de criopreservacidn de Musa,
han sido desarrollados en suspensiones celulares de Musa
(AAB) (Panis; et al, 1990) y embriones cigdticos de Musa

acuminata vy Usa balbisiana (Mora, 1990; Villalocbos,

Abdelnour, et al, 1991)

La conservacion de genotipos de variedades cultivadas e
igualmente de especies silvestres son de gran importancia
para los programas de mejoramiento. La diversidad genética
estd presente en gran medida en especies progenitoras
diploides. Los triploides (Musa AAB) son frutos tropicales
de gran interés econdmico debido a su importancia en la

dieta humana.

En este trabajo se presenta una metodologia de
criopreservacion de callos de Musa Gran Enano (ARA) y callos

embriogénicos diploides {(AA) de Musa Acuminata sSSP,




Malaccensis, 1los cuales fueron pretratados a diferentes
concentraciones de sacarosa y sulfoxido de dimetilo (DMSO),
y sometidos a congelamiento lento y répido en Nitrdégeno

Liguido.

El congelamiento de callos ha resultado exitoso en

Triticum agstivum L. (Chen, t al, 1985); Medicaqgo sativa

o i $

(Finkle, et al, 1980); Saccharum sp. (Ulrich, t al, 1984;

Oryza sativa L. {(Ulrich, et al, 1982).

La conservacién a largo plazo de callos de Musa Gran
Enano y Musa acuminpata ssp. Malaccensis contribuird al

desarrollo de programas de mejoramiento genético en Musa.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 BOTANICA DEL GENERO Musa

Los bananos y platanos son plantas herbdceas, con
pseudotallos compuesto de vainas foliares, originadas de
cormos en los gue se desarrollan yemas laterales. Las hojas
nacen en espiral, las primeras son escamosas, seguidas de
hojas angostas. Las wvalnas foliares estdn formando el
pseudotallo (Purseglove, 1981). La inflorescencia es
terminal y crece por el centro del pseudotallo, hasta
alcanzar el follaje % emerge (Soto, 1985%5). La
inflorescencia es una espiga compleja y consiste de un
pedinculo enh el que las flores estdn distribuidas en racimos
nodales. Los racimos florales y bréacteas nacen en espiral vy

no rodean el pedinculo (Purseglove, 1981).

Cada pseudotallo produce solo una inflorescencia vy
luego muere, su ciclo de vida puede continuarse por la
formacién de “"hijuelos laterales” 1o que permite su

propagacidén vegetativa (De Langhe, 1969).

Las flores son zigomérficas, con el perianto dividido
en dos partes; un conjunto de cinco pétalos unidos en
posicién abaxial, y un tépalo libre en posicién adaxial.
Las flores femeninas poseen ovario desarrollado, estilo

grande y estambres reducidos estaminoides; las masculinas



presentan ovario abortivo, estilo y estigma reducidos Y

anteras muy desarrolladas (Stover y Simmonds, 1987).

En especies silvestres seminiferas, la polinizacidn es
indispensable en la formacién del fruto. El fruto maduro

presenta semillas negras y duras con escasa pulpa.

En la semilla madura el embrién presenta una porcidén
agrandada denominada haustorio, Y otra angosta que
representa el eje epicotilo - hipocotilo - radicula, asi

como una parte del cotiledédn (Mc Grahan, 1961).

2.2 TAXONOMIA Y CLASIFICACION

Las Musaceas pertenecen al Orden Zingiberales,
esta constituida por dos géneros: Musa vy Ensete {Soto,

1990), El género Musa se divide en cuatro secciones:

Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys y Eumusa (Stover
y Simmonds, 1987). La seccidn Eumusa incluye bananos vy
platanos comestibles, asi como sus parientes silvestres
(De Langhe, 19&9). Esta constituida por nueve o diez

especies, entre ellas, Musa acuminata Y Musa

balbisiana, las que han originado 1la mayoria de los

cultivares de banano y platanos comestibles a través de
cruzamientos interespecificos {Stover Y Simmonds,
1987). E1 mads amplio crecimiento son triploides de los
siguientes grupos genomicos: AAA, AAB y ABS (Escalant,

1989).



usa acuminata contiene mayaor variabilidad
genética, es un diploide (AA) con un nlmero de
cromosomas de 2n = 22. Es una planta de porte bajo,
con pseudotallos delgados vy sistema foliar reducido,‘de
coloracion pardusca, gue se convierten en manchas
heterogéneas, definidas en las 1léaminas de las hojas
(Soto, 1990). Los racimos crecen horizontalmente, son
pequefios, con dedos muy delgados que producen semilla

(Stover y Simmonds, 1987).

Musa balbisiana (BB) 2n = 22, es una especie de

plantas vigorosas con sistema foliar y pseudotallo de
color verde claro. Su racimo es compacto, frutos
globosos con semillas. Estas plantas presentan alta
resistencia a condiciones ecoldgicas adversas y a las

pestes mas comunes del banano (Soto, 1990).

La composiciédn de ploidia vy gendmica de los
diferentes cultivares, estan representados con A para
sefialar la procedencia de los genomas de M. acuminata vy
B para la de Musa balbisiana. Los hibridos
interespecificos se agrupan segin la contribucién de
cada una de las especies silvestres a la ploidia. De
acuerdo a la combinacién de genomas, se encuentran
tipos diploides, triploides, y tetraploides. En 1la
naturaleza se identifican AA, AB, BB, AARA, ARB y ABBB

(Stover y Simmonds, 1987).



2.1.1 Grupo AA

El grupo AA segun Simmonds (1973) es el dnico
diploide comestible del tipo acuminata. En este grupo
se encuentran cultivares partenocarpias que pueden ser
fértiles. Se le conoce con el nombre de ‘Lady’s
Finger”. Las plantas de este grupo se caracterizan por
tener poco vigor, aungue pueden crecer hasta cuatro
metros de altura. El area foliar es pequefia, con hojas
largas y angostas de color verde amarillento. Los
pseudotallos son  delgados vy los cormos pegueiios.
Seportan muy bien la accidn del viento, resultando de
un eficiente sistema radical. Son resistentes a 1la

"Enfermedad de Panamd” (Fusarium oxysporum) y muestran

poca susceptibilidad a la "Sigatoka Negra"”
{Mycosphaerella fijiensis). La planta produce racimos
pequefios con dedos cortos, gruesos y rectos. Su pulpa

es blanca o amarilla, suave, pastosa, muy dulce vy con
mucho aroma. La cascara es muy delgada y la cuticula

muy sensible a magulladuras (Soto, 1990).

El desarrollo de bananos comestibles es resultado
de la seleccion de M. aguminats. Los cultivares AA
originaron la formacidn de triploides aRA a traves de
restitucidén cromosdmica durante .1a meiosis (INIBAP,

1989)



2.1.2 Grupoc AAA

Estd constituido por varios tipos de bananos con
algunas semejanzas entre si (Soto, 1990). La
separacidén de estos, requiere de la aplicacidn de una
clave descrita por Simmonds (1973) asi: “Gros Michel"”,

Subgrupo Cavendish, y “"Red".

Las plantas de "Gros Michel” poseen gran vigor vy
producen un fruto grande, la cascara es gruesa vy la
cuticula dura. El fruto tiene forma de cuello de
botella, vainas interiores verde o rosado palido, fruto

de color amarillo brillante a la madurez.

El Subgrupo Cavendish presenta frutos con punta
roma, vainas interiores rojo brillante, fruto verdoso a
la madurez a este subgrupo pertenece el "Gran enano’,
gue se caracteriza por presentar plantas semienanas de
gran vigor, con extensa area foliar, pseudotalloc grueso
muy resistente; el corme es grande con un sSistema
radical extenso, raices gruesas y fuertes. Las plantas
de Gran Enano son muy susceptibles al ataque de

nemdtodos vy al de "Sigatoka Negra” (Soto, 19%90).

"

l.Las plantas "Red”, "Green red poseen Trutos
gruesos, tres © cuairo veces mas largos que anchos, sin

curva o ligeramente curvas.

10



2.1.3 Grupo AAB

De acuerdo a Simmonds (1973) se divide en tres

tipos:

a) "French plantain”, eje masculino persistente
generalmente envuelto por remanentes de
flores masculinas vy bricteas.

b) "Falso cuerno” con eje masculinoe deciduo.

c) Tipo "Horn Plantain”

El tipo mas importante es el “Horn Plantain”
conocido como “Curraré” possee frutos grandes y racimos
medianos con regular cantidad de dedos. Las plantas
Son moderadamente vigorosas Y resistentes a la

"Enfermedad de Panamd”, v a la “Sigatoka".

£l desarrolio de nuevos cultivares es
probablemente dependiente del uso de una mas amplia

base genética de M. acuminata vy M. balbisiana, de la

seleccidn de los hibridos existentes y el uso de

especies silvestres como material inicial (Shepherd et

al, 1986).

pas—Sy.

Los bananos son unas de las pocas frutas en las
que los cultivares desarrollados por métodos

controlados de mejoramiento no han  reemplazado a

11



aquellas que se producen a través de la evolucion

natural (Rowe, 1985).

2.3 MEJORAMIENTO GENETICO EN Musa

En el mejoramiento del banano, es muy importante el
grado de ploidia. Los clones triploides predominan en el

grupo de bananos que pertenecen a la seccidn Eumusa, es

decir, cultivares de M. acuminata vy M. balbisiana. La
triploidia confiere mayor vigor a ia planta, mavyor

productividad y es causa de esterilidad, acompafiada de la
partenocarpia, que es caracteristica determinante en la

seleccidn que el hombre ha hecho hacia los clones

triploides. Los triploides hibridos presentan un grado de
viabilidad mavor, va que M. acuminata les conflere

cualidades de resistencia a enfermedades, calidad del fruto
y resistencia a condiciones de sequia; M. balbisiana, por
otra parte, contribuye con otros caracteres aumentandc la

viabilidad (Soto, 1990).

El hecho de que la mayoria de los frutos de banano sean
estériles, es decir, sin semillas, se debe a un caompleio de
causas, es probable gue los genes especificos de esterilidad
femenina, triploidia y el cambio estructural cromosémico
sean todos responsables en distintos grados de esta
condicién dependiendo de la importancia relativa de los

mismos en los diferentes clones (Simmonds, 1973).

12



A través de los afos, el hombre ha tendido a
seleccionar los linajes mads vigorosos y con menos semilla

que gustarn mads y éste fue el proceso por el cual los

triploides estériles llegaron a predominar en las
plantaciones. L.os tetraploides naturales 500
sorprendentemente raros. Otros en existencia han resultado

de la actividad de los fitomejoradores (Menéndez y Shepherd,

1975).

Las teécnicas de hibridacidn en banano, consisten en
aislar inflorescencia o las flores femeninas durante el
periodo de receptividad y situar el polen fTresco sobre 1los
estigmas. Las semillas gue se obtienen en mntimero variable,
generalmente muy peguefias, se hacen germinar v las pequefias
plantas se desarrollan &n invernadero, para luego
trasladarse al campo donde S8 selaeccionan por sSUs

caracteristicas doseables.

Existen diversos programas de mejoramiento en Musa,
Brazil y Honduras, utilizan en sus programas la fertilidad
femenina residual de algunos triploides que hibridizan con
diploides para la creacidn de tetraploides fértiles. E1
programa desarrollado en Francia usa diploides mejorados Af,
BB en los que doblan su genoma empleando colchicina para dar
tetraploides de tipos AARA, AABB, los que se cruzan con

diploides mejoradas para producir plantas triploides,

13



M. acuminata es el diploide que mas se ha utilizado en
los programas de mejoramiento. La resistencia a la Sigatoka
(Mycosphaerella musicola vy M. fijiensis) fue encontrada en
varias subespecies de M. acuminata, especlalmente la
subespecie Malaccensis, cuya resistencia es controlada por
muchos genes dominantes. También se han localizado fuentes
de resistencia a las tres razas del "Mal de Panamd” y al
nem&todo barrenador (Radopholus similis) (Shepherd, 1986).

M. acuminata ssp. burmanicoides presenta alta resistencia a

la "Sigatoka Negra" (Rowe, 1985).

Las teécnicas de cultivo in vitro representa la
complementaridad del mejoramiento de Musa por programas
convencionales. Sobre todo por el hecho de que las
variedades consumibles son triploides, estériles y dificiles

de mejorar con hibridizacidn.

El cultivo de embriones de Musa ha sido una ayuda muy
valiosa en los programas de genética v la técnica ha sido de
gran utilidad en el mejoramiento de los diploides

resistentes a R. similis (Rowe y Richardson, 1975).

Plantas obtenidas por cultivo de meristemos muestran
gran establilidad genética, ya que al cultivar otros tejidos
somaticos existe la posibilidad de generarse células en
condiciones de aneuploidia y euploidia (Alvarez, Jaramillo y

Macias, 1982).
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El cultivo de protoplastos, se presta para un avance
mayor en la técnicas de mejoramiento genético, al permitir
no  s06lo la propagacidén  sino facilitar programas de
hibridacién somdtica, ya gue una vez eliminada la pared
celular es posible lograr la fusién de células de clones
tolerantes © resistentes a un determinado patdgenc con

clones de alta produccién vy la aceptacidn de la fruta en los

mercados (Angarita y Castro, 1984).

En la actualidad la produccién de plantas haploides,
variantes somaclonales, suspensiones celulares y fusidn de
protoplastos e ingenieria genética, asociados con técnicas
de hibridacidén con diploides, representan nuevas estrategias

en el mejoramiento de Musa (Escalant vy Teisson, 1989).

2.4 OBJETO DE LA CONSERVACION

El objeto de la conservacién de germoplasma wvegetal es
mantener la diversidad genética en una condicion estable.
Los recursos fitogenéticos son la base para todo programa de
mejoeramiento, en el que se desea obtener culiivares de mayor

rendimiento.

FPara muchos cultivos con semillas ortodoxas la
conservacion del germoplasma vegetal puede ser llevade a
cabo en bancos de semilla, =in embargo, en aguellos casos en
que las plantas producen semillas recalcitrantes no resisten
el almacenamiento a bajas temperaturas, con alto grado de

deshidratacién, o© son cultivos clonales estériles, es
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necesarioc otro tfipo de conservacion. Muchas raices vy
tubérculos de importancia alimenticia y frutos como banano y

platano presentan estas caracteristicas.

2.5 FORMAS DE CONSERVACION

La conservacién de germoplasma puede realizarse in

situ; es decir en el lugar que ocupan naturalmente:
bosques, campos de cultivo, orillas de caminos. Esto
implica que el sitio debe mantenerse en su estado natural,
evitando la interferencia del hombre y de 1los animales
domésticos. En la mayoria de las especies cultivadas
resulta muy dificil y costoso mantener los ambientes

naturales como fuentes de germoplasma. {(CATIE/GTZ, 1979).

Las colecciones en el campo representan otra forma de
conservacidén, sin embargo presenta los inconvenientes de
gstar expuesto a enfermedades, plagas, desastres naturales,
problemas edaficos, climaticos y de espacio, ademds de los

altos costos de mantenimiento (Sandoval, 1989).

2.6 CONSERVACION EN BANCOS DE SEMILLA

Las semillas ortodoxas se pueden conserwvar bajo
condiciones de bajas temperaturas y humedad relativa. Sin
embargo gl almacenamiento de semillas en estas condiciones
es imposible para importantes cultivos, sobre todo de

plantas tropicales gue producen semillas recalcitrantes, las
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gue no resisten desecacidn y por lo tanto pueden ser

almacenadas por muy poco tiempo.

2.7 CONSERVACION IN VITRO

Mediante la conservaclidn in vitro se limita la tasa de

crecimiento vegetativo con la finalidad de extender el lapso

entre subcultivos.

Se han expuesto dos tipos de conservacidn jin vitro de
los bancos geneticos: a) el banco genético in vitro activo
donde 1los cultivos se mantienen en crecimiento lento,
mediante la utilizacidén de baja temperatura, uso de
osmoreguladores, retardaderes del crecimiento; )
modificando la tasa de crecimiento, disminuvyendo el oxigeno
en el medlo, cubriends €l cultivo con una capa de aceite

mineral, o aplicando una baja presién parcial de oxigeno.
2.8 CRIOPRESERVACION

El principio basico para el almacenamliento de
germoplasma por criopreservacidén consiste en la congelacion
del material vegetal a la temperatura del Nitrdgeno Liguido.
Los materiales gue se pueden conservar por esta técnica
incluyen é&pices, yemas, meristemos, embrioides, embriones,

endopermos, 6vulos, anteras y semillas.

La criopreservacion se basa en la reduccion Y
subsecuentemente detencidén de las funciones metabdlicas del

material bioldgico, incluyendo la divisidn celular
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(Scowcroft, 1984). Fn consecuencia, el almacenamiento de
las estructuras vivas se puede mantener por periodos
indefinidos, con garantia de su estabilidad genética
(Kartha, et al., 198B1). La criopreservacidn de plantas
superiores, aungue menos desarrollade que la del reino

animal, ofrece técnicas muy promisorias para la conservacion

de germoplasma a largo plazo {(Mroginski et al, 1991).

Para desarrollar un método que permita un largo tismpo
de preservaciédn del garmoplasma se debe realizar estudios,

en relacion a:

a) Almacenamianto de cultivos por largos periodos de
tiempo en NL, pruebas de variacién en los métodos
de congelamiento y descongelamiento, prueba de

otros agentes criprotectores.

b) Cbhservacion hablilidad de formacidn de o6rganos de
los cultivos, después de largos periodos de
almacenamiento en Nitrdgeno Liquido (Sugawara, ¥

Sakail, 1974)

Sun (1958), reconocid la habilidad de recuperar tejidos
vegetales después de exponerleos a ulirabajas temperaturas

como la de Nitrdgeno Liguido (-196°C).

whiters {(1984), reporta 42 especies que han sido
criopreservadas. La criopreservacitn de germoplasma ha

demostrado ser una buena alternativa de conservacion an



especlies de propagacidn vegetativa, entre ellas el genjibre

(Zingiber officinale), mango (Mangifera indica), aguacate

(Persea americana), hule (Hevea brasilensis), cafa de azlucar

(8accharum sp.)

2.8.1 Mecanismo de accidn de los crioprotectores

Un importante modo de accién de 1los crioprotectores es

la estabilizacidn de membranas.

Los crioprotectores no penetrantes actlan potr
deshidratacién protectiva, reduciendo alrededor de la célula
el contenidc de agua para la Tormacién del hielo. Los
compuestos de bajo peso molecular, penetran la celula, y son
considerados protectores por disminuir la temperatura a 1la
cual el agua intracelular es congelada. Esta accion
coligativa permite A la célula evitar la excesiva
concentracidn de solutos potencialmente toéxica. Estas dos
funciones primarias de los crioprotectores son de

considerable importancia.

Dos crioprotectores naturales, trehalosa y prolina, se
han usado con seguridad en la crioproteccidn de germoplasma
de plantas y tejidos mamiferos. Estudios espectroscopicos
muestran que trehalosa, forma puenies de higrdgeno con
fosfolipidos de la membrana celular. El azdcar pueds
sustitulr las moléculas de agua en membranas sin causar
deshidratacion, vy de este modo conserva la integridad de ias

mambranas. El DMSO, prolina y glicerol mantienen 1la
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actividad AtPasa, acoplamiento, transporte unidireccional, e
integridad de la membranas en el congelamiento Y

descongelamiento del reticulo endoplasmatico (Benson, 19%90).

Algunos dafos causados por congelamiento pueden ser
lisis durante la desplasmdlisis, desorganizacién de la
membrana plasmatica causada por una actividad lipoxigenasa
ques hace fluir material de la menmbrana. Las proteinas de
alto peso molecular pueden reducir su peso {Bawlwy, 1973).
Los camblos estructurales alteran la interaccidn lipidos v
proteinas en las membranas y causan degradacién de proteinas
sensitivas al congelamiento por actividad de diversas

proteasas vy otras enzimas degradativas.

Se ha observado que células que recientemente han
pasado por el proceso de mitosis, y en general, suspensiones
en la fase exponencial de crecimiento, muestran mayor
viablilidad, después del congelamiento. Células con
metabolitos secundarios SOnN menos adecuadas al
congelamiento. Células jévenes con denso citoplasma son mas
tolerantes al congelamiento, gue cglulas altamente

vacualizadas.

Algunos compuestos como prolina y trehalosa pueden
preacondicionar a las células al congelamiento por cambios
en la sensitividad de 1las membranas, al stress del

congelamiento.
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Ejemplos de antioxidantes exdégenos usados en 1la
estabilizacidén de tejidos almacenados a bajas temperaturas,
sS0N: B~Mercaptoetilamina, Desferrioxamina, acido urico,

Mannitol, Superoxido dismutasa y Catalasa (Benson, 1990).

2.8.2 Toxidad de Crioprotectantes.

Aunque los criopreotectantes tienen un papel central en
la viabilidad durante el congelamiento de las células puede
también ejercer efectos téxicos. De este modo, cuando se
consideren dafos por crioconservacidén, es también importante
determinar la contribucién hecha por los crioprotectores en

la promocién de dahos quimicos.

Dos causas diferentes de toxicidad del DMSO, han sido
sugeridas, osmdético y bioquimico, alterando el wvolumen vy
movimiento de agua y posiblemente interfiriendo en 1la
glucdlisis, interactuando con la enzima fructosa difosfatasa

(Benson, 19%0).

Kartha (1985}, examind 1os efectos téxicos de
crioprofectantes en la crioconservacién de cultivos de
plantas. Su trabaijo muestra que DMS0O, glycerol, ethylene
glycol, v dimethylformamide, exhiben citotoxicidad en largos
periodos de exposicidn, COMmo en concentraciones
relativamente altas, aungque en la practica, el tiempo de
contacto durante la criopreservacidon es relativamenie poco.
Algunas A&areas gue interesan estudiar en la aplicacion de

crioprotectores son uso  prolongado en tratamientos de
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precrecimientos, procesos de remocidn, retencién en la
célula, metabolismo, destino y efectos a largo plazo de

residuos crioprotectores después del congelamiento.

2.8.3 Etapas de proceso de la Criopreservacion

Las etapas gue conforman el proceso de
criopreservacidn, de acuerdo con Withers (1983), son: a)
pretratamiento, b) crioproteccisdn, ¢) congelamiento, d)

almacenaje, e) descongelamiento, f) pruebas de viabilidad

Yy gy recultivo.

2.8.3.1 Pretratamiento

El precultive del material wvegetal es de gran
importancia para el éxito en la fase de congelamiento.
Srouty vy Heshaw (1978), reportan que el uso de medios
nutritiveos en &pices de Splanum previo al congelamiento,

mejord el porcentaje de sobrevivencia.

En ocasiones el material vegetal se debe incubar
previamente en la 1luz como regquisito para aumentar la
sobrevivencia. Otra manera de aumentar la sobrevivencia de
meristemos consiste en mantener las plantas donadoras a 1-
4°C por algunos dias antes del congelamiento. La
deshidratacidén parcial de las células, tejides vy organos
disminuye la posibilidad de formacidn de cristales de hielo

y con &llo aumenta la sobrevivencia.
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El efecto de las temperaturas de congelamiento sobre el
material vegetal depende en gran medida del genotipo de las
condiciones fisioldgicas del mismo, y del medio ambiente en
el que se mantuvo antes del congelamiento. En general se
puede decir que las caracteristicas morfolégicas vy 1las
condiciones fisioldgicas del material vegetal antes del
congelamiento influyen considerablemente a la sobrevivencia
a las temperaturas ultrabajas. Las células meristematicas
pequefias y ricas en citoplasma son mas resistentes que las

células mids desarrolladas que presentan grandes vacuolas.

Seibert y Wetherbee (1977), aplicaron pretratamientos
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de 4°¢C por tres dias, en meristemos de Dianthus
carvophyllus, lo gue resultod favorable a la

crioconsarvacion.

Mora (1990), logrdé por deshidratacion de embriones
cigoticos de M. acuminata ssp Burmanicoides (AA) y M.
balbisiana (BB) un 74% de sobrevivencia vy su posterior

regeneracidn hasta plantas.

2.8.3.2 Crioproteccidn

Los materiales destinados a la criopreservacién deben
ser protegidos de los dafios que pueden causar el
congelamiento vy descongelamiento, por medio de sustancias
crioprotectora. Las mé&s wutilizadas son DMS0O, Glicerol,
azucares, azucares - alcoholes, aminodcidos, y polimeros de

alto peso molecular (Mogrinski, et al 1991).



La acciodon crioprotectora del glicerol fue reportada por
vez primera por Polge, et al (1949), sobre células

espermaticas.

Lovelock vy Bishop (1954), encontrdé gue 1la accidn
protectora del glicerol era compartida con otros solutos
nedutros de bajo peso molecular, incluyendo el metanol,

acetamida y monoacetato de glicerol.

Whiters y King (1979), reportan qgue el uso de prolina
cCOmo crioprotector en células de maliz, aumenta
significativamente su recuperacidn cuando se compara con el

uso de DMSO v glicerol.

Nag vy Street (197%), reportaron que el DMSO y el
glycerol son los mas efectivos crioprotectores, estos fueron
probados a 1, 2, 5, 10, 15 y 20%, con el resultado que 5%
DMSO fue el mas efectivo para zanahoria (Daucus carota L.) ¥

belladona (Atropa belladona L.) y 10% glycerol para sycamore

(Acer pseudoplatanus L. ). Los porcentajes de sobrevivencia
obtenidos en presencia de 5% DMSO, tasa de enfriamiento
2°C/min, inmersidn en NL y descongelamiento en bafio de agua
a 37°C fue 2% para sycamore, 28% para belladona y 65% en

zanahoria.
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2.8.3.3 Congelamiento

El congelamiento de los materiales pueds realizarse por
Congelamiento rapido, Congelamiento lento y Congelamiento

ascalonado.

En congelamiento rapido los materiales se colocan
directamente en Nitrdgeno Liquido. Con este procedimiento
se han crioconservado numerosas especies dpices caulinares
de Solanum tuberosum; callos de Lycipersicun esculentum:
meristemos de Arachis hypogaea: 4&pices caulinares de

pléantulas ¥ semillas de Pisum sativim: suspensiones

celulares de DRaucus carota, e Ipompgea sp.

Durante el congelamiento lento de los materiales, 1la
tasa de enfriamiento oscila entre el 0.1 y 3°C/min. hasta
gue alcanza generalmente -40°C. A esas temperaturas se
produce una deshidratacién celular protectora, de manera gque
los cristales de hielo se forman extracelularmente, luego se

colocan directamente en NL.

Numerosas easpecies han sido criopreservadas por

congelamiento lento. Entre ellas, estan: Musa (HAAB),
Saccharum sp., Manihot esculenta, OQOriza sativa, Pisum

sativum, Fragaria ananasa, Daucus carota.



Cuando el congelamiento se realiza en forma escalonada,
el material es sometido sucesivamente a varias temperaturas
por debajo de 0°C por diferentes tiempos ¥ luege

introducidos en NL.

Callos de cafa cultivados por doce dias fueron
enfriados 1°C/min y sometidos por 15 min a -10°C, durante
dos horas a -40°C y después inmersos en NL, obteniéndose un
83.5% de sobrevivencia. Los callos fueron almacenados por
seis meses en NL, después de su descongelamiento fueron

capaces de regenerar plantas completas. (Chen, et al, 1987)

2.8.3.4 Descongelamiento

El descongelamiento de los materiales se puede realizar
rapidamente por inmersién en bafio de agua a 40°C o por
simple exposicidén del material a la temperatura del
laboratorio. Los materiales pueden también colocarse en
corrientes de aire caliente o descongelar en medio de
cultivo tibio cuande son estructuras desnudas. (Seibert vy

Wetherbee, 1977; Whiters, 1979; Mroginski, 1991).

2.8.3.5 Pruebas de Viabilidad

La viabilidad de los materiales después del
congelamiento puede ser evaluado utilizando Clorhidrato de
trifenil tetrazolium determinando 1la reduccidén de este
compuesto por el tejido crioconservado, por la presencia de

un  color rojo, que indica la formacidén de Tformazan
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(Sugawara, y Sakai; 1974), o por diacetato de fluoresceina,
en donde solo las células vivas adgquieren coloracidn,

floresciendo en luz ultravioleta {(Widholm, 1972).

Cuando el material crioconservado es meristema lo mas
recomendable es recultivarlos y determinar su capacidad de

regenarar plantas.

2.8.3.6 Recul tivo

Una vez descongelado el material vegetal debe ser
recultivado; para ello se utilizan generalmente los mismos
medios ¥ condiciones en que crecia antes de su

congelamiento.

2.8.4 Crioconservacitn de callos

Callos de muchas especies vegetales han sido
crioconservadas usando diferentes pretratamientos y métodos

de congelamiento.

Sugawara y Sakai (1979), criopreservaron callos de Acer
pseudoplatanus L. a partir de tejido aislado del Area
cambial del tallo de un medio conteniendo 3 mg/l 2,4-D y 10%
agua de coco. Los callos se transfirieron a un medio 6 mg/1
2.4-D, 10% leche coco, 120 rpm, 26°C y luz continua durante
3-4 semanas. Se realizaron pruebas de precongelamiento de
los callos a ~15, -23, =30, -40, -50, -70 durante 3 minutos,

obteniendo los mas altos valores en la reduccién del Cloruro



trifenil - tetrazolium, cuando las células inmersas en NL

fueron antes precongelados de -40 a ~50°C.

Por otra parte callos de cinco mutantes de arroz fueron
cultivados en presencia de un andlogo sintético de Lysina,
5~aminoethyl - L - cysteina, y estudiadas su respuesta
después de someterlas a congelamiento. Todas las lineas
sobreviven a -196°C pero algunas son mas sensitivas a bajas

temperaturas (Ulrich, et al, 1982).

P~ W

Callos de Triticum aestivun L. pueden ser

criopreservados en de NL por lento enfriamiento (0.5°C/min),
cuando se utiliza mezcla de 5% DMSO y 0.5M sacarosa por 1
hora antes del congelamiento. Las combinaciones de 5% DMSO
y ©.5M sorbitol resulta ser el mejor tratamiento para
sobrevivencia de callos con alto porcentaje de regeneracidn
de plantas. Callos de trigo almacenados en NL pueden
producir plantas normales cuando son recultivados. Lesiones
especificas originadas durante el congelamiento afectan 1la

regeneracion del véstago vy raices (Chen et al, 1985).

Cultivos de callos de Lotus corniculatus L. mostraron

maxima tolerancia al frio cuando se cultivaron en medio con
107° molar ABA, y 24°C. Esas condiciones de crecimiento le
proporcionan aclimatacion minima para el stress por

congelamiento. (Keith y MacKensie, 1986).
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Chen, et al (1987), crioconservaron callos de Saccharum

sp. obtenidos de explantes de hojas cultivados en medio
s6lido conteniendo 2 mg/l de 2,4-D. La crioproteccidn de
los callos con 10% DMSO y 0.5 M sorbitol, resultd adecuada

para la crioconservacion de los callos.

2.8.5 Crioconservacién de Suspensiones Celulares.

Latta (1971), desarrollé e un método de preservacion de
cultivo de suspensiones celulares de Daucus carota L. .
Estas fueron cultivadas en un medio convencional con 20 gr/1
sacarosa y sobrevivieron al congelamientos a -40 y -196°C en

presencia de agentes protectores.

Finkle vy Ulrich (1979), trabajaron con suspensiones
celulares de Saccharum, cultivada en un medio M.S més 3 mg/ 1
2,4-D y 10% agua coco; la tasa de enfriamiento utilizada fué
de -10°C/2 min y las suspensiones fueron sometidas por 4
minutos a temperatura de -10; =-15: -23; ~40°C y -196°C; el
descongelamiento se realizd por inmersién del criotubo a un
vbafio de agua a 40°C. Estos autores determinaron que 8% vy
12% de glucosa y DMSO respectivamente fueron los mejores

tratamientos crioprotectores.

Suspensiones celulares de zanahoria (Daucus carota L.)

se han criopreservado por iento congelamiento de
aproximadamente 2°C/min, en medio, conteniendo DMSO como

crioprotector. Después de su almacenamiento en NL vy



descongelamiento, se determind su alta wviabilidad ¥

capacidad de crecimiento, (Withers, 1979)

Células de Catharanthus roseus (L.) y subcultivos de
suspensiones fueron almacenados durante 11 semanas en NL,
descongelados y recultivados. La maxima sobrevivencia se
obtuve cuando las células fueron precultivadas por 24h en
medios nutritivos con 5% DMSO con una tasa de enfriamiento
previo al congelamiento de 0.5 1°Cc/min (Kartha, t al,

Ar———

1982) .

Suspensiones de células de Medicago sativa L. tratadas

con 5 x 10™™ ABA a 2°C durante cuatro semanas en ausencia
de kinetina mostrd un 50% sobrevivencia después de su
enfriamiento a -12.5%°C, cuando los cultivos creciliercn a 25°C
en condiciones normales, Unicamente tolerd el enfriamiento

hasta -3°C (Orr, et al, 1985).

Suspensiones de células de trigo pueden ser inducidas a
mayor tolerancia al congelamiento cuando se emplea ABA,
bajas temperaturas, o la combinacidén de ambas (Keith, Mc

Kenzie, 1986&).

Pritchard (gt al, 1988), sometieron a stress osmbético
con 6% de mannitol o sorbitol a suspensiones celulares de
SYCamore y SOYa. Los efectos en crecimiento, se observaron
en la reduccidn del numero de células vy produccién de
biomasa. Las células de sycamore en la fase exponencial de

crecimiento, exhibid incremento en la actividad respiratoria
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y contenido de proteinas solubles y se observé disminucion

en la cantidad de prolina libre.

Conanapragasann y Vasil (1990), obtuvieron regeneracion
de plantas a partir de suspensioén de células de cafia de
azucar criopreservadas y establecidas a partir de callos
derivados de hojas. El medio de crecimiento fue

suplementado con 0.3M de sorbitol.

La tasa de enfriamiento utilizada fue de 0.5°C/min
hasta ~-40 v almacenado an nitrégeno ligquido; al
descongelamiento se realizé a 40°C. Las plantas regeneradas
a partir de células criopreservadas fusron morfoldgicamente

idénticas a plantas control regeneradas.

Cultivo de células de L.avandula vara fueron

criopreservadas en presencia de sulféxido de dimetil y D-
glucosa. La adicién de carbon activado en el medio de
cultivo de recuperacidn reduce la viabilidad después del
congelamiento & incrementa la formacién de colonias en las

células. (Kuriyama, gt al, 1990).

Panis, et al (1990). Lograron criopreservar
suspensiones celulares de Musa (ABB). Estos audtorses
determinaron que el tratamiento criprotector mas efectivo
fue DMSO 5% cuando la tasa de enfriamiento fue utilizada de
1°C/min hasta ~ 40°C, seguido de la posterior introduccion

en NL. Después de el congelamiento de la suspensidén, esta
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tuvo capacidad de regenerar embriones somaticos los cuales

desarrollaron plantas normales.

Suspensidn de células cultivadas de callos de nucela de

(Citrus sinensis Obs. wvar. brasiliensis Tanaxa)} fueron
criopreservadas, Las células se crioprotegieron usando en

el medio 5% DMSO + 1.2M Sacarosa en bafic de hielo por 1
hora, seguido de enfriamiento a una tasa de 0.5°C/min hasta
-40°C, y su posterior inmersién en Nitrdgeno Liquido. La
viabilidad después del congelamiento fue de un 70% respecto
al control. Las plantas regeneradas a partir de células
criopreservadas fueron morfoldégicamente uniforme ¥y tenian
las caracteristicas similares a las del control. (Sakai,

Sugawara, 1973).

2.8.6 Crioconservacién de embriones

Embriones somaticos obtenidos de explantes de hoja de

Coffea arabica sobreviven después de congelados en NL. Los

embriones se cultivaron por 24h en medio con 0.75M sacarosa,
y ODMSQ al 5% por 2h, preenfriados a -40°C vy luego
introducidos en NL, la recuperacién del material después del

descongelamiento fue de 50% (Bertrand, et al, 1988)

-

Bajaj (1984), logrd regeneracién de raices y plantulas
a partir de embriones de polen vy embriones cigdéticos de
trigo y arroz congelados a ~-196°C, y recultivados en MS +

2.4-D (0.5 mg/l) por seis y diez semanas.
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Engelman et al (1988), desarrollé la técnica de
crioconservacién de embriones somaticos de palma y hule.
Similares resultados obtuvo en embrioides almacenados por 15
meses  en  NL, las pléantulas obtenidas después de la

crioconservacion mostraron ser normales,

Embriones somé&ticos obtenidos de explantes de hoja de
C. arabica sobreviven después del congelamiento, cuando
fueron precultivados en medios enriquecidos con 0.75M
sacarosa e 1incubados en medio con 5% DMS0, después de 2
horas fueron enfriados a -40°C vy posteriormente introducidos
en NL. Las primeras plantas obtenidas a partir del material
congelado y posterior crecimiento in vitreo tuvieron un

normal desarrollo (Bertrand, et al, 1988).

Un método de criopreservacion ha sido desarrollado
usando diferentes estados de desarrollo p.e. multiplicacién
de embrioides y estructuras embriogénicas de palma de aceite
(Eleais guineensis). Después que clonpes fueron sometidos
por 7 a 15 meses en Nitrdgeno Liguido se obtuvo formacison de

embriodes. (Engelman gt al, 1988).

Engelmann y Dereudore (1988), criopreservaron embriones
somaticos de palma de aceite usando congelamiento répido
(200°C min ™) vy por congelamiento programable de -20°C hasta
1

~100°C con tasas de enfriamientoc entre 0.5 vy 40°C min~

seguido de inmersidn en Nitrdgeno Liquido.
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Uragami, et al (1989), cultivaron células y embriones
sométicos derivados de tejido mesofilico de Asparagqus
pfficinalis L. los que criopreservd por vitrificacion. La
solucidn vitrificadora contenia 22% glicerol, 15% de ethilen
glicol, 15% propilen glicol y 7% DMSO en medlio MS
enriquecido con 0.5M Sorbitol. Los embriones sobrevivientes

posterior al congelamiento desarrollaron plantulas.
2.8.7 Crioconservacidén de protoplastos

El pretratamiento de células de Brassica compestris con
1.5M etilen-glicol minimisa dafio por deshidratacién durante
la transferencia a una solucién vitrificadora concentrada vy
facilita la wvitrificacién de las células durante el
congelamiento en NL. De esta forma se obtiene sopresar un
40% de sobrevivencia basado en la reduccién del Cloruro

trifenil de tetrazolium (T77C) (Langis et al, 1989).

Langis y Steponkus {1990), desarrollaron un

procedimiento para la vitrificacidén de protoplastos del

mestfilo de hojas de Secale cereale L. El procedimiento
implica, &) tratamientos de protoplastos mediante
concentraciones de 1.5 - 1.75% - 2.0 M de etilen-glicol (EG)

b) deshidratacién de protoplastos en 0.7 EG + 0.88 p
sorbitol + 6% de suero de albumina de bovino, c)
introduccidén en NL; d) recuperacién de protoplastos de NL vy
remocién de la solucidén vitrificadora. La sobrevivencia

obtenlida de los protoplastos varid de 34-47%.



2.8B.8 Crioconservacion de semillas

Grout, et al (1983). Encontraron que semillas de
Eleais guinensis muestran caracter ortodoxo, Y no
recalcitrante. La recuperacidn de la viabilidad de

embriones expuestos a NL vy el subsecuente recrecimiento in
vitro, muestran ser una técnica practica para la
consarvacion por largos periodos de los recursos genéticos

de esta especie.

Marin, et al (1990), obtuvieron, cerca del 97% de
sobrevivencia de embriones cigoticos y semillas enteras de
Manihot esculenta, por medio de métodos de enfriamiento

lento y rapido, seguido de lento descongelamiento.

2.8.9 Criopreservacion de polen

El pdlen de tomate es capaz de mantener su viabilidad
después de ser congelado y almacenado en Nitrégeno Liguido
por doce meses, cuando es deshidratado antes del
congelamiento, y el contenido de agua es de 5.2% puede ser
almacenado con seguridad (Manzhulin, A.V.; Yashina, I.M.,
1976). También se ha estudiado la viabilidad de pdélen v
fertilidad en 10 variedades de tomate, después de un
almacenamiento prolongado en NL. £l almacenamiento no
mostré efectos adversos en el pélen (Manzhulin, A.V.;

Shamakova, L.I.; Sklyarova, N., 1984)
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También se ha determinado porcentaje de germinacidén de

pédlen de cinco cultivares de Vitis vinifera mantenidos in

vitro, después de 4, 26, & 64 semanas de almacenamiento en
Nitrdgeno Liguido, observandose diferencias en los
porcentajes de germinacion antes 3% después del

almacenamiento (Ganeshan, S.; 1985).

Tisserat, et al (1985), evaluaron la viabilidad del
polen de palma, cuando fue almacenado por una hora vy
descongelando a temperatura ambiente. Pruebas de

polinizacién con pdlen congelado y no congelado resultaron

ser similares.

2.8.10 Criopreservacidén de otras estructuras

Haskins st al (1980), reportaron la criopreservacion de
meristemas de pera después de ser crioprotegidos con DMSO, vy
fueron capaces de mostrar crecimiento posterior al

descongelamiento.

Tamblén se han criopreservados meristemos de aArachis

hypoguea, usando una mezcla crioprotectora de glicerol 5%,

DMS0 5% vy sacarosa 5% (Bajaj, 1979). Meristemos de Pisum

sativum tratados con DMSO 5% han sido criopreservados con un

60-65% de viabilidad (Sala, et al, 1979).

De igual modo meristemos de Manihot esculenta han sido

criopreservados por Kartha et al (1982) mediante el empleo

de DMSO al 15% y sacarosa 3% (Kartha, 1982).



Henshaw, et al (1980), criopreservé apices caulinares
de Salanum tuberosum con OMSO 10%, con el resultado que el

60% sobreviven al congelamiento.

Se reporta de igual modo la criopreservacidn de vyemas

de tMorus bombycis Kidz, los que después del congelamiento

fueron recultivados en una medio con 1 mg/ 1 de

Benzyladenina, regenerando plantas (Yakuwa, Oka, 1988).

£l método de cricconservacion sin duda ha sido evaluado
en un gran nuamero de especies vegsetales y en todo tipo de
cultivos, meristemos, callos, embriones, etc. lo que indica
que el método es de gran valor para la consarvacion de

colecciones base a largo plazo.
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I11. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrolld en el Laboratorio de
Crioconservacidén de la Unidad de Biotecnologia del Centro
Agronomico Tropical de Investigacién vy FEnsefanza, CATIE de

Octubre de 1990 a Septiembre de 1991.

3.1 MATERIAL VEGETAL

£1 material vaegetal utilizado an la presante
investigacidn consistid de plantas de Musa cultivadas in
vitro de cultivar comercial Gran Enano (ARA). Ademas, se
utilizaron callos embrigénicos de Musa acuminata spp.

Malaccensis que fueron donados por Dr. Vincent Escalant.

3.2 INDUCCION DE CALLOS

38

Callos embriongénicos de Musa acuminata spp. Malaccensis

fuercon obtenidos en un medio de Murashige y Skoog (1962) con
M.S. (1962) con 2 mg/l Picloram y mantenidos y multiplicados

en M.85. 0.5 vy 2 mg/l de Picloram (Escalant, 1989).

Para la induccién de callos Gran Enano, secciones de
hojas y tejidos subapicales de los cultivares Gran Enano
(ARA) v Curraré (AAB) fueron inoculados en medio basico
descrite Murashige vy Skoog {1962), los gque fueron
suplementados con 100mg/l de Myo-inositol vy diferentes
concentraciones de auxinas. El acido indolacético (AlA),

acido naftaleno acético (ANA) v el acido 2,4,
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diclorofenoxiacético (2,4-D) fueron evaluados a 2 y 4 ma/l.
El Picloram fue evaluado a 1, 2 y 3 mg/l. Se realizaron
también combinaciones de Picloram 2 vy 4 mgl con 0.021, 0.06

y 4.58 mgl de Cinetina.

En Gran Enano se realizaron pruebas de combinaciones de
Picleram y Zeatina, 2 v 4 mg/l de Picloram fueron combinadas
0, 1.096 y 2.192 mgl™ ! de zeatina. También se utilizaron
combinaciones de Picloram y Cinetina en las siguientes

proporcilones l:1; 1:2; 1:3; 2:1; 2:2; 2:3; 3:1; 3:2; ¥ :3:

[

mg/1 respectivamente para la induccién de callos.

3.3 PREPARACION PARA EL CONGELAMIENTO DE CALLOS DIPLOIDES.

Musa acuminata

Como pretratamiento los callos embriogénicos de Musa
acuminata (AAR) de tres meses de edad fueron cultivados an MS
(1962) suplementado con 2 mg/l de Picloram, al cual se
adiciond sacarosa a 0.5 M vy 0.75 M. Los callos fueron
incubados por periodos de 24, 48 y 72 horas (Ver Cuadro 1).
Al final de este periodo, 1los callos fueron colocados en
medio liquido a 5°C conteniendo 5% DMSO por 1 hora. Luego
los callos fueron transferidos a criotubos de polipropileno

de 2 ml de capacidad.

Para el congelamiento, los criotubos conteniendo los
callos, fueron inmersos en Nitrogeno Liquido {NL)
rapidamente durante 2 horas. El descongelamiento se realizd

en un bafio de agua a 40°C por 1 minuto. Para su



recuperacion los callos fueron colocados en el medio de

mantenimiento.

CUADRO 1. TRATAMIENTOS EMPLEADOS EN EL CONGELAMIENTO RAPIDO
DE CALLOS DIPLOIDES de Musa acuminata ssp.

Malaccensis.
1
SACAROSA (M) | TIEMPO (Horas) DMSO (%)
0.5 24 48 72 O 5
0.75 24 48 72 G 5

Callos de M. acuminata fueron también criopreservados

por medio del congelamiento lento. Se utilizé un congelador

programable Cryo-Med modelo 1010. El congelamiento se
realizéd de 1la siguiente manera: una taza inicial de
enfriamiento de 1°C/min. hasta -4°C, seguida de 30°C/min.

hasta -32°C; luego se calentd para inducir cristalizacién a
una tasa de 15°C/min. hasta -8°C y finalmente se continué el

congelamiento a 1°C/min hasta -40°C.

Cuando se alcanzd la temperatura de -40°C se introdujo
la muestra en NL. El1 descongelamiento y la recuperacién se

efectuaron de la manera descrita anteriormente.



3.4 CONGELAMIENTO CALLOS GRAN ENANO

El congelamiento de callos (ARA) de Gran Enano se
realizo, en forma lenta con dos diferentes tasas iniciales

de enfriamiento y répidamente por inmersién directa en NL.

Al igual que para los callos embriogénicos del diploide
se emplearon diferentes concentraciones de sacarosa, DMSO,
tiempo de incubacidén y tasas iniciales de enfriamiento en un

congelador programable.

En pruebas de congelamiento directo de NL se emplearon
pretratamientos de 0.5 y 0.75 M de sacarosa por periodos de
exposicion que variaron de 24, 48 y 72 horas. Estos mismos
pretratamientos fueron evaluados utilizando DMSO 5% como

sustancia crioprotectora.

Dos programas de preenfriamiento fueron evaluados en el

congelamiento lento de callos {(AAA) de Musa Gran Enpano. Las

tasas iniciales de enfriamiento fueron de 0.5 y 1.0°C/min,
hasta alcanzar una temperatura de -4°C, en cada unc de los
programas se continud con tasas de enfriamientos de
30°C/min, hasta alcanzar la temperatura de =-32°C, luego
15°C/min, hasta alcanzar -8°C y finalmente 1°C/min hasta

~40°C,

Los pretatamientos evaluados fueron sacarosa 0.5 y 0.75
. Estas mismas concentraciones de sacarosa se evaluaron

cuando se usdé DMS0O al 5% como crioprotector.
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3.5 Andlisis de sobrevivencia.

Para determinar la sobrevivencia de los callos
posterior al congelamiento, diploides como  para los
triploides, se realizaron pruebas‘de viabilidad utilizando
cloruro trifenil tetrazolium 0.8% en Solucioén Buffer 8.9
g/litro de Nas, HPO4 v 6.8 g/litro de KHoPO, (Kartha, 1982).
También se determind su capacidad de crecimiento en el medio
de mantenimiento. MS (1962) similar en el que se realizdé la

produccidn de callos.
3.6 ANALISIS ESTADISTICO

£l andlisis de J1 Cuadrado determina si hay alguna
relacion entre dos criterios de clasificacidén o si  son
completamente independientes. Para tal efecto se estudian
las muestras de tamafio n de la poblaciotn vy se estudia las
dos variables bajo la hopdtesis nula que hay independencia
entre ambas. Si la hipétesis nula no es cierta, se dice gue

hay interaccién entre 10s dos criterios de clasificacidn.
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IvV. RESULTADOS

4.1 PRODUCCION DE CALLOS

Los intentos de produccidn de callos utilizando como

explantes hojas y tejidos subapical de plantula in vitro de

los cultivares Gran Enano y Curraré fueron negativos cuando
se empled AIA, ANA v 2,4-D a 2 v 4 mg/l respestivamente. La
raspuesta fue la misma cuando se empled Picloram a 1, 2, 3

mg/l.

£l cultivo de tejidos subapicales de Gran Enano en el
medio suplementado con Picloram y Cinetina, dio como
resultado la formacidn de callos después de un mes de
cualtivo cuando las concentraciones usadas fueron de 2 mg/l
Picloram y 0.06 mg/l Cinetina, logréndose un 20% de
produccidn. Las mismas concentraciones se emplearon para
Tejidos subapical de Curraré, obteniéndose 15% de produccidn
de callos en la misma combinaciédn que resultd favorable para

Musa Gran Enano.

Cuando se emplearon combinaciones de Picloram y Zeatina
(2 ¥y 1.096 ,mg/l) respectivamente vy (2 vy 2.192 mg/l) en
tejidos subapicales de Gran Enano se observd la formacidn de
callos en porcentajes de 25% y 10% respectivamente. En
Curraré sin embargo, Gnicamente se observd un 5% de
formacion de callos cuando se empled 2 mg/l Picloram y 1.096

mg/l zeatina.

43



El mayor porcentaje de formacidn de callos de cultivas
de Tejido subapical de Gran Enano se logréd con 1 mg/l
Picloram y 1 mg/l Cinetina, en este caso un 80% de los
cultivos formd callos. Cuando la Cinetina se aumentd a 2
mg/l y se mantuvo la concentracién de Picloram a 1 mg/l el
porcentaje de formacién de callos de los cultivos de tejidos

subapicales de Gran Enano se redujo a 15%.

Las mismas combinaciones de Picloram y Cinetina fueron
utilizadas en Tejidos subapical de Curraré, lograndose
Unicamente un 8% de produccién de callos de los cultivos
cuando se combinaro Picloram y cinetina a 1 mg/l cada uno.
Ver Cuadro 2 vy 3.

CUADRO 2. FORMACION DE CALLOS A PARTIR DE TEJIDO SUBAPICAL
DE GRAN ENANO EXPRESADO EN PORCENTAJE.

CINETINA (mg/l)

PICLORAM
mg/1 1 2 3
1 80 15 -
o - - -
3 _ - -
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CUADRO 3. INDUCCION DE CALLOS EN TEJIDOS SUBAPICAL DE
CURRARE EXPRESADO EN PORCENTAJE.

CINETINA {(mg/1)
PICLORAN
mg/1l 1 2 3
1 8 - -
2 - — -
3 - -— -—

Aungue algunos ensayes realizados para la induccidn de

callos en tejidos de Musa Curraré, mostraron produccién de
callos, su produccién fue muy baja en relacidn a Gran Enano,
por tal razén mno se dispuso de la cantidad necesaria de

callos para realizar las pruebas de criopreservacion.

Los callos formados a partir de tejidos subapicales de
Gran Enano se caracterizaron por ser de calor blanquesino vy
muy Tragiles. En ningdn caso se logrd obtener callos a

partir de explantes de hoja de Gran Enano y Curraré.

4.2 CRIOCONSERVACION DE CALLOS

4.2.1 Crioconservacion de callos de Musa acuminata

spp Malaccensis (AA)

Callos embriogénicos de genotipo diploide de tres meses
de edad, fueron sometidos a pretratamiento con diferentes
concentraciones de Sacarosa y DMSO fueron congelados an NL ¥y
posteriormente evaluados madiante la prusba de la reduccién

del cloruro de Trifenil tetrazolium (TTC) para determinar su



viabilidad después de ser sometido a congelamiento rapido.
La mayor wviabilidad de los callos se obtuvo cuando estos
fueron pretratados con 0.5M Sacarosa por 24h, el porcentaje
de sobrevivencia en este caso fue de B80%, disminuyéndose a
75% y 35% cuando el pretratamiento se prolongé a 48 hy 72 h
respectivamente. Ver Cuadro 4.

CUADRO 4. PORCENTAJE DE SOBREVIVENCIA DE CALLOS

EMBRIOGENICOS, DE Musa acuminata ssp Malaccensis.
UTILIZANDO DMSO Y SACAROSA.

SACAROSA | TIEMPO |OMSO | CONGELAMIENTO | SOBREVIVENCIA
(%)

24 h 0% NL 80
0.5 M

24 h 5% NL 0

48 h 0% NL 75
C.5 M

48 h 5% NL ¢

72 h 0% NL 35
0.5 M

72 h 5% NL 0

24 h 0% NL 20
0.75 M 24 h 5% NL -

48 h 0% NL 32
0.75 M 48 h 5% NL 0

72 h 0% ML o
0.75 M

72 h 5% NL 0

0 0% NL 0
0.1 M o

0 5% 100%

- 100%

El anadlisis de Ji cuadrado (Xz), realizado para

establecer diferencias significativas entre el porcentaje de
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sobrevivencia de callos cuando los tratamientos utilizados
fue de -24 h son 0.5M sacarosa, DMSO (0%) vy 48 h 0.5M
sacarosa y DMSO (0%), indican que no existe diferencia
significativa en el porcentaje de sobrevivencia obtenida
cuando se aplican esos tratamientos, con un nivel de
significancia de 0,05, El andlisis se realizd sobre el

nimero de observaciones.

Los mismos pretratamientos fueron evaluados utilizando
un sistema de enfriamiento lento mediante- un congelador
programable, seguido de la introduccidn de los materiales en
Ni., el mayor porcentaje de sobrevivencia se obtuveo a 0.5M
Sacarosa por 24h con 65%, seguido de 0.5M Sacarosa por 48h
con 40% de sobrevivencia. El andlisis Ji cuadrado (X2)
realizado sobre namero de observacionas (™M indica
diferencias significativas con 1 grado de libertad ¥y con
un nivel de significancia de 0.05 en 1los porcentajes de
sobrevivencias obtenidos entre los tratamientos  0.5M
sacarosa por 24h y 0.5M sacarogsa por 48h. Cuando los
materiales pretratados a 0.5M Sacarosa por 24h se le
adiciond 5% DMS0O la sobrevivencia disminuyd a 20%. En los
ofros pretratamientos evaluados la sobrevivencia fue siempre

da 0% como lo indica el Cuadro 5.
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CUADRO 5. PREENFRIAMIENTO Y CONGELACION DE CALLOS
EMBRIOGENICOS DE Musa acuminata ssp. Malaccensis.
SACARDSA TIEMPO DMSO CONGELAMIENTO | SOBREVIVENCIA
(%)
24 h 0% ~40,~-196 65
0.5 M 24 h 5% -40,-196 20
48 h 0% 40,196 40
48 h 5% -40,-196 0
72 h 0% ~-40,-196 0%
72 h 5% ~40,-196 0
24 h 0% ~40,-196 O
Q.75 M 24 h 5% ~-40,~-196 0
48 h 0% ~40Q,-19& O
48 h 5% ~40,~196 O
72 h 0% 40,196 O
72 h 5% ~-40,-196 O
4.2.2 CRIOCCONSERVACION DE CALLOS DE GRAN ENANO
El congelamiento directo de callos de Gran Enano

pretratados con 0.5 ¥y 0.75 M de Sacarosa,
respussta de sobrevivencia a 0.5M por

pretratamientos

combinados

mostrd una mayor

72h. Los mismos

que se observan en el Cuadro 6 Tfueron

con 5% DMSO, obteniéndose 0% de respuesta a la

sobrevivencia en todos los casos.

CUADRO &. CONGELAMIENTO RAPIDD EN NITROGENO LIQUIDD DE
CALLOS DE GRAN ENANO.

SACAROSA TIEMPO CONGELAMIENTO |SOBREVIVENCIA
(horas) (%)
0.5 M 24 NL 20
48 NL 20
72 NL 75
0.75 M 24 NL 50
48 NL &)
72 NL Q




Callos de Gran Enano pretratados con Sacarosa a 0.5M, y
0.75M vy 5% DODMBO0 fueron preenfriados hasta -40°C, vy
posteriormente introducidos en NL. Los mejores resultados
se obtuvieron a 0.5M Sacarosa por 24h y 5% DMSO con 80% de
sobrevivencia y a 0.5M sacarosa por 48Bh y 5% DMSO con 75%.
E)l analisis de X% sobre el nimero de muestras (n) de estos
tratamientos no muestran diferencias significativas en el
valor del porcentaje de sobrevivencia obtenida, los
resultados de los otros tratamientos pueden observarse en el
Cuadro 7.

CUADRO 7. ENSAYO CONGELAMIENTO GRAN ENANO, TASA DE
ENFRIAMIENTO INICIAL 1°C/min.

SACAROSA TIEMPO DMSO CONGEILAMIENTO | SOBREVIVENCIA
(%)
24 h 5% ~40,-196 80
0.5 M 24 b 5% -196 0
24 h 5% ~40 90
48 h 5% -196 0
48 h 5% -40 100
48 h 5% -40,-196 75
24 h 5% ~40,~196 0
0.75 M 24 h 5% -196 0
24 h 5% -40 0
48 h 5% ~40,-196 20
48 h 5% -196 o
48 h 5% -40 50

En callos pretratados con 0.5 y 0.75M Sacarosa, se
utilizaron tasas iniciales de preenfriamiento de 0.5°C vy
1°C/min, se alcanzd 50% sobrevivencia con 0.75M durante 24h

y aumentd hasta 80% cuando la exposicidén en sacarosa fue de
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48h, Ernn los demds casos la sobrevivencia fue 0%, como se

observa en el Cuadro 8.

CUADRO 8. ENSAYDS GRAN ENANO TASA INICIAL DE ENFRIAMIENTO
0.5°C/m Y 1°C/min.

SOBREVIVENCIA

SACAROSA TIEMPO CONGELAMIENTO
0.5°C/min |1°C/min

0.5 24 h ~40,-196 o Q
0.5 48 h ~40,-196 O O
0.75 24 h -40,-196 50 0
0.75 48 h -40,-196 80 0

Los intentos de regeneracidn a partir de callos de Gran
Enanc no Tue posible. Los callos utilizados en astas
prugbas, fueron los que mostraron crecimiento después del
congelamiento. Las pruebas realizadas en medio de MS (1962)
suplementado con Picloram ¢.5 y¥ 1.0 mg/l y Zeatina 0.5 y 1.0
mg/l, no estimularon 1la regeneracién. Tgualmente se

realizaron pruebas con BAP 2-4-6 mg/1l.

Los callos embriogénicos de Musa acuminata que

mostraron mejor crecimiento, fueron los tratados con 0.5M
Sacarosa por 24 horas e inmersion directa en NL vy por

preenfriamienteo hasta -40, y posterior inmersidn en NL.

En callos de Gran Enano el mejor crecimiento se observod
a 0.75 M Sacarosa por 48h, preenfriado a -40°C y posterior

inmersion en NL.



V. DISCUSION

5.1 PRODUCCION DE CALLOS

Los resultados obtenidos en la produccién de callos,
para crioconservacién, wutilizando explantes de tejidos
subapical de plantulas in wvitro de 1los cultivares Gran
Enano, indican que, la sola presencia de auxinas como
reguladores de crecimiento, no favorecen la produccidn de
callos. 8in embargo Chen, et al (1987), logré la produccién
de callos utilizando como reguladores el 2,4-D como fuente
auxinica, a partir de explantes de hoja de cafa de azlcar.
En nuestro estudio se pudo observar que ocurre cierto
estimulo en la produccidn de callos cuando hay combinacién
de reguladores de crecimiento, 2 mg/l Picloram, Cinetina
0.06 mg/l; no obstante los porcentajes de produccién
resultaron relativamente bajos, 15% en Tejidos Subapical de

Curraré y 20% para Gran Enano.

Las combinaciones de Picloram y Zeatina que resultaron
ser mejores en la estimulacidén de callos fue a 2 mg/l
Picloram y Zeatina 1.09 mg/l, sin embargo esto solo produjo
que un 25% da los explantes producieran callo, se observéd
que el aumentar la concentracién de zeatina a 2.192 mg/l, se
produjo un descenso en el nlmero de callos producidos. Los
explantes de tejido subapicales de Curraré mostraton una
respuesta diferente a estas condiciones de cultivo,

lograndose dnicamente que un 5% de los explantes incubados a
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2 mg/1l Picloram y Zeatina 1.096 producieran callo. Esto nos
indica, que la respuesta es también dependiente del genotipo

utilizado.

La mayor produccidén de callo se obtuvo cuando el
Picloram fue combinado con Cinetina 1:1 mg/l, la respuesta
de formacidén de calloc alcanzd un 80% en Tejidos subapicales
de Gran Enano, un incremento en las proporciones de Picloram
y Cinetina no resultéd beneficioso en la produccién de
callos, los reguladores de crecimiento auxina y cinetina,
después de alcanzar el wvalor ©&ptimo que promueve el
crecimiento, produce efectos inhibitorios. Es posible gue
al incrementar las concentraciones de estos reguladores en
el medio de cultivo, se produzca un efecto inhibitorio sobre

los tejidos, impidiendo la produccién de callos.

Mater (1987), logrd inducir «callos en &pices de
vadstagos de palma en medios de cultivos enriquecidos con
2,4-D a 10 mg/l. Igualmente Bajaj (1985), mediante el
emplec de 2,4~-D logrd obtener callos de explantes de

embriones inmaduros de Triticum aestivum.

A pesar gque las anteriores investigaciones lograron la
produccion de callos destinados a criocconservacién mediante
la estimulacidén auxinica; para callos de Gran Enano es

necesario el empleo de fuente de auxina y citocininas.
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Sugawara y Sakaili (1974), reportan la utilizacién de
2,4-D; 3 mg/l en combinacidn con 10% de agua de coco como

fuente de citocinina.

5.2 CRIOCONSERVACION DE CALLOS

Los resultados de pretratamientos con sacarosa y DMSO
de callos embriogénicos diploides indican que el
pretratamiento con 0.5M sacarosa durante 24h es el mas
adecuado para el congelamiento rapido de estos callos en
Nitrdgeno Liquido (NL). La aplicacidén de DMSO a callos

pretratados con Sacarosa en ningdn caso resultd provechoso.
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Este resultado difiere con el encontrado por Jian, et

al (1987), quienes reportan que las condiciones optimas para
criopreservar callos de cafa se presentan cuando se usa 10%

DMS0 + O0.5M de sorbitol como crioprotectores.

Cuando los callos se sometieron a pretratamiento con
mayor concentracion de sacarosa y por mayor tiempo de
exposicién, no se obtuvo ningln porcentaje de sobrevivencia,

al ser evaluadas con cloruro de trifenil tetrazolium {T7TC).

Trabajos realizados en crioconservacion de callos de
Saccharum sp., determinaron 10% DMSO + 10% polietilen glicol
+ 8% glucosa es la mas efectiva mezcla crioprotectora en
calles, (Ulrich, 1979); esta misma mezcla crioprotectora se
reporta por Finkle et gl (1984), para crioproteger callos de

Medicago sativa.




Cuando los callos embriogénicos de Musa acuminata (AA)
diploides fueron congelados lentamente hasta -40, con tasa
de enfriamiento 1°C/min vy luego introducidos en NL,
mostraron el mayor porcentaje de scobrevivencia se obtuvo al
igual que en congelamiento répido, cuando estos fueron

pretratados por 24h en 0.5M Sacarosa.

En ambos ensayos de congelamiento, se muestra el efecto
adverso que causa un posible exceso en la deshidratacion del
tejido, ocasionada por las concentraciones crecientes de
sacarosa y mayor periodo de exposicién, esto ocasiona uha
excesiva concentracidn de solutos potencialmente téxica, gque

impide que los callos sobrevivan después del congelamiento.

Cuando el periodo de exposicidén de callos ss de 24 h en
0.5M de Sacarcsa es posible que la deshidratacién producida
sea de caracter protectivo y el azdcar puede sustituir
moléculas de agua en la membrana, conservando la integridad
de las membranas, que permite al tejido sobrevivir después

de su congelamiento en NL.

£l uso del DMSO como agente crioprotctor no resultd
provechoso en ningin caso en que 1los callos de Musa
acuminata fueron congelados de forma rapida. Unicamente se
obtuvo 20% de sobrevivencia de estos cuando fueron
congelados lentamente y pretratados con 5% DMSO combinado
con periodos de exposicidn de los callos de 24 h en 0.5M.

Sacarosa. El congelamiento lento produce una deshidratacidn
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celular protectora, de manera que los cristales de hielo se
forman extracelularmente, (Mogrinski, 1991) esto
posiblemente explica porgué DMSO 5% en congelamiento lento

produce un 20% de sobrevivencia.

El posible efecto téxico que el DMSO realizd sobre los
callos puede ser ocasionado por la alteracidn de el volumen
y &l movimiento del agua en los tejidos, y posiblemente
interfiera en la Glucdlisis, interactuando con la enzima

difosfatosa (Benson, 1990).

Callos de cafa de azlicar se han criopreservado con tasa
inicial de enfriamiento 1°C/min hasta -40°C y luego
introducidos en NL. Después de seis.meses de congelamiento
en NL, el 90% de los callos logré sobrevivir (Jian, et al,

—

1987).

Las pruebas realizadas utilizando DMSO por 24 y 48h de
exposicion, en ausencia de sacarosa y congelamiento rapido
mostré O y 50% respectivamente de sobrevivencia de los

callos M. acuminata. La mezcla de sacarosa y DMSO no

resultd efectiva en ningdn caso. Sin embargo DMSO  en
combinaciones con otros crioprotectores como Polietilen
glicol, sorbitol, glucosa podrian resultar beneficiosas.
Ulrich, 1979; Finkle et al, 1984, reportan mezclas de bMSO,
Polietilen glicol ¥ glucosa COmo efectivas en la

crioconservacidén de callos de caRa de azicar.
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5.3 CRIOCONSERVACION DE CALLOS DE GRAN ENAND

Los resul tados obtenidos en los ensayos de
pretratamientos de callos de Gran Enano, muestran que 0.5M
sacarosa durante 72h, resulta ser efectivo para logratr 75%
de sobrevivencia de estos callos cuando son congelados

rédpidamente en NL.

Estos resultados a diferencia de los obtenidos en Musa

acuminata ssp. Malaccensis muestran que, requieren un mayor

periodo de exposicidn de los callos en sacarosa. El 75% de
sobrevivencia se obtiene cuando los callos estan durante 72
h en 0.5M de Sacarosa. Debido a la fragilidad de los callos
de Musa Gran Enano estos requieren una mayor deshidratacién
aque les permite garantizar la estabilidad de sus membranas

durante el periodo de congelamiento y descongelamiento.

Cuando se realizod congelamiento lento de callos de Gran
Enano, la combinacidn de 5% DMSO con 0.5M Sacarosa por 24 vy
48h resultd adecuada para el congelamiento de los callos,
debido que este procedimiento permite una deshidratacioén
celular protectora. Sin embargo una excesiva
deshidratacidn, cuando fueron expuestos a 0.75M Sacarosa,
provocd dafios celulares que ocasiond la pérdida de 1la
capacidad de sobrevivencia después del congelamiento de los
callos. Esos dafios pueden ser la desorganizacién de 1la
membrana plasmdtica y degradacioén de proteinas sensibles al

congelamiento (Bewlwy, 1973).



Callos de Gran Enano, en ausencia de DMSO vy con
pretratamientos de Sacarosa 0.5 - 0.75M por 24 y 48h, fueron
sometidos a congelamiento lento con una taza de enfriamiento
de 1°Cmin hasta -40; temperatura a la cual la mayor parte
del agua ha sido congelada extracelularmente Y
posteriormente introducidos en NL; no logrando que
sobreviviera después del congelamiento ninguno de los
callos. A diferencia cuando la tasa de enfriamiento se
disminuyd a 0.5°C/min se logroé obtener un 50% de
sobrevivencia con pretratamientos de 0.75M Sacarosa por 24h
y aumentar hasta 80% cuando el periodo de exposicién a la

misma concentracidn fue de 48h.

Los callos de Musa acuminata ssp. Malaccensis y Gran
Enano que resultaron viables después del congelamiento
fueron recultivadas, manteniendoc estos su capacidad de

crecimiento en forma de callos.

lLos callos de Gran Enano gue mostraron mejior
crecimiento fueron los pretratados con 0.75M Sacarosa por
48h, congelados lentamente a 0.5°C/min, los callos de Gran
Enano congelados réapidamente, no mastraron crecimiento

después de ser recultivados.
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VI. CONCLUSIONES

La mayor produccion de callo en tejidos subapical de
Gran Enano se obtiene cuando al medio de culiivo se le

adiciona 1 mg/l Picloram; 1 mg/l de Cinetina.

La mayor viabilidad de callos embriogénicos diploides
se obtiene cuando estos son pretratados con Sacarosa
0.5M por 24 horas y sometidos a congelamiento rapido en

Nitrégeno Liquido {NL).

El congelamiento lento de callos embriogénicos fue
igualmente efectivo que en el congelamiento cuando los

callos fueron pretratados con 0.5M sacarosa por 24h.

La exposicidn de callos embriogénicos en DMSO 5% por
48h, previo a su congelacidén directa permitié un 50%

sobrevivencia.

En callos de Gran Enano, pretratados con 0.5M Sacarosa
por 72 h se logra un 75% de sobrevivencia, después del

congelamiento rapido en HNL.

Combinaciones de DMSO 5% con 0.5M Sacarosa por 24h
resultd efectivo para congelamiento lento de callos de
Gran Enano con tasa inicial de enfriamiento 1°C/min.
La sobrevivencia después de el almacenamiento en NL fue

de 80%.
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Callos de Gran Enano pretratados con 0.75M de Sacarosa
por 48h y preenfriados con tasa inicial de 0.5°C/min,
alcanzan 80% sobrevivencia después de su congelamiento
en NL, ¥ son capaces de producir crecimiento cuando scn

recultivados.

Los callos de usa acuminata ssp. Malaccensis que

mostraron crecimiento después del congelamiento en
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Nitrdégeno Ligquido fueron los pretratados con 0.50

Sacarosa por 24h; y 0.5/ Sacardsa por 24 horas con

preenfriamiento hasta ~40°C, mas NL.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar estos ensayos con otros agentes

crioprotectores, polietilen glicol, sorbitol, glucosa.

Probar diferentes mezclas de crioprotectores.

Establecer estudios histoldgicos de los materiales

antes y después del congelamiento en Nitrégeno Liquido.

Desarrollar un protocolo de regeneracidn a partir de

callos criopreservados,
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