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MORA A, M.A, 14980, Estudioc del uso de la criocconservacion
de embricnes cigéticos de Musa balbisiana v Musa
acuminata. Tesis Mag. Se. Turrialba, Costa Rica,
CATIE. 1089 P.

Palabras claves: Musa acuminata ssp. burmaniceoides
(Calcutta 47, Musa balbisiana, embriones cigdticos,
crioconservacidn, crioproteccidn, deshidratacidn,
congelamiento directo, tasa de sobrevivencia, tasa de
recuperacidn, tasa de germinacidn, almacenamiento de
germoplasma

Embriones cigdticos de Musa acuminata SSP.
burmaniccoides (Calcutta 4) v Musa balbisiana, fueron

examinados por su habilidad a resistir el congelamiento a

ultrabaja temperatura (-186eC). Los embriones fueron
sometidos a diferentes tiempos de deshidratacidn como
pretratamiento ¥ congelados directamente en nitrégeno

liguido sin ninguna sustancia crioprotectora.

Los ensayos preliminares con crioprotectores utilizando
eleva;as concentraciones de sacarosa (0.75 M), no afectaron
la viabilidad de Musa balbisiana, en cambio, Musa acuminata
redujo ésta hasta el 530 %. Cuando se utilizdé DHMS0O a 0O, 5 vy

10 7 se obtuve para Musa balbisiana en un periodo de

incubacién de Z4 horas una viabilidad del 100 %, no asi para

48 horas con una disminucidén del 50 %. Musa acuminata por
su parte, fué =aidn mas sensible para ambos periodos de
incubacion.

xi



La deshidratacidén de los embriones cigéticos de Musa
con aire estéril en la cémara de flujo laminar, como una
alternativa viable, demostrdé ser una fuerte herramienta para
la conservacidn de este impertante germoplasma. Los
embriones, para ambas especies, obtuvieron un 100 % de
recuperacidn a las 2 horas de deshidrataecidn (8 ¥ de

humedad}, sin congelamiento.

Durante 1la recuperacidn, posterior al congelamiento,
Musa balbisiana obtuvo hasta un 70 ¥ de sobrevivencia mixima
a las 2 horas de deshidratacién v una minima 2 0.5 horas.
Por su parte, Musa acuminata logrd durante el mismo periodo
de 2 horas, un 73.88 ¥ de sobrevivencila. Huevamente, el
porcentaje minimo de sobrevivencia se obtuvo a 0.5 horas de

deshidratacidn con un 35 % de sobrevivencia (28 % humedad).

El empleo de sacarosa aunado a la deshidratacidn no
representsd diferencia alguna comparado cuoando no fué

utilizada.

En la germinacién de los embriones de Musa balbisiana,
se presentd una tendencia a mostrar una germinacidn superior
con 1 mg/l de ABA y ligeramente menor cuando fué utilizado
0.5 mg/l de BA. La germinacidn de la especie Musa acuminata
ncec fué evaluada debido a la gran heterogeneidad de las

repuestas.
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MORA A, H.A. 1890. Study of the use of cryopreservation on
Musa acuminata and Musa balbiisana. Master of Science
Thesis. Turrialba, Costa Rica, CATIE. 109 p.

Key words: MNusa acuminata ssp. burmaniccoides (Calcutta 41},
MHusa balbisiana, zygotic embryos, cryoconservation,

eryoprotection, dessication, direct freezing, survival rate,
recovery rate, , Eermination rate, germplasm storage.

SUMMARY

Zigotic embrvos of Musa geuminata (AA) sS5p.
burmaniccoides (Calcutta 4) and Musa balbisiana (BB), were
tested for their ability to survive freezing at ultralow
temperature (-196°C). As a pretreatment embryos were
dessicated in a steril air flow and frozen by dirsct

immersion in liquid nitrogen without cryoprotectants.

Preliminary assays using high concentrations of sucrose
(up to 0.75 M) as cryoprotectant did not afect the viability
of Musa balbisiana, but the viability MNusa acuminata embryvos
decrease to DO %. DMSO was also tested as cryoprotectant at
concentrations of 0, 5 and 10 %. Embryvos of Musa balbisiana
incubated for 24 hours were not afected; however, when
incubated for 48 hours a 50 ¥ viability was observed. MNusa
acuminata was even more sensitive to DHMSO at the incubation

periods tested.
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Desiccation of Musa zygotic embryos in the laminar flow
cabinet resulted a valuable tool for cryopreservation of
this important germplasm. For both species, a 100 %
recovery was observed after 2 hours desiccation period (8 %
humidity) for the control without freezing. After freezing,
Musa balbisiana and Musa acuminata showed a 70 % and 73.88 %
survival respectively when dessication for 2 hours; and 35 %
when dessication for 0.5 hours period. Embrvos without

dessication treatment did not survieve.

The use of sucrose in addition to dessication did not

differ to the use of dessication above.

The effect of ABA an BA on embryo germination was
examined. The germination of Musa balbisiana on the media
with 1 mg/l ABA was higher than the germination on 0.5 mg/1l
BA. The germination of Musa scuminata is not reported due

to variety in the responses.
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I. INTRODUCCTIOH.

A mediados de los B0's se hizo notar que muchas
especies silvestres estaban amenazadas con extinguirse y aque
los genes existentes de cultivos importantes estaban
disminuyendo. Fué sclamente con el establecimiento del
"International Beoard for Plant Genetic Resources” (IBPGR),
en 1974, que comenzd un programa internacional real para la
conservacion de germoplasma de cnltivos tropicales v
subtropicales. Bananos vy pléatanos han sido identificados
entre los cultives prioritarios para su conservacién (Ford-
Lloyd v Jackson, 1986).

La wvia méas conveniente para mantener germoplasma
vegetal es mediante el almacenamiento de semillas, peroc ésta
noc es posible para plantas propagadas vegetativamente, tales
como el banano vy el platano. Para tales casos, las
colecciones de campo han sido establecidas, sin embargo,
géstas demandan erogaciones importantes en mano de obra vy
gespaclio, y estan sujetas a altos riesgos de pérdida debide a
enfermedades, plagas vy alteraciones del medioc ambiente,

entre otras (Simmonds, 1979).

Una alternativa a las colecciones de campo es el
establecimiento In vitro de colecciones bajo condiciones de
crecimiento normales o limitadas (Withers, 1984; Banerjee vy
De Langhe, 1885). Para 1 almacenamiento a large plazo, sin
embargo, la eliminacidn de subcultivos de rutina es deseszble
porque: 1) en tanto que la divisién celular occurra, las
mutaciones pueden surgir; 2Z2) en cada subenltive hay riesgo
de peérdida debido a contaminacidén o por error humano; 3) ain
51 los subecultivos pueden ser reducidos a una vez por afio,

seria reguerida mucha labor para mantener una coleccidn
grande.



Por consiguiente, la crioconservacién es una solucién
ideal para la conservacidén de colecciones de germoplasma a
largo plazo. Bajo condiciones de almacenamiento en
nitrégeno liguido (-188¢ C), hay una detencién completa de
todas las reacciones gquimicas en la célula.
Consecuentemente, no tiene lugar la divisidn celular, 1la
degeneracidn celular o los cambios genéticos a lo largo del
tiempo (Hauptmann vy Widholm, 1982; Banerjee v De Langhe,
1985).

Hasta ahora, 1la crioconservacién de tejido de Musa no
ha sido publicada. Hace &8lgunos afios, experimentos de

congelamiento con meristemas de Musa fueron llevados a cabo

por Panis vy Bamerjee (no publicado). Varios regimenes de
congelamiento fueron intentados, pero no fué obtenida
sobrevivencla cuando las muestras fueron sometidas a

temperaturas debajo del punto de congelamiento de 1la

solucidn crioprotectora utilizads.

Recientemente, ha sido establecido el cultive en
suspencion de células embriogénicas de Musa (Sannasgala, en
preparacidn). Panis et al. (1890), crioconservaron células
en suspencidn y obtuvieron la subsecuente regeneracién de la
planta. 5in embargo, es bien sabido que la regeneracisén de
plantas a partir de células en suspencién y callo presenta,
dependiendo de las condiciones de cultivo, una gran
inestabilidad ¥ el riesgo de wvariacidén somaclonal se
inerementa, lo gque representa un gran riesgo cuando de
conservacion se trata.



Hasta este momento, el material cléasice utilizado en
crioconservacidn, han sido dpices, meristemos, embricnes
somdticos ¥ células en suspeneion. Por otra parte, pocsa
atencién se le ha brindadeo a los embriones cigéticos adn
cuandoe la diversidad genética existe sin duda en las
especies progenitoras, ademds de gque poseen todas las
caracteristicas sapropiadas para lograr el éxito en su
crioconservacidn.

En este trabajo se presenta el estudio de un protocolo
alternative de c¢rioconservacidén de embriones cigéticos de
Musa balbisiana v Musa acuminata, los cuales fueron
sometidos a diferentes tiempos de deshidratacion como
pretratamiento vy el subsecuente congelamiento directo en
nitrdgence liquido. Loes resultados obtenidos muestran una
posibilidad muy optimista para 1la conservacidn de este

material de gran diversidad genética.



Z. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Importancia De La Conservacién De Los Recursos

Genéticos.

Germoplasma Vegetal-Un Recurso Natural Amenazado.

Log recursos fitogenéticos son recursos naturales
limitados y perecederos, que proporcionan la materia prima o
genes que debidamente wutilizados vy combinados por los
técnicos en genética vegetal originan mejores variledades de

plantas.

Los genes se encuentran dispersos en especies locales vy
poblaciones naturales de plantas, que han sido seleccionados
a lo largo de miles de afics por la naturaleza v 1los
agricultores, por sus caracteristicas de adaptacidn,
resistencia y/o productividad. Sin la disponibilidad de
estos recursos para los centros de investigacidn agricola,

la mejora de variedades no se hublera logrado.

En los iltimos aifios, el desarrollo de “nuevas”
tecnologias, la substitucidon de variedades locales por
variedades mejoradas, la colonizacidén de nuevas tierras, los
cambios en 1las técnicas de cultivos, etc., estin provocando
una rdpilda y profunda erosidn en los mencionados recursos,
que puede llevar a 1la extineidn de un material de valor
incalculable v gque apenas ha sido explorado. La erosidn
genética afecta tanto a las especies cultivadas como a
nuchas especies silvestres de uso agricola, directo,
indirecto o potencial.



Un incremento continue en la produccidén y calidad de
los alimentos, pasa por la proteccidn v eficaz utilizacidn
de los recursos fitogenéticos vy ello exige su recoleccidn,
econservacion, evaluacidn, documentacién a intercambio
(Esquinas, 1981).

La conservacién genética en particular puede ser,
téenica, cientifica y logisticamente exigente; es en todo
sentido una conducta eritieca. Esta 4&rea coincide con la
reproduccidn vegetal, en que la conservacidén no es solo
preservacidén por bien propio, =sino gQue es una aporte
importante para el mejoramiento de los cultivos (Peeters y
Williams, 1884). Para muchos cultivaes, incluyendo muchas de
las fuentes principales de alimento para el mundo, la
conservacién genética puede ser llevada =a cabo muy
eficiéntemente en bancos de semilla (Ellis ef al., 1885=a;
1885b; Williams, 1984). Sin embargoe, hay importantes vy
notables excepciones (De Langhe, 1984; Withers, 1980a;
1884a; Withers y Williams, 18985). Primeramente, hay
cultivos que producen semillas recalcitrantes, identificadas
como aquellas que no se adaptan al patrén cléiasico de
almacenamiento de semillas, que involueran la desecacidn vy

el almacenamiento en frio (Roberts e al., 1982; 1984).
Algunos ejemplos incluyen el mango, hule, cacao, coco vy
rohle. Segundo, algunos cultivos clonales son estériles o

bien noe desarrollan una reproduccidn sexual real, debido a
la gran heterogeneidad, entre otras cosas. Muchas raices vy
tubérculos de importancia como fuente de alimento (Ej. fiame,
papa, yuca vy camote) vy frutos como banano y platano entran
en esta categoria. En ejemplos donde los clones podrian ser
tedricamente reconstituidos a partir de semillas (en las
plantas no se puede cerear o mantener un amplio grado de
variabilidad genética si no es a través de su reproduceidn
sexual), tales como algunas raices y tubérculos, manzana,

pera y frutos de clima templado, el éxito no seria



garantizado v seria un desperdicio considerable de esfuerzo
en la reproduceidn.

Actualmente, "cultivos problema" son conservados tanto
en bancos genéticos o colecciones de c¢campo, comc en
propagulos vegetativos o en reservas naturales
("conservacidn Iin situ"). Argumentos de costos, seguridad,
accese, practicidad v sufieiencia, pueden ser puntos en
contra en la aproximacidn a la conservacidon. El
almacenamiento in vitro ha sido propuesto como un medio para
superar este tipo de problemas (De Langhe, 1984; IBPGR,
1983; Withers, 1980a; Withers vy Williams, 1983). Esta
aplicacion de la tecnologia de almacenamientc ha sido, de
hecho, un fuerte motivador para planeamiento, investigacidn

vy desarrollo de fuentes alternas de conservacidn.

En principio, todos los sistemas de cultivo desde la
suspencion de células hasta la planta In wvitro son
apropiadas para la conservacidén. En ambos, el punto inicial
v el punto final son plantas completas y es ldgico pretender
el mantenimiento de un nivel de organizacidn elevado durante
el almacenamiento. El objetivoe de la conservacidén de
germoplasma vegetal es mantener la diversidad genética en
una condicidn estable vy ninguna de las técnicas de
almacenamiento deberid poner en riesgo la estabilidad, ni
debersd existir peligro de disminuir la diversidad genética
por seleccidn; por lo gue siempre serd mds apropiado usar
sistemas de cultivo que minimicen los riesgos de varizscidn

somaclonal, tales como dpices y embriones (Scoweroft, 1984;
1985).



Por otra parte, si el objetivo agricola es satisfacer
las necesidades de la creciente poblacidn mundisl v evitar
un namero aterrador de individuos desnutridos en paises en
desarrollo, el mejoramiento debe ser dirigido hacia el
incremento de las cosechas. 8in embarge, para evitar
conflictos entre la conservacion v las demandas de la
productividad agricola, las estrategias v métodos adoptados
deben tomar en cuenta las realidades de la utilizacién del
germoplasma. El material destinado a almacenamiento no debe
ser solamente aquel que es fdeil de colectar v almacenar
sino que debe ser representativeo del Dbagaje génica del
cultivo, y debe ser evaluado minuciosamente para facilitar
la seleccidon del material a mejorar (Withers, 1987).

2.2 Problemas En La Ccnservagién De Los Recursos

Genéticos.

Cuando se habla de conservacién de gdermoplasma, el
objetivo es conservar con la mayor integridad posible, 1la
variabilidad genética de la especie seleccionada. Asi, los
métodos que tiendan a conservar en forma adecuada esta
integridad, serdn 1los mids eficientes para lograr el fin
mencionado (Rubluo, 1985).

La estrategia de conservacidn del germoplasma depende
de la naturaleza del material biolégico v estd definida por
la duracidén de su ciclo de vida, el tipo de reproduccién, el
tamafo de los individuos vy el nivel eccoldgice (silvestre o
domesticado). De acuerdo con estas caracteristicas se han
intentado diversos métodos de conservacidn, los cunales wvan
desde el tradicional banco de semillas hasta el
mantenimiento de &reas de reserva (Rubluo, 1985).



La conservacién de germoplasma en especies tropicales
es considerada dificil debido al hecho que muchas especies
son recalcitrantes (Withers, 1985), por lo que se tienen que
propagar asexualmente. Ejemplos de tales especies son cafe,
cacao y Musas. Estas especies son consideradas cultivos
prioritarios y de gran importancia econdmica para los paises
de la regidn Centroamericana. Para almacenar el germoplasma
de estas plantas, es necesarioc establecer plantaciones an el
campo (jardines), lo cual no solamente es un método de costo
elevado, debido a gue en muchos casos, su promedio de vida
es corto ¥y es necesario propagarlas al menos anualmente,
sino gue, ademids, presenta el riesgo de perder el material
gue se regquiere preservar por causa de plagas v enfermedades
o condiciones climdticas adversas (Devliin, 1976; Hawkes,
1870).

En este caso se han intentado establecer metodologias
adecuadas para su conservacion. Sin embargo, en la préactica
estos procedimientos a veces no resultan factibles o, al
menos, son dificiles de efectuar (Rubluo, 1985).

Siguiendo la demanda del mercado, los mejoradores de
plantas, las casas comerciales de semillas v el Estado
mismo, han aunado sus esfuerzos para proporcionar nuevas
variedades uniformes y generalmente més productivas con las
cuales poder sustituir una enorme diversidad de variedades
loecales heterogeneas v primitivas méAds adaptadas a las
necesidades de otra época (Esquinas, 1981).

No se debe olvidar, sin embargo, gque el punto de
partida del fitomejorador es la diversidad genética
representada por 1los materiales heterogeneos y criollos de
los agricultores tradicicnales.



2.3 Necesidad De La Conservacion De Los Recursos

Genéticos.

La evolucidén de las técnicas de seleccidén v de 1las
prédcticas culturales esta llevandose a cabo despues de
numeroscs afios de desaparicidn de especies vegetales
silvestres ¥y cultivares tradicionales. La extinsidn de
ciertas especies del centro de origen v la uniformizacidn de
variedades cultivadas en particular, contribuven a la
disminucidén de la variabilidad genetica natursl (Karths,
1981; Sprague, 18980). Ademids, debido a la crecliente demanda
de recursos nutritivos, la seleccién hecha por el hombre ha
conducido al surgimiento de cultivares muy productives pero
que poseen una base gendtica muy estrecha. Asi, si bien es
posible incrementar la productividad de las especies
cultivadas, es igualmente considerable la reduccidn de las
facultades de adaptacidn en caso de un eventual "accidente”
climdticeo o patoldégico (Fabre, 1988).

La justificacidén para la conservacidn de los recursos
fitogenéticos es 1la utilizacidén eventual, en programas de
seleccidén, de genotipos nuevos surgidos de mutaciones y que
por tanto hace necesaria su conservacidn. Estos diferentes
aspectos desl problema, hacen surgir la necesidad de
constituir de las coleccicnes varietales, reagrupamientos no
solamente de 1las variedades cultivadas, sino también de las
especles silvestres, para gue asi puedan intervenir en los
programas de mejoramiento de estas variedades cultivadas
(Charrier, 1982).



2.4 Sistemas De Almacenamiento Del Germoplasma.

2.4.1. Sistemas Convencionales.

Ideslmente, mucho germoplasma vegetal deberia ser
conservado in Situ, en su medio ambiente natural, co-
existiendo con los otros elementos vivientes de ese medio
anbiente. S5in embargo, un nimerc de experiencias tanto
practicas como cientificas requiere que el germoplasma sea
conservado por vias adicionales (ex situ). Actualmente, Las
reservas ex situ se mantienen como banco de semillas vy

colecciones de campo.

Los bancos de semillas estdn divididos en colecciones
base y activas. Las colecciones base consisten en el
almacenamiento de semillas ortodoxas a temperaturas de -17¢
Ca =200 C v me pretende gque el material pase décadas o
centurias en almacenamiento. Las ecoclecciones activas =&
medilano y corto plazo envuelven un almacenamiento por debajo
0o por arriba de los 5S¢ C, por periodos que oscilan desde
unos pocos meses hasta 20 afios. Toda la semilla es
almacenada en un estado parcialmente desecado ¥ no es
verdaderamente congelada a ninguna de las temperaturas
usadas. Alrededer de 30 institutos importantes en el mundo
utilizan ahora el almacenamiento en refrigeracidn para las
semillas (Plucknett et =2171.,1883).

Los almacenes de semillas requieren de un mantenimiento
relativamete simple pero constante, proporcionando
establlidad de temperatura vy humedad. Las pruebas

periddicas de viabilidad y 1la restitucion del germoplasma

existente, tienen que ger llevados a cabo también.
Desafortunadamente, 1las gsemillas de cierto ndmerc de
cultivos tropicales v templados, especialmente frutales,

especies maderables vy acudticas (King v Roberts, 1879;
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Roberts y King, 1982), no pueden ser almacenadas por medios
convencionales va gue pierden su viabilidad cuande son
desecadas debajo de cierto contenido de humedad y/o cuando
son expuestas a bajas temperaturas. Roberts (1873), acufid
el nombre de “ortodoxas™ para las semillas que toleran una
disminucidén significativa de su contenido de humedad v el
nombre de "recalcitrantes" para aquellas que no toleran este
tratamiento, pues la reducecidn de su humedad interna provoca
procesos quimicos irreversibles que originan la muerte del
embridn (Esgquinas, 18981).

En las mejores condiciones, las semillas recalecitrantes
pueden ser almacenadas por unos pocos meses en estado de
humedad vy protegidas por algiin agente osmético (King v
Roberts, 1879; Roberts v King, 1982). Para las semillas
recalcitrantes vy cnltivos wvegetativos los cunales son
gstériles o producen =semillas c¢con gran segregacidén, la
opcidén esta dirigida a la conservacidén en plantaciones a
mediano ¥y largo plazo, v el almacenamiento de propdgulos
vegetativos (metodo poco satisfacteorio) a corto plazo.

Mencidn aparte merece la conservacidn de eunltivos de
reproducecidon vegetativa, como es el caso de los frutales,
fresa, papa, etec. Una caracteristica de estas especies
cultivadas, es dque la naturaleza y el agricultor han
seleccionade durante siglos no solo genes, sino también las
combinaciones alélicas mas "convenientes” en genotipos nuy
heterocigdticos, que se mantienen gracias al sistema de
reproduccién vegetativa utilizada para su propagecidn. Son
estos fenotipos y no solo los genes gque los integran, los
gue interesan ¥y no es por tanto suficiente guardar las
semillas, que al proceder de parentales heterocigéticos
producirian una alta segregacidn con la aparicidn de nuevos
genotipos y 1la pérdida del genotipo inicial (Esquinas,
1981).
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Ademéds, las plantaciones tienen desventajas en que
éstas son geogrdficamente restringidas, caras de mantener y
egtdn expuestas a eventos ecologicos, patoldégicos v
organizacionales los cuales pueden ccacionar pérdidas de 1la
mayor parte del bagaje génico (Wilkes, 1983).

E]l polen como materlial a ser almacenado, ha recibido
reilativamente poca atencidn, pues se tiene nuevamente la
presencia de especies "ortodoxas" y "recalecitrantes”. Para
especies ortodoxas, puede ser llevado a cabo el
almacenamiento bajo condiciocnes de humedad controlada a
temperatura ambiente o bajo cero (Roberts, 1875).

Finalmente, los cultivos in vitro estdn siempre sujetos
a la conservacidén en que son mantenilidos en un medlio ambiente
cuidadosamente controladeo. Sin embarge, problemas practicos
en su almacenamiento combinan vy refinen algunos de aquellos
del banco de semillas vy plantaciones, mas los riesgos
adicionales de contaminacidén microbial e inestabilidad
genética critica (Withers, 1987).

2.4.2. Sistemas in vitro.

E1l descubrimiento de la totipotencia de la célula v la
posibilidad de desarrollar plantas normales v completas a
partir de células aisladas, ha permitide pensar en el
establecimiento de bancos de germoplasma, utilizando el
cultivo de tejidos vegetales (Rubluo, 189858). El término
"eultivo de tejidos” recubre un cierto ndmero de técnicas
incluidas el cultive in vitro de células, protoplastos,
callos, Organcos (meristemas, dvulos, anteras) y de embriones
(cigdticos, polinicos, somaticos). Estas técnicas,
iniciadas desde 1938 gracias a los trabajos de Gautheret y
de White, los cuales han sido desarrollados a través de
todos éstos aifios con el objeto de permitir el estudio de
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diversos aspectos fundamentales practicos, de la biologia

del desarrcllo.

La posibilidad de producir plantas exentas de virus
(por cultivo de meristemos), aunado a la capacidad de
obtener una tasa de multiplicacidn elevada,
independientemente de las condiciones climdticas, han hecho
del cultivo de tejidos un método importante de conservacidn
de los recursos fitogenéticos.

El uso de los métodos in viéiro para la conservacién de

germop lasma comprende varios pasos (Roca, 1983):

1) Excisidn del tejido v érgano de la planta

madre;

2) Establecimientoc del cultivo in vitro;

3) Conservacidn por medic de un método adecuado;

4) Recuperacidn del tejido viable de la fase de

conservacion;

5) Regeneracion de plantas;

6) Analisis de la F1 v F2.

Un rango muy amplioc de cultivo de células vy tejidos han
sido probhados por su capacidad para la preservacién in
vitro. Para el propdsito de conservacidn de germoplasma, es
imperativo escoger un sistema de cultivo gque minimice las
oportunidades de un cambio genetico. Desde gue las
mutaciones ¥y rearreglos cromosomales han sido ascociados a
los cultivos de callo vy plantas regeneradas a partir de
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callos, muchos esfuerzos para preservar el germoplasma han
utilizado &dpices meristemdticos o cultive de dpices. El
cultive de dpices nmeristemdticos es recomendado si  la
eliminacidén de virus es deseada. Si las plantas estdn
infectadas con virus, los dpices usualmente no produciran
plantas libres de enfermedades. Sin embargo, si 1la
eliminacidn de virus no es necesaria, los 4dpices serian el
explante a elegir por ser més fdciles de aislar que los
meristemas y frecuentemente tienen menos requerimientos del
medio de cultivo (Reed, 1989).

Ha habido interés en la preservacion del cultivo de
embriones somdticos y cigdticos; sin embargo, el trabajo en
esta &rea ha =sido limitado. Se ha demostrado gque los
embriones cigdticos de la palma de aceite (Flaeis quineensis
Jacg.), una planta gue produce semillas dificiles de
alamcenar bajo condiciones convencionales, puede ser
almacenada en nitrégeno liquido y sin pérdida de viabilidad,
los resultados han sido analizados después de los 8 meses
(Grout et al., 1983). L.os embriones somdticos de zanaheoria
(Daucus eparcta L.), han sido recuperados también después del
almacenamiento en nitrégenc liguido (Withers, 1979).

Asi, potencialmente, se pueden utilizar una amplia
variedad de sistemas de cultivo de tejidos para 1la
congervacidn in wvitro y para cualquiera de los métodos
generalmente utilizados, tanto a corto v mediano plazo como
a largo plazo, el sistema debe cumplir como requisito previo

8 la conservacidn las sifuientes condieciones:

a) Se debe garantizar la estabilidad genética del
material preservado. Cuando ésto es factible, la estrategia
se basa usualmente en el cultiveo de meristemas o vyemas
apicales como estructuras ideales para el almacenamiento por

st relativs estabilidad genética ¥ morfogenética, en
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comparacidn con el cultivo de células y tejidos (Henshaw,
1975; Kartha, et al., 1881 y Withers, 1980). Morel (1875),
Henshaw (1882) vy Westcott (1981), han sefialado las razones
para esta consideracidn: sn pequefioc tamafio v lenta
desarrollo.

b) Se deben establecer metodologias bien definidas que
garanticen un porcentaje elevado de regeneracidn de plantas
{Roca, 1983). La redeneracion a partir del tejidao
almacenado in vitro debe estar plenamente garantizada vy
tener un grado aceptable de eficiencia. Los factores gue
determinan una buena respuesta en la regeneracién son
badsicamente los componentes del medioc v algunos factores
fisicos como 1luz y temperatura. Ademds, el grado de

variacidn genotipica a nivel de cultivares presenta también

diferentes respusstas Yy es conveniente conocer esta
variacion para lograr una mayor aplicabilidad en la
preservacion del genoma de una determinada especie

(Westcott, et al., 18977).

2.4.2.1. Métodos De Conservacion De Germoplasma in
vitro.

La conservaciodn de germoplasma in vitro puede
efectuarse de dos formas: a) Conservacidn a corto y mediano
plazo vy b) Conservacidn a largoc plazo o eriocconservacion.
Ambas modalidades tienen sus caracteristicas propias, con
ventajas v desventajas.

2.4.2.1.1. Conservacion A Corto v Mediano Plazo.

Se refiere a periodos de almacenamiento de germoplasma
gin subcultiveos de por lo menos un afioc. 8in embargo, en el
estado actual del conocimiento, algunos trabajos se refieren
a lapsos més cortos: 3, 6 6 9 meses, debido bédsicamente a
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que los nétodos se encuentran ain en una fase de
experimentacion. Existen dos enfoques para la conservacidn
de germoplasma a corto v medianc plazo: 1) mantener el

cultivo bajo condiciones de erecimiento normal o continuo, o
2} mantener el cultivo bajo condicliones de crecimiento
limitado. A continuacidén se presentan las caracteristicas

de cada uno:

1) El procedimiento conoecido para iniciar v mantener un
cultivo invelucra el establecimientoc de un segmento de
material de la planta en forma de cultivo aséptico,
estimulacién del crecimiento v desarrollo, can

transferencias periddicas del cultivo a medio fresco.

Las transferencias frecuentes involucran gastos
concomitantes. Ademds, aumentan la posibilidad de pérdidas
por contaminacidn, por error v cambios en el genotipo debido
a la inestabillidad genética.

Se sabe gue durante los subenltivos ocurren mutaciones
v seleccidn, 1o que conducird a 1la produccién de una
progenie atipica ¢ inclusive a la pérdida de la totipotencia
{(Westcott, ef al., 18977).

2) La meta mas obvia durante el almacenamiento de
germoplasma a corto vy mediano plazo es establecer las
condiciones experimentales que favorezcan un crecimients
minimo, sin alteraciones de 1la estabilidad genética, vy con

subcultivos lo menos frecuentes posibles (Rubluo, 1985).

Al limitar 1la tasa de c¢recimiento y extenderse el
intervalo de transferencia, se reducen los requerimientos
del cultivo (Roeca, et al., 1979). Esto puede tener un
efecto benéfico en la estabilidad del cultivo, yva que al
disminuir la tasa de divisidn celular se estaria reduciendo
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la frecuencia de mutacidén gque pudiera ocurrir durante la
duplicacidn del ADN en la fase mitdtica del ciclo celular
(Henshaw, 1882; Westcott, 1981 v 1984). Sin embargo, los
riesgos no se pueden eliminar complestamente v la misma
técnica puede introducir nuevos riesgos de seleccidn debido
al inevitable estrés fisioclégico impuesto por el
almacenamiento (Westcott, 1981 v Withers, 13880).

Es de suma importancia que los procedimientos gue se
van a aplicar para minimizar el crecimiento, sean también
capaces de mantener una maxima viabilidad de los cultivos.
Es decir, que s=sea factible la recuperacién de plantas cada

vez qQue Sea necesario.

Tedricamente 1la recuperacion de una planta de cada
cultivo seria suficiente, sin embargo, las necesidades
priacticas de propagacidén para reiniciar otro cecicleo de
conservacion, reducir la posibilidad de seleceidn vy
facilitar el intercambio v la utilizacidén del germoplasnma,
requieren altas tasas de regeneracidn (micropropagacién)
{Roca, 1983).

Existen varios factores fisicos y quimicos por medioc de
los cuales se puede limitar el crecimiento:

a) Reduccidn de la temperatura. El almacenamiento de
germoplasma in vitre a temperaturas inferiores al valor
optimo para la propagacidn de la especie, ha sido utilizado
con éxito. 8Sin  embargo, enn estos casos es necesario
considerar los habitats naturales de las plantas con el fin
de definir la temperatura = la ecual se inhibe el

crecimiento, vy asi evitar pérdidas posteriores (Rubluo,
1985).
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b) Concentracidn de nutrimentos. El balance
nitrégeno/carbono  en el medio tiende a favorecer el
crecimiente de vastagos o raices, dependiendo de que su
concentracidén sea alta o baja (Roca, 1983).

c) Uso de agentes osmndticos. Los cambios de
concentracidén dentro vy fuera de las células afectan el
transporte de nutrimentos ¥y consecuentemente el metabolismo
(Waymouth, 1973).

d) Inhibidore=s de crecimiento. Los retardantes de
crecimiento son un grupo de compuestos quimicamente no
relacionados, los cuales tienen la propiedad de reducir el
crecimiento de las plantas. Causan un efecto opuesto a las
giberelinas en los procesos morfogenéticos, afectando
principalmente el crecimiento del tallo el cual resulta de
la accidn diferencial en el procesc de divisidn celular en
la regién subapical (Mora, 1987).

Bajo condiciones in vitro, los inhibidores pueden

actuar de las siguientes manersas:

1) Induciendo directamente la latencia del d&rgano,
reduciendo el metabolismo celular o previniendo la divisidn
celular o nuclear; o 2) disminuyendo 1la susceptibilidad de
la célunla al frio, originando un crecimiento reducido,
principalmente entrenudos cortos en las plantas. En este
caso, los procesos de crecimiento son reducidos al minimo
por limitacién de ana combinacidn de factores de
crecimiento. Esto puede permitir almacenar cultivos a bajas
temperaturas por un periodcoc maver (George, et al., 1984).
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2.4.2.1.2. Conservacion A Largo Plazo o
CRIOCONSERVACION.

La erioconservaciodn se basa en la reduccién vy
subsecuente detencidén de 1las Ffunciones matabdlicas del
material bioldégico, incluyendo la divisiéon celular. Eso se
logra disminuyendo la temperatura hasta -196eC, temperatura
del nitrdgeno ligquido. En consecuencia el almacenamiento de
las estructuras se pusde mantener por periodos indefinidos,
con garantia de su estabilidad genética (Kartha, et al.,
1981).

La preservacidn por congelamiento de células, tejidos v
organos vegetales, estd mds bién en incipiente desarrollo,
perc con potencial e implicaciones de importante alcance
para la conservacién e intercambio internacional de
germoplasma. El principio fundamental de 1la conservacién

por congelamiento bdsicamente contempla llevar las células =a

un estado de metabolismo inactive o ‘“animacidn suspendida”
al someter los cultivos a temperaturas ultrabajas en
presencia de crioprotectores (Bajaj, 1883). Algunas

especies pueden ser crioprotegidas reduciendo el contenido
neto de agua (un proceso analogo a la maduracidn de las
semillas), previoc al congelamiento. El "secado" que ocurre
durante la deshidratacidn, es también un proceso
crioprotector en la estricta definicién del término. Sin
embargo, este término es normalmente aplicado a
pretratamientos quimicos, sin los cuales muy pocas especies
pueden sobrevivir al congelamiento v descongelamiento
posterior (Withers, 1980).

Teniendo en mente el amplio rango de experiencias en
los cuales 1los crioprotectores son efectivos, no es de
sorprenderse que el rango de éstos sea igualmente amplio,
con frecuencia con un incremento en proteceidén siendo
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provista por el usc de mezclas. Entre los mecanismos
propuestos mediante los cuales los crioprotectores son
ntiles para disminuir el dafio estan: la redueccion en la
tasa de crecimiento y en el tamafic de los cristales de
hielo; aceidn coligativa en la cwal 1la concentracidn
efectiva de solutos en equilibrio con el hielo dentro vy
fuera de la célula es mds bajo; la deshidratacidén osmdtica
antes del congelamiento; disminuye el punto de congelacidn
del ambiente intracelular, por 1lo gue se facilita 1lia
deshidratacidén protectora en los estadios tempranocs del
congelamiento; se incrementa la permeabilidad de la membrana
por lo que ayuda para el movimiento hidrico de la célula vy

la estabilidad de macromoléculas y membranas.

Durante la década pasada fué establecido que plantas
caompletas pueden ser regeneradas a partir de ecélulas
vegetales, embriones vy endospermos (Bajaj, 198la), anteras,
embriones sexuales y meristemos aislados conservados por
congelamiento en nitrdgeno liguido. Esto ha sido demostrado
en un nuimero de especies vegetales, algunas de las cuzles
incluyen tabaco (WNicotiana tabacum, Finkle, et al., 1975;
Withers vy King, 1980b; Bajaj, 1976; 1977d; Bajaj v Reinert,
1877); =zanahoria (Dawvecus carota, Nitzsche, 1978; Withers,
1979, 18980a; Withers y Street, 1977a; 1877b; Hazur v
Hartmann, 1979; Finkle, et al., 1875; Latta, 1971; Nag vy
Street, 1873; Dougall y Wetherell, 1874); petunia (Petunia
hybrida, Bajaj, 1877d); papa (Solanum tuberosum, Henshaw, et
al., 1879; Stamp, 1878; Towill, 1979; Bajaj, 1978a); camote
{(Ipomea sp., Latta, 1971); fresa (Fragaria x ananassa,
Kartha, et al., 1880; Sakai, et al., 1978); arroz (Oryza
sativa, Sala, et al., 1878; Cella et al., 1978); vyuca
(Manihot esculentum, Henshaw, et al., 187%9; Stamp, 1978;
Bajaj, 1977a); cafia de azticar (Saccharum sp., Finkle v
Ulrich, 1878; 1978a; 1979; Ulrich, et al., 1979; Chen, et
al., 1979); chicharo (Fisum sativum, Kartha, et al., 1979).
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Algunas de las aplicaciones méas obvias v potenciales del
almacenamiento por congelacidn del cultivo de plantas son:

1. Preservacion de la uniformidad genética;

Z. Conservacidn de germoplasmsa importante;

3. Mantenimiento de cultivos (haploides) inestables;
4. Almacenamiento de material libre de enfermedades;
5. Retencidn del potencial morfogenético;

8. Evita subeultivos periddicos;

7. Economiza mano de obra, medio de cultivo, costos y

espacio de almacenamiento;

8. Disminuye el metabolismo vy previene el

envejecimiento;

9. Permite un intercambio internacional de material

mis efieciente.

Los trabajos iniciales de crioconservacién de Jdeer
pseudoplatanus (Nag y Street, 1975a; Sagawara y Sakai, 1974;
Withers y Street, 1977a; Withers, 1978; Withers vy King,
1980a; 1980b); Atropa belladons (Nag y Street, 1975a; 1975b;

Bajaj, 18977d; 1879a); Dawecus carota (HNitzsche, 1978);
Saccharum sp. (Finkle y Ulriech, 1978a, 1878b; 1979) vy
FPopulus euramericana (Sakai y Sagawara, 1973); fueron

efectuados wutilizande callos o células en suspensidén. Sin
embargo, yva se ha sefialado su propensién a la inestabilidad
genética, por 1o que se ha hecho hincapié en la utilizacién
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de dplces meristemdticos, que son las estructuras ideales
para la preservacidn y gque, ademas, han demostrado tener mas
resistencia al dafio por el proceso de congelacidén (Rubluo,
1885; Withers, 1980).

Recientemente, la crioconservacién ha sido exitosamente
aplicada a Digitalis Ilanata (Dietrich et al., 1987); Malus
domestica (Chiung y Lineberger, 1985); A4dsparagus officinalis
L. (Rumu et al., 1883); Solanum tuberosum (Towill, 1981,
1984); Dianthus caryophyllus L. (Dereuddre et al., 1988);
Fragaria x ananassa (Sakai et al., 1978); utilizando dpices
meristemidticos. Brassica napus L. (Charne et al., 1888);
empleando microesporas aisladas. FPisum sativum (Haskins y
Kartha, 1980); Morus bombycis Koidz. (Yakuwa y Oka, 1982);
Fragaria x ananassa (Rartha et al., 1980); Vaceinium sp.
(Reed, 1888); Aubus sp. (Reed y Lagerstead, 1887; 1988); con
meristemos ya sea apicales o axilares. Elaeis guineensis
Jacq. (Engelmann et al., 1985); Vitechia sp. v Howea sp.
(Chin et al., 1988); Asparagus officinalis (Uragami et al.,
1989); Araucaria hunstenii (Pritchard y Prendergast, 1986);
haciendo uso de embriones somdticos y cigdticos, y cultivos
en suspensidn. Asi pues, la ecrioconservacién ha tenido
éxito en un amplio espectro de especies de plantas (Withers,
1884, cita 42 especies), Vv se puede esperar confiadamente
gue este éxito pueda ser ampliado a cualquier material
cultivado in vitro (Scowcroft, 1984).

La crioconservacidn de germoplasma ha demostrado ser
una alternativa viable para las colecciones de campo en
varios cultivos de propagacidn vegetativa, tales como hule
(Hevea brasilensis), mango (Mangifera indica), aguacate
(Persea americanay, kiwl (Actinidia sinensis), genjibre
(Zingiber officinale), pimienta (Piper nigrum) cafia de
azticar (Saccharunm sp.) v por supuesto de importancia

potencial para bananos y pléatanos (Musa spp.); ¥a que es



mucho m&s econdmico que =su mantenimiento en condiciones
naturales en coleccicones de campo vy reduce los problemas de

contaminacidén de germoplasma por patdgenos.

La conservacldn de germoplasma in vitro con los métodos
de la criobiologia, es un area relativamente nueva. Sin
embargo, se han efectuado avances sustanciales debido a las
perspectivas que esta metodologia ofrece (Withers, 1880).
El estudic de la crioconservacidn para el mantenimiento de
germoplasma debe crecer a fin de gue 1llegue a s=er
rapidamente un recurso para el mantenimiento de la
diversidad genética.

Un 1interés considerable ha tenido lugar sobre el
desarrollo de los protocolos para la crioconservacidn del
cultivo de tejidos y células vegetales. A partir de estos
estudios, se han desarrollado algunas reglas béasicas
generales concernientes a las téenicas (Withers, 1988). Los
esfuerzos considerados en la crioconservacidn de tejidos en
cultive v ecélulas vegetales han side divididos en 6 pasos,
el primero de los cuales es el estadoc de precrecimiento.
Llag condiciones bajo las cuales un cultivo es regenerado
precidiendo inmediatamente el almacenamiento in viiro puede
con frecuencia influenelar su habilidad para scbrevivir a 1la
crioconservacidn. Para meristemas v dpices, un periodo de 1
a 2 dias de cerecimiento entre la diseccidn vy el
congelamiento incrementa grandemente las oportunidades de
sobrevivencia. Por ejemplo, un periodo de precrecimiento de
2 dias bajo la 1luz, fué encontrado como escencial para la
sobrevivencia de &dpices de Scolanum tuberosum L. almacenado
en nitrégeno liquido (Towiil, 18981). Adends, el medio de
cultive punede ser soplementado con crioprotectores durante
la fase de precrecimiento. El dimetil sulfdxido (DHMSO) es
un aditive efectivo para el precrecimiento para meristemas,

mientras gque 6% de manitol o 10% de prolina es generalmente
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afiadido al medio de precrecimiento de cultivos en
suspencidn.

El segundo estado de la crioconservacién es la
erioproteccidn. Purante este estudio, la solucidn

crioprotectora es agregada al cultivo, la cunal sirve para
disminuir el punto de congelamiento de las eélulas v reducir
el dafic debido a la formacidn de cristales de hielo. Los
compuestos crioprotectores pueden ser usados solos o en

mezclas. Una sclucidn de 5 a 15 % de DMSO es el
cricprotector mas efectivo para meristemos vy apices
meristematicos. Para cultivos en suspenciadn, 1a

crioproteccion es usualmente provista por una mezcla de DHSO
vy glicerol, con sucrosa, sorbitol, manitol v prolina,
frecuentemente afiadidos ecomo un tercer componente. La
molaridad de 1la mezcla debe ser de alrededor de 2 molar
(Reed, 1989).

En el tercer estade de 1la cricoconservacidn, los
cultivos son congelados. Los especimenes son transferidos a
recipientes apropilados, las dampulas de pléstico son los
viales mads comunmente utilizados. El enfriamiento inicial
es generalmente 1llevado a cabo a una tasa lenta (0.5-2o
C/min); =sin embarge, el enfriamiento ridpide (¢(50-200c
C/min)puede ser usado para especimenes sin proteceidén
(Engelmann et al., 1985; Yakuwa y Oka, 1988; Chin, et al.,
1888; Pritchard vy Prendergast, 1986). El congelamiento
lento permite gque ocurra una deshidratacién celular vy de
esta manera, reduce la formacidn de hielo intracelular.
También el enfriamiento a tasas lentas puede ser dafiino si
resulta en una deshidratacién excesiva; ésto puede evitarse
terminando el congelamiento lento con una inmersidén directa
en nitrogeno liquido una vez que ha ocurrido uana
deshidratacidn adecuada. La tasa 6ptima de sobrevivencia
varia entre esgpecies. Por ejemplo, la tasa d&ptima de

24



sobrevivencia de é&pices de Fragaria ocurrid cuando la tasa
de enfriamiento fué de 0.858¢ C/min (Kartha et al., 1980),
pero para los dpices de Pisum, la tasa 6ptima fué de 0.Be
C/min (Withers, 19886).

El cuarto estado de la crioconservacidn es el
alamcenamiento de los cultivos. Los cultiveos congelados
deben ser almacenados a temperaturas suficientemente bajas
para impedir la migracidén de hielo. Para almacenamiento a
corto v medianoc plazo puede =ser satisfactorioc almacenar los
cultivos de ~80 a -100e C. ©Sin embargo, para almacenamiento
a largo plazo es mejor almacenar los cultivos en un tanque
de nitrégeno liquide a -186° C o bajo vapores de nitrdgenc a
~150e C (Reed, 1989).

El guinto estado en la crioconservacidn, el
descongelamiento de los especimenes congeladeos, es un estado
ceritico. Tanto para meristemas/dpices v cultivos en
suspencidn, sl descongelamientos rapido es superior al
descongelamiento lento. El descongelamiento rdpido puede
ser llevado a cabo sumergiendo el recipilente gue contiene el
espécimen congelado, en un recipiente de agua estéril a 40¢
C agitando hasta gque la solucidn erioprotectora v el tejido
estén descongelados. El cultivo s luego 1llevado = 1»
temperatura ambiente. Los especimenes sin protececidn son
descongelados en medio ligquido a 25-30c C (Reed, 1988).

El estado final de la crioconservacion es la estimacién
de la wviabilidad. Las tres pruebas de viabilidad méas
comunmente usadas son, tincidn con diacetsato de
fluoresceina, coloracilidn con azul de Evans o la reduceidn de
2,3,5-cloruro trifenil tetrazolio (prueba TTC), siendo
solamente la prueba de TTC apropiada para especimenes
grandes (Reed, 1989).
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2.5 El Género Musa-Un Recurso Genético Importante.

2.5.1. Generalidades.

Los bananos (AAA) y pldtanos (AAB), (MNusa spp.) son una
fuente de carbohidratos, la mds comin para millones de

personas en los trdpicos hiimedo y sub-himedo.

En la década pasada, el efecto mas dramidtico que afectd
la producecién de banano y pldtano ha sido la aparicién y
diseminacion de enfermedades vy plagas tales come lasg
foliares en las gque se encuentran formas mias virulentas de
Sigatoka. El agente causal de la Sigatoka negra,
Mycosphaerella fijiensis Mulder & Stover; es un hongo el
cual ataca las hojas, reduciendo la cosecha hasta en un 30 a
50 % (Stover, 1983; INIBAP, 1987a). El mosaico del banano N4
pldtano (Cucumber Mosaico Virus C.M.V.), segan Champion vy
Okumo =e considera que se trata del virus "4 del pepino"”,
que infecta un gran nlimero de vegetales (Rosero v Jurado,
1878). Entre las enfermedades del pseudotallo y rizoma se
puede mencionar la enfermedad del Moko { Pseudomonas
solanacearum) que después de 1la Sigatoka, es la enfermedad
de mayor importancia econdmica (Rosero y Mianera, 1977). Por
otra parte, unc de los mayores problemas en los cultivos de
banano y pldtano, a escala mundizal, =son log nemidtodos
(Lépez, 1878; Torres, 1973; Jurado y Lépez, 1976). Los
problemas nematoldégicos en los cultives de pliatano y banano
son causados, fundamentalmente por las siguientes especies
Radopholus similis, Helicotylenchus muzlticinctus,
Pratylenchus coffeae y Meloidogyne sp. solo por mencionar
los mds importantes (Rosero, 1887).

Estos problemas han apuntado un gran esfuerzo
internacional hacia el mejoramiento genatico de este

importante cultivo. Hasta la fecha, el mejoramiento
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genético de los banancs ha estado diseminado en difserentes
paises vy organizaciones con muy poca relacidn entre si, las
colecciones de germoplasma se han mantenido més por interés

de grupos cientificos gue de organizaciones gubernamentales.

Algunos paises como Jamamica (Banana Board), Honduras
(Unites Fruit Co.), Filipinas (Los Bafios), HNueva Guinea
(LAU), India (Coimbatore) v Taiwan tienen importantes
colecciones de germoplasma, con el propésito de usar estos
clones para mejorar sus cultivares (Soto, 19390). De
importancia primerdial a estas tentativas de mejoramiento es
la selececidn, conservacidn y movimiento del germoplasma.
Sin embargo, dado que muchos cultivares de Musa son
evidentemente estériles y por lo tanto deben ser propagados

vegetativamente, se han presentado varias dificultades:

*‘El intercambio de germoplasma estd limitado por los
largos periodos de cuarentena que los propdagulos vegetativos
convencionales deben someterse debido a su riesgo innato de
diseminar plagas y enfermedades (Chiarappa v Karpati, 1984;
Stover, 1977).

*La conservacion de germoplasma en colecciones de campoe

estd  en riesgo de sufrir desastres naturales o por
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enfermedad, vy requiere aportes sustanciales de espacio v

mano de obra {(De Langhe, 1984).

Bajas tasas de multiplicacion por medios
convencionales, limitan la rédpida diseminzcidn de cultiwvares

seleccionados y resistentes a enfermedades.

En el pasado, el mejoramiento de Musa ha sido basado en
un ntmerc limitado de colecciones de Eermoplasma. Ninguna
de estas colecciones estuvo, incluso, rodeada de una

variabilidad representativa. Esto fué debide a que las



coleecciones fueron formadas de una manera conveniente a los
intereses entonces en boga, de los cientificos gque hacian
usc de ellas (Williams, 1888).

En 1a estructura conceptunal para la econcervacidn, son
necesarios métodos adecuados para la propagacidn, para
multiplicar las existencias a través de subecultivos.
Cualgniera que fuese el método utilizado, 1lo cierto es qus
los genetistas dependen de la variabilidad existente y los
Lipos sllvestres de banano y pldtano. Actualmente, la=
conservacldon de este recurso s una accidn prioritaria para
disponer asi de una fuente de genes que pueden ser
importantes en el mejoramiento futuro de bananos y plétanos.
Por eso existe la necesidad de conservar esta variabilidad
mediante la recoleccidn y establecimiento de colecciones,
que contengan el germoplasma necesgario para sy astudiec v

utilizacidn en programas de fitomejoramiento.

2.5.2. Clasificacion Taxonémica.

De acuerdo con Simmonds (1948; 1982), las muséceas
pertenecen a la clase de las monocotileddéneas, al orden
Zingiberales y a la familia Musaceae, la cual incluye los
géneros MNusa v Ensete. El género Musa se divide en cuatro
secciones: Australimusa, Callimusa, Rhodochlsmys v Eumusa,
Esta dltima seccidn comprende a las especies M. acuminata y
M. balbisiana. FEl nimero bédsico cromosdmico para la seceldn
Eumusa es de pzll. Las musdceas comestibles usualmente se
dividen en dos tipos: bananos y platanos. Tuvieron su
origen en dos especies silvestres, Musa acuminata v Musa

balbisiana que son diploeoides.

La ploidia y el genomio de cada cultivar esta
representado con A para indicar la procedencia de Musa

acuminata v con B para la de Musa balbisiana. De esta
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manera las letras A yv B sirven para 1la clasificacidén e
identificacidn de cultivares (Stover y Simmonds, 1887). Es
posible encontrar cultivares diploides AA v triploides AAA,
que son los dos tipos de banano cultivado, mientras que los
pldatanos son hibridos entre las dos especies ancestrales,
con genoma AAB, existe otro grupo dentro del gue se
encuentra "Pelipita" v "Saba"”, con genoma ABB (Champion,
1988; Simmond=s, 1962); también existen tetraploides (AAAA).

Los bananos constituyen una de las pocas frutas sn las
cuales log cultivares desarrcllados mediante métodos de
mejoramiento controlado ne han reemplazado a aguellos gue se

producen a través de la evolucidn natural (Rowe, 1885).

Los frutos del banano muestran dos vias fundamentales
de desarrollo (Simmonds, 18962). En las especies mseminiferas
silvestres, la polinizacidén es escencial para el desarrolle
del fruto y en estado adulto, éste contiene gran nGmero de
semillas rodeadas de una pulpa escasa que se desarrolla en
las paredes y tabigques del ovario (Soto, 1990).

Los bananos comestibles, en marcado contraste con los
anteriores, desarrollan sus frutos por partenccarpia
vegetativa, o s=mea que desarrollan una masa de pulpa la cual
se forma a partir del borde exterior del ldébulo (Simmonds,
1873). La polinizacidn no tiene efecto alguno sobre al
desarrollo del frute del banano comestible exceptuando el
hecho de gque propicia el desarrolloc del ovario; vy es
probable que 1la gran mayoria de 1los frutos comestibles de
banane no reclban polen algune. Asi, la partenocarpia y la
esterilidad son fendmenos diferentes, causados por

mnecanismos genéticos parcialmente independientes.
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El hecho de que la mayoria de los frutos de banano sean
estériles, es decir, sin semillas, se debe a un complejo de
causas, es probable gque los genes especificos de esterilidad
femenina, la triploidia v el cambio estructural cromosdmico
sean todos responsables en distintos grados de esta
condicidén dependiendoc de la importancia relativa de los
mismos en los diferentes clones (Simmonds, 1973; Dodds v
Simmonds, 1848).

En orden de importancia econdmica y comercial los
cultivares son triploides, diploides o tetraploides.

Los cultivares triploides occurren casi siempre porgue
ademdas de mostrar un racimo méds conveniente presentan la
combinacidén mas econdmica de las partes vegetativas del
racimo, ademds 1los triploides v tetraploides tienen un
desarrollo vegetativo méAs fuerte que los diploides, el
volamen de las partes florales y de los frutos es mayor, son

vegetativamente partenocérpicos.

Los tetraploides +tfienen un desarrollo vegetativo més
fuerte que 1los diploides y hasta mejor que los tripleoides
pero el voliamen del fruto es menor comparado con éste Gltimo
{De Langhe, 1889).

Los diploides no son adecuados pues el tamafic deseado,
¥ en términos generales, el vigor de la planta, dependen de
niveles mids altos de ploidia. Igualmente, aunque la
esterilidad femenina puede ser mejorada en los diploides, La
presencia de polen viable ocasionalmente daria frutos con

semilla. Ademds no todos son partenocéarpicos.
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2.5.3. Historia Del Cultivo in vitro De Musa.

La propagacidén clonal rdpida del germoplasma de Musa
fue la principal aplicacidn prédctica de 1la téenica del
cultivo de tejidos vegetales (George v Sherrington, 18984).
Otras aplicaciones importantes han sido, la erradicacién de
enfermedades v la conservacidon e intercambio de germoplasma
(De Langhe, 1984; Withers y Williams, 1985).

Estos fueron también los objetivos de las primeras
aplicaciones del cultive de tejidos de Musa. Los primeros
reportes de plantas de banano producidas por cultive de
dpices meristemdticos in vitro, vinieron de Taiwan y China =
principios de los afios 70's (Ma vy Shii, 1972; 1974; Ha et
al., 1978). Berg y Bustamante (1974), en Honduras, usaron
el cultivo de meristemas combinado con termoterapia, para
producir bananos libres de virus. Un equipo en 1la
Universidad de Filipinas produjo dpices de banano in vitro
para induccién de mutacién por medio de irradizcidn {De
Guzmédn et al., 19786; 1980). Los primeros reportes fuercn
basados en investigaciones llevadas a cabo sobre un ntimero
muy limitado de c¢ultivares de banano de Musa AAA,
principalmente tipos Cavendish.

A partir de 1880, sin embargo, un amplio rangoe de
especies y cultivares de Musa de todas 1las constituciones
gendmicas, han sido encontradas 6ptimas para el cultive in
vitro de dpices (Cronauer y Krikorian, 1984a; 1984b; Jarrset
et al., 1985; Miller y Sandoval, 1986; Novak et al,, 18986;
Sun, 1985; Vessey y Rivera, 1981; Vulsteke, 1983; Vulsteke v
De Langhe, 1985; Wong, 1986; Zamora, et al., 1986 ). Las
tasas de multiplicacidén in vitro tienen magnitudes méds sltas
gque la propagacidén convencional pero la produccién de
plantas in vitro estd limitada por el efecto de genotipo,
espectro hormonal, etc.
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En los Gltimos diez afios se han publicado gran cantidad
de trabajos referentes a la multiplicacildn in vitre de

musiceas (Banerjee vy De Langhe, 1985; Cronauer ¥V
Krikorian,1984; Jarret et al., 18985; Krikorian y Cronauer,
1983; Vulsteke v De Langhe, 1985). El método consiste en

lograr el establecimiento y el desarrollo de pequefios dpices
meristemdaticos en un medio artificial aséptico. S5e han
investigado varios medios; predominan los de consistencia
semisdlida vy no los liguidos (Sandoval y Midiller, 1987). El
de mads amplia aseptacidn es el basal de Murashige v Skoog

(H. 5., 1962), en ocasiones modificado.

En Musa la escasez de plantulas para el establecimiento
de nuevas plantaciones vy la utilizacidén de propédgulos
infectados con virosis vy en especial por nematodos,
representan una seria desventaja productiva (Krikorian vy
Cronauner, 18983). En este sentido el cultivo de tejidos es
una herramienta @til que posibilita: a) transferir al campe
material sanc, b)) disponer de material de siembra en
cualgquier época del afilc, c¢) mnmultiplicar aceleradamente
genotipos deseables, d) transportar facilmente los
propdgulos vy uniformar las plantaciones v cosechas
(KErikorian y Cronauger, 1983).

En la micropropagacidn de Musa, son posibles dos rutas
de produccidn de brotes: axilar y adventicia (Jarret, 1886).
La multiplicacidn mediante la estimulacion de brotes
"axilares" estda supeditada al nimero de vemas preexistentes
(Jarret, 19886). La capacidad de multiplicacidn decrece
conforme aumenta la frecuencia de subcultivos. S5e espera
gque individuos propagados por vemas "axilares" muestren alta
estabilidad genética (Jarret, 1388). En contraste, la
multiplicacidn via brotes adventicios implica diferenciacidén
de nove a partir de tejidos adultos, que inician un patrén
'de dediferenciacién hacia tejido meristematico. A partir de
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éste, se forman brotes adventicios, de los cuales se
desarrollan luego plantas (Jarret, 1986). La tasa de
multiplicacidén, usando brotes adventicios, es alta, con el

inconveniente de que existe mayvor posibilidad de obtener

variabilidad genética (Jarret, 19886). Por otra parte
Escalant {comunicacién personal, 1880, propone ia
existencia del tejido meristemdtico, per se lo que implica

una gran estabilidad genética en los embriones somaticos
generados de éste tejido.

De la misma manera, los primeros ensayos que han
sucedido para la obtencién de embriones somdticos a partir
de callos derivados de ejes florales (Shrinivassa Rao et
al., 1982), base de la hoja v explantes de la hoja (Cronauer
v Krikorian, 1984c¢) dieron en principio rizogénesis en el
tejido. Esta opinidn fué validada por Bakry v Rossignol
(19835), sin embargo, el cultivo de callos embriogenicamente
competentes que habian sido iniciados v el subsecuente
desarrollo de embriones habia sido inhibido como resultado
de una deficiencia hormonal o de otros nutrientes. Escalant
y Teissen (1988), obtuvieron embriones somaticos a partir de
embriones cigdticos de semillas diploides resultade de la
hibridizacidén interespecifica de M. balbisiana v M.
acuminata ssp. microcarpa y observaron la extraordinaris
fidelidad fenotipica de los embriones somaticos eon los
embriones cigdticos y la presencia de un haustorio muay
semejante en los embriones somaticos. Finalmente Escalant v
Teisson (1889), obtuvieron embriones somdticos a partir de
callos obtenidos de embriones cigéticos inmaduros de
especies seminiferas diploides de Musa acuminata vy Musa
balbisiana e igualmente observaron una perfecta homologia en
sus estructuras (epidermis, seccidén cotiledonar, eje apical,
v tres primordios radicales).
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El establecimiento en campo de plantas de banano v
platanoc a gran escala propagados in vitro, ha sido reportado
en Taiwan, China (Hwang et 2l1., 1984), Filipinas (Epp, 1887;
Zamora et al., 1988), Australia (Johns, 1985), Costa Riea
(Jarret et al., 1985), Jamaica (Oglesby vy Griffis, 1986;
Stover, 1987), Puerto Rico (Pool e Irizarry, 1987), Islas
Virgenes, E.U.A. (Ramcharan et al., 1987), Israel (Reuven et
al., 1985), MHarruecos (Kenny y Aacuine, 1987), Camerian (C.
Teisson, com. pers., 1987, citado por Vulsteke, 1989) vy
Nigeria (IITA, 1886; Vulsteke et al., 1988). El germoplasma
de Musa en cultivo de tejidos ha sido intercambiado
internacionalmente desde la primera mitad de 1la década de
los 80°'s (Jarret et al., 1985; Zamora et al., 1986). Desde
1985, el Instituto Internacional de Agricultura Tropical
(IITA) en Ibadan, Nigeria, ha usado exitosamente el cultivo
de meristemas para intercambio de germoplasma interregional
e internacional; mds de 120 especies y cultivares de Musa
han sido introducidos vy sobre 100 distribuidos en muchas
partes del munde (IITA, 1888).

2.86. Estabilidad Genética in vitro.

Uno de los aspectos cruciales del cultive in vitro para
la propagacidn clonal y la conservacién de germoplasma es el
mantenimiento de la estabilidad genética. Sin embargo, la
variacidn somaclonal, la cual es la variacidén genética entre
plantas regeneradas a partir de cultivo de tejidos de un
solo clon progenitor, parece estar bien difundido. Es un
impedimentc potencial para la propagacidn in vitro,
conservacidn e intercambio de germoplasma (Scowecroft, 1984).

Durante los 1Ultimos afios, varios reportes de variacién
entre plantas de Musa micropropagadas han sido presentadas v
éstas confirman que es un fendmeno comin. Generalmente se

utilizan ambos términos "variacién fenotipica” y “variacién
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somaclonal” para describir 1la wvariabilidad del cultivo
inducido el cual es, con seguridad, de origen genético
{Vulsteke, 1889). Esto estd determinado por monitoreos si
las caracteristicas variantes son 1) transmitidas a través
de al menos dos generaciones, yv/0 2) si consisten entre
progenies que siguen un c¢icloe de multiplicacidén clonal
convencional in vive (Vulsteke et al., 1988). Reportes de
frecuencias de variaciones fuera de tipo wvan desde 2.4%
(Hwang, 1986) hasta 25-30% (Maller y Sandoval, 1987; Stover,

1987) o ann tan alto como 38% (Ramcharan et al., 1987).
Aungque éstas son frecuencias relativamente altas para
plantas regeneradas de cultivos de dpices, el espectro de

fenotipos variables no es muy amplio.

Z.6.1. El Bagaje Genético De Los Diploides.

En relacidén a la conservacidén de germoplasma de Musa,
parece probable que las medidas de conservacién tales como
preservacion de germoplasma comc una biblioteca gendmica
total no sea Jjustificado actualmente como ideal (aunque esté
disminuyendo). La diversidad genédtica existe sin duda en
las especies progenitoras diploides fértiles, cuvas semillas
son ortodoxas vy asi pueden ser conservadas por via de
tdenicas convencionales. Parece probable que el rango de
variacidn para cualguier caracter dado, agricolamente
importante, sera encontrade en mayor magnitud en los
diploides silvestres, que en los clones cultivados. Esz bien

conocido gue estas especies (Y. acuminata y M. balbisiana) vy

las wvarias subespecies de M. acuminata s0n todas
interfértiles. ©8i la conservacién de la diversidad genética
s el cbjetive principal, entonces 1= coleccidn v

mantenimiento de estos diploides debe ser un objetivo
prioritario en el futuro inmediato. Ademds, el hecho de que
estos materiales son fértiles y se presten para estudios de

Beneética cléasica, origina la investigacidon fundamental vy

35



aplicada, orientada al mejoramiento del cultive con Musa
acuminata y los hibridos interespecificos. La diseminacién
de las semillas hard que estos materiales estén disponibles
rapidamente (IBPGR, 18886)

2.7. Conservacion De Germoplasma De Musa spp.

El procedimiento in vitro consiste en establecer una
metodologia que limite la tasa de crecimiento vegetativo,
con la finalidad de extender el 1lapso entre subcultivos
{(Scoweroft, 19843, Para tal efecto, es necesario el manejo
y wutilizacidén de factores fisicos (intensidad de luz,
fotoperiodo y temperatura) o quimicos (nutrimentos organicos
e inorganicos, reguladores de crecimiento, concentracién
osmotica del medie) gue proporcionan las condiciones 6ptimas
para el almacenamiento de germoplasma a corte y mediano
plazo (Roea, 1983).

Algunas de las técnicas utilizadas para gl
almacenamiento de germoplasma in vitro de Husa son (Sandoval
v HMiiller, 18889):

1.~ Utilizacidn de baja temperatura

2.~ Uso de osmorreguladores

[#3]
i

Inhibidores quimicos

4.- Criopreservacidn.
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Muy poes investigacién ha sido realizada en la
crioconservacidn del tejido en cultivo de Musa v la técnica
no ha sido aplicada exitosamente. Banerjee (1985), reporté
un ensayc en crioconservacidn de bananos por el método de
congelamiento ultrardpido (Kartha et al., 1982) y por
congelamiento en seco (Withers, 1879). Los niveles de
sobrevivencia de 80-80% fueron alcanzados cuandg el
congelamiento fué terminado después de 15-30 minutos a -20°

C. Los cultivos expuestos a temperaturas debajo de -20o C

invariablemente wmurieron. Ahora bien, mids recientemente
Panis et al. (19980), empleando enltivos en suspensién
obtuvieron hasta un 48% de regensracién de callo, con

occacionales formaciones de embriones somédticos.

Este estudio permitird ampliar 1los conocimientos en
cuanto a criocconservacion se refiere, ademds de aportar un
acercamiento novedoso concerniente al comportamiento de los
embriones cigoticos de Musa balbisiana v Musa acuminata hajo
condiciones de crioconservacidn y el papel que juegan
distintos factores sobre la sobrevivencia y recuperacidn de
tan importante material genético.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Facilidades Del Laboratorio.

La totalidad de la investigacidn y experimentacién se
llevé a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos de 1la
unidad de biotecnologia del Programa de Mejoramiento de
Cultivos Tropicales en el Centro Agrondmico Tropical de

Investigacidn y Ensefilanza-CATIE, Turrialba, Costa Rica.

Se instald especialmente el laboratorio de
crioconservacidén con el equipo bédsico para realizar el

trabajo experimental.

3.2. Material Vegetal Estudiado.

El material vegetal experimental consistié en embriocnes
cigdticos maduros de semillas diploides de Musa acuminata
ssp. burmaniccoides (Calcutta 4) v de Musa balbisiana
(Figura 1).

3.2.1 Especies, Cultivares y Genoma.

Para 1la obtencién de embriones cigdticos, se empled
material de las especies Musa acuminata ssp. burmaniccoides
(AA) vy Musa balbisiana (BB), procedentes de la coleccidén de
musdceas del CATIE. En ambas especies, fué el estadic de
madurez completa el que se empled para todos los
experimentos debido a que en éste, los embriones presentaron
unag mayor capacidad de germinacidn comparado con los
embriones inmaduros. Esto se determiné realizando pruebas
preliminares de viabilidad a varios estadiozs de desarrollo
de los embriones cigdticos de Musa acuminata y HMusa
balbisiana, para establecer el estadio en que la viabilidad
pudiera ser facil e inmediatamente detectable transcurridas

las fases de crioproteccidén y criocconservacidn sobre el



explante; por técnicas sencillas de desarrollar tal como la
técnica de reduccidén de cloruro 2,3,5-trifenil tetrazolio
donde se cuantificd el ndmero de embriones que se habian

tefiido de rojo.

Tomando en cuenta que la fertilizacidén ocurrid
inmediatamente que las flores habian emergido, se consideré,
de acuerdo a De Langhe (1861}, que 1la edad de los embriones
era similar al nimeroc de dias que habian transcurrido
posterior a la polinizacién. Empiricamente, se han empleado
el nimero de bracteas de la parte masculina del raquis gque
se han levantado, como un indicativo proporcional con
respecto al nfimero de dias transcurridos a partir de la
polinizacidn, entendiéndose que puede existir un rango de
error de mds o© menos 4 dias que unicamente un estudio
histoldgico puede precisar. Asi pues, para este ensayo v
dado lo anterior, se utilizaron los siguientes estadios:

ESPECIE

Musa balbisiana Musa acuminata

bias de
Maduresz 45 855 65 75 85 40 560 B0 70 80
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3.3. Desinfeccién y Aislamiento De lL.os Embriones

Cigoticaos.

Una vez separados lozs frutos del racimo siempre con
mucho cuidado de no dejar las semillas expuestas, se lavaron
con detergente v cepillio al chorro dsl agus. Posteriormente
se eliminaron los extremos, una vez méds sin exponer las
semillas. Los Ffrutes se sumergieron en alcohol al 70% por
tres minutos después de los cuales se elimind éste v se
adiciond hipoclerito de sodio (NaCi0) al 8% manteniendo el
material en &1 por espacioc de 20 minutos removiendo con
frecuencia. Pasado este tiempo, se elimind el hipoclorito ¥y
se enjuagdéd el material abundantemente con agua destilada.
Seguidamente se agregd hipoclorito de sodio, esta vez al B¥%
durante 15 minutos.

El material se trasladé a la cémara de flujo laminar y
se enjuagd por lo menos 3 veces con agua destilada estéril.
Finalmente, se elimind 1l1la céascara con sumo cuidado para
tener acceso & las semillas. Se procedid al aislamiento de
los embriones con 1la avuda del estereoscopio (Escalant y
Teisson, 1987).

Una vez esterilizado el material, los embriones fueron
extraidos vy ubicados en medio bédsico de Murashige y Skaog
{1982), con vitaminas de HMorel v 60 gl de sacarosa, lo que
permite mantener al embridén en una fuerte presidn osmdética
{Norstog, 1981).
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3.4. Medio De Cultivo.

El medio de cultivo estuvo compuesto de los elementos

minerales de Murashige y Skoog (M.S5., 1982), donde los
macroelementos fueron diluidos dos veces, vitaminas de Morel
(1930), B0 g/l de =acarosa v 2 g/1 de gelrite . El pH fué

ajustado a 5.8 previo a la esterilizacidén en la autoclave
{(Escalant y Teilsson, 1987).

Las modificaciones realizadas al medio basal M.S., lo
constituyeron los tratamientos de la presente investigacién,
para las cunales se emplearon dos designaciones: El medio de
germinacidn, el cual consistid en el medio basal original
aunado a los reguladores de crecimiento bencil adenina (BA)
vy Acldo absicico (ABA). El medioc de pretratamiento, se
distinguid del de germinaciodn, por las elevadas
concentraciones de sacarosa que fueron empleadas.

S5e prepararon soluciones madre de macroelementos,
microelementos, vitaminas de Morel, para facilitar 1la
preparacidn de los medios. En matraces aforados se
adicionaron, alicuotas de las soluciones madre y los
reguladores para el medio de germinacion. Para los medios
de pretratamiento, se afiadieron alicuotas de las soluciones
madre ademas de las diferentes concentraciones de sacarosa.
Se mezclaron con la ayuda de un agitador magnético vy se
aford al voldmen deseadoe con agua destilada. Una vez
incorporados todos los componentes requeridos, se ajustd el
pH a 8.8 con hidrdxido de sodiec (NaOH) o con 3&deido
clorhidrico (HC1). Posteriormente los medios 56
esterilizaron en una autoclave a una presién de 1.05 kg. cm2
(121e C) durante 20 minutos.
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Los medios se dispensaron en tubozs de cultive tipo
"kaput' gue contenian alicuatas de 10 ml del medio sdlido

respective. Se inoculd un explante por tubo.

Medio de Pretratamiento.

Para la etapa de pretratamiento, el medic consizstid en
gl medio basico ariginal, salvo las distintas

concentraciones de sacarosa:

.20 H 88.460 g/1
0.30 M 102.88 g/1
0.50 M 171.15 g/1
0.75 H 256.72 g/1

Medio de Germinacidén con Reguladores.

El medio fué provisto de BA (0.5 mg/l) v de ABA (1
mg/1l).

43



3.5. Ensayos Preliminares Con Crioprotectores.

Para definir 1los c¢rioprotectores en sus distintos
tiempos y coneentraciones a ser utilizados en la fase de
pretratamiento de los embriones cigéticos, se sfectuaron una
serie de ensayos preliminares, tanto a temperatura ambiente,
como bajo congelamiento en nitrdgeno liquido. Tales pruebas

consistieron en lo siguiente:
a) Incremento en las Conecentraciones de Sacarossa.

La sacarosa es junto con el glicerol, un crioprotector
metabolisable v fuente de energia, el cual, tiene
caracteristicas de osmorregulador, opresor osmético y en

altas concentraciones, disminuye la divisidn celular.

El empleo de la sacarosa en los ensayos preliminares de
este trabajo fué utilizada incrementando las concentraciones
cada 24 horas desde 0.2, 0.3, 0.5 v 0.75 M. De tal forma,
se realizé el aislamiento de embriones en des ensayos de 100
embriones cada uno, los gue sufrieron un incremento sucesivo
en la concentracidn de este crioprotector. Esta prueba se
realizd tantc para la especie Musa acuminata como para Musa
balbisiana.

Transcurrido el tiempo estipulado en cada una de las
concentraciones, se tomd una muestra del 10 % de 1la
pablacidén vy se realizd la prueba de viabilidad a los
embriones, con 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC), al 0.5 %,
durante 15 horas (Towill v Mazur, 1975), para asi conoccer en
qué concentracién era afectada la viabilidad ¥ en qué

porcentaje sucedia ésta.

Por otra parte, el mismo ensayc fué realizado, pero
sometiendo a los embriones a congelamiento directo a 0.75 M
de sacarosa donde la prueba de viabilidad fué realizada una
vez gue los embriones se encontraron en medio con 0.2 M de
sacarosa.
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b) Efecto en la Combinacién de Crioprotectores.

En esta etapa se examiné el efecto de algunos de los
compuestos crioprotectores més usados en el pretratamiento

de embriones previo a su congelamiento.

b.1. En una primera prueba, los compuestos v
concentraciones fueron, el DMSO a1l 0, 5y 10 % con tiempos
de incubacidén de 24 y 48 horas, en medio K. S. con dos
concentraciones de sacarcoga, 0.2 M y 0.75 M. Para utilizar
la concentracién 0.75 M, los embriones sufrieron 1los
incrementos ya establecidos anteriormente, todo lo anterior
ccurrid a 27eC +/- 20C. La determinacién de la viabilidad
fué realizada con TTC al 0.5 %.

De la misma manera que el experimento anterior, los
embriones fueron congelados en un ensayoc posterior v 1la
viabilidad fué determinada 24 horas después que los

embriones gueron ubicados en medioc con 0.2 M de sacarosa.

b.2. La segunda prueba de combinacidn de
crioprotectores se dividié en 3 tipos de pretratamientos
diferentes, sin embargo, el punto coincidente, fué la
utilizacidén de wuna solucidén wvitrificante para los tres
casgs. Los pretratamientos se describen a continuacion.

1.- Se incrementd la concentracién de sacarosa sobre
los embriones desde 0.2 M hasta 0.75 M con los inerementos
va descritos. El material bioldgico fué ubicado en los
viales criogénicos con la solucién vitrificante por 10
minutos, previco al congelamiento. La solucidén vitrificante
consistid en 22 % de glicerol, 15 % de etilen glicol yv 7 %
de DMSO. El material fué introducide directamente en
nitrdégeno liquido durante 1 hora y mds tarde descongelado a
402C en bafic maria por 2 minutos. Una vez descongelado el
material, éste se ubicé en medio con 0.75 M de sacarosa para
iniciar con las concentraciones descendentes.



2.~ Kl segundo pretratamiento, consistid en aumentar la
concentracion de sacarosa de 0.2 M a 0.75 M. Ahora bien, en
la concentracidén 0.75 M, el medic Fué enriquecido con 10 %
de DMS0 v los embriones permanecieron en éste durante 24
horas. De esta manera, los embricnes fueron ubicados més
tarde en la solucion wvitrificante para luego ser congelados
v descongelados vy finalmente disminuir las concentraciones

de =mscarosa.

3.- E1 tercer y Gltimo pretratamiento, fué similar al
anterior con excepcidn que durante la concentracion 0.75 M
da sacarosa fué afiadido 12 % de etilen glicol. El1 resto del
proceso sucedid de manera similar.

Los ensayos testigos en todos los casos fueron los
embriones aislados sin tratamiento v los embricnes tratados

sin congelamiento.

3.8. Crioconservacion De Embriones Cigdticos.

3.6.1. Condiciones De Pretratamiento.

Inicialmete, todos Jlgs embriocnes aislades fueron
dispuestos en el medio basico sin reguladores de
crecimiento.

Los tipos de pretratamientos consistieron en elevar
sucesivamente 1la concentracién de sacarosa cada 24 horas
partiendo de 0.2 M, 0.3, 0.5, hasta 0.75 M. Finalmente, una
nuevsa adaptacion en el protocolo generalizado de
cricconservacidn fué realizado, consistiendo en la
deshidratacion del tejido en forma natural (sin sustancias
osmoticas), dentro de la cdmara de flujo de aire estéril.
Esta inovacidn de 1la eliminacidén del contenido hidrico
celular surgid de la técnica empleada para el almacenamiento
de semillas y badsicamente consistid en distintos tiempos de

deshidratacidén (Chin, et al1.,1988; Pritchard v Prendergast,
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1986). Asi mismo, se combind con 1los incrementos de
sacarosa para aumentar las posibilidades de éxito en la
supervivencia y recuperacién del material. Una vez nas, 1la
prueba de viabilidad en la fase de recuperacidn del explante

se llevd a cabo con TTC.

Los embriones inoculados en los tubos se colocaron en
un cuarto de crecimiento de ambiente controlade a una
temperatura de 272 C +/- 2¢ (C. Todos los cultivos fueron
iniciados en 1la oscuridad ya que el fitocromo que es
activadeo a la luz, inhibe la germinacién del embridn

(Escalant, comunicacidn personal, 1980)

3.6.2. Congelamiento-Descongelamiento.

Para el congelamiento, los embriones tratados con
crioprotectores, fueron transferidos a ampulas de
polipropileno con tapén de rosca de una capacidad de 2.0 ml
con medio de cultivo, similar al del pretratamiento, es
decir, con concentraciones de 0, 5y 10% de DMSO v de 0.2 M
v 0.70 M de sacarosa. Por otra parte, para los embriones
deshidratados, el congelamiento ocurrié sin ningtn tipo de
solueidn crioprotectora.

Los viales fueran sumergidos directamente en nitrégenc
liguido (-196° C) durante 1 hora, tiempo considerado como
suficiente para la prueba vya gue la velocidad de
congelamiento del nitrégeno liquido es de 200¢ C/min, por lo
que el tejido alcanza la temperatura del nitrégeno ligunido
(~188° C) en menos de un minuto. Después del almacenamiento,
las dmpulas fueron descongeladas en bafic maria a 40ec
durante 2 minutos para evitar la formacidén de cristales de
hielo en las células y por lo tanto un dafic irreparable sin
mayor posibilidad de recuperacidén del explante.
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3.6.3. Recuperacion.

El explante fué ubicado méds tarde en medioc de acuerdo
al tratamiento gue correspondia culminando en medio basal de
germinacidn con 1 mg/l de ABA o con 0.5 mg/l de BA o va sea
sin regulador de crecimiento para probar su mejor
recuperacion v germinacion.

3.6.4. Tratamientos.

S5e realizaron 3 métodos de criocconservacién para cada

una de las dos especies, los cuales constaron de 5
pretratamientos. Para cada tratamiento se inocularon 100
embriones, todo lo anterior con 3 repeticiones para cada

cultivar ademds de sus respectivos testigos los cuales
fueron: a) embriones sin pretratamiento v sin
congelamiento; b) embriones sin pretratamiento can
congelamiento; c¢) embriones pretratados sin congelamiento vy,

d) embriones pretratados vy congelados.

3.6.4.1. Pescripeidn De Los Tratamientos.

Los tratamientos consistieron bdsicamente en la
siguiente:

Una vez aislados los embriones de Musa balbisiana y
Musa acuminata, fueron pretratados para su resistencia al

congelamiento y posterior recuperacidén de 1la siguiente

manera:
TRATAHIENTO 1), Se probaron distintas tasas de
deshidratacién de los embriones cigéticos, a saber, 2.5,

2.0, 1.5, 1.0y 0.5 horas. Los embriones fueron dispuestos
en cajas Petri estériles dentro de la cdmara de flujo de
aire estéril. Transcurrido el tiempo establecido, los
embriones fueron ubicados en viales criogénicos estériles,
sin ningidn tipo de solucidén crioprotectora vy se introdujeron

directamente al tangue con nitrdgenc liguido. El material
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fué crioconservado por espacio de 1 hora, El proceso de
congelamiento y descongelamiento prosiguié de la maners va
descrita. Finalmente, los embriones fueron sembrados en
medio adecnado para su recuperacidén vy germinacién.

TRATAMIENTO 2). Se deshidratd el material durante los
mismos tiempos anteriormente sefialados, prosiguiendo con el
proceso de congelamiento y descongslamiento. Una vez que
los embriones fueron descongelados, se procedid a efectuar
un incremento en las concentraciones de sacarosa (0.2, 0.3,
0.5, 0.75 M) con transferencias sucesivas del material cads
24 horas en cada una de las concentraciones. Cuando se hubo
llegado a la concentracidn médxima de sacarosa, se procedid a
realizar la disminucion de ésta en la misma forma, es decir,
con transferencias cada 24 horas hasta llegar a 1las
concentracidn 0.2 H, econsiderada como Optima para la

recuperacion y germinacidén del embridn.

TRATAMIENTO 3). Aumentando 1= concentracidn de
sacarosa (0.2, 0.3, 0.5, 0.75 MY ocada 24 horas vy
posteriormente deshidratando el tejide (2.5, 2.0, 1.5, 1.0,

0.5 horas), ubicandose los embriones en los wviales
cricgénicos, continuando con el congelamiento v
descongelamiente del material. Una vez descongelados los

embriones se procedid 8 efectuar la disminucidn de las
concentraciones de sacarcsa a intervalos de 24 horas en cads
transferencia para su recuperacién.

3.7. Analisis De Sobrevivencia.

Una vez llegado a 1la fase de cultivo en medio de
germinacidn, los embriones fueron tratados con 2,3,5-
trifenil tetrazolio (TTC) a una concentracidén de 0.5 % y
debidamente esterilizade por filtracidén. Los embriones se
pusieron en contacto con esta solucién durante 15 horas
(Steponkus y Lanphear, 1967; Towill y Mazul, 1974b; Withers,
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1978a; Cela et al., 1878); transcurridas éstas, se tomaron
los registros pertinentes para conoecer el porcentaje de
viabilidad v finalmente fueron colocados en medio de
germinacidén para comprobar si  su poder gZerminativo estaba
ain presente. Las cbservaciones de germinacidon se
realizaron 45 dias después, verificando si los embriones
habian sobrevivido v en tal caso si mostraban capacidad de

germinacidn.

3.8. Analisis Histolégico.

Los embriones maAs contrastantes con respecto a su
respuesta a la crioconservacidn, fueron elegidos para
efectuar andlisis histolégico. Los cortes del tejido se
realizaron en resina y la interpretacion fué realizada bajo
el microscopio de luz. Las diferentes respuestas de los
embriones a la cricconservacién v gue fueron sometidos a

estudio histolégico fueron las siguientes:

Gran Control

Fueron embriones que habian sido aislados vy puestos a
germinar en medlo bédsico de germinacidn, con el fin de tener
un punto de comparacidn para el resto de los embriones en

tratamiento.

Control Embriocnes Deshidratados 5in Congelamiento.
Bl estudico de este tratamiento contrel fué realizado
con el fin de conoger si la etapa de pretratamiento

definiria la posibilidad de una futura recuperacidn. Es
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decir, comprobar la severidad del pretratamiento v los dafios

ocacionados en el explante, previo al congelamiento.

Embriones No Sobrevivientes.

Los embriones gque presentraron este comportamiento,
fueron considerados como tales tras transcurrir 45 dias en
medio de germinacion después del congelamiento-
descongelamiento, estos permanecieron blancos. Los
embriones que se mantienen blancos, no germinan Jjamds v la
actividad fenoloxidativa es pues, una prueba precoz del

poder germinativo de los embriones.

Embricones Sobrevivientes Sin Germinacidn.

La caracteristica de estos embriones fué gue, tras
encontrarse en medio de germinacidn posterior a la etapa de
congelamiento~descongelamientao, mostrsd indicios de

sobrevivencia por produccién de fenoles, sin embarge no

habia brotes aparentes.

Embriones Sobrevivientes Y Germinando,

Log embriones que entraron en este rango fueron
aguellos que hubieron evidentemente germinado, induciendo el
crecimiento del meristema apical del epicotilo vy del

primordic radical.



TRATAMIENTO 1

Deshidratacion

|

Congelamiento
-196° C

!

|

Descongelamiento
40° C

|

Siembra
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9.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5
Horas

1 Hora

2 min.



TRATAMIENTO 2

Deshidratacion

Congelamiento
-196°

Descongelamiento
40° C

Sacarosa
2-.75-.2M

93

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2,5
Horas

1 Hora

2 min

24 horas



TRATAMIENTO 3

Sacarosa
0.2-0.75M

Deshidratacion

Congelamiento
-196° C

| Descongelamiento
40° C

Sacarosa
0.75-.2M

54

24 horas

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5
horas

1 horas

2 min.

24 horas



4. RESULTTADOS.

4.1. Determinacion Del Estado De Madurez Del Embrién

Para Cricconservacidn.

Los ensayos preliminares para establecer el estadic en

gue la viabilidad del embridén pudiera ser detectable,

posterior al descongelamiento del explante, con TTC,
arrojaron por resultado que: tnicamente los estadios mas
avanzados de desarrollo del embrion, en ambas especies,

respondieron pesitivamente a la prueba de TTC.

Para Musa balbisiana, a partir de 83 dias posteriores a
la polinizacién, fué gue los embriones se encontraron en
condiciones optimas de reduccion de TTC. Asi misme, para
Musa acuminata, es a partir de los 70 dias posteriores a la
polinizacién que los embriocnes lograrcon la reduccidén del
TTC. 51 bien, se hubiese podido trabajar c¢on estos
estadios, se prefirié emplear embriones aldn mis maduros,
debido 8 que se regueria de material 1o mas homogéneo
posible, situacidn que no sucedia con los embriones de un
estado de madurez menor. Asi pues, para Musa balbisiana se
emplearon embriones de 80-30 dias y para Musa acuminata ssp.

burmaniccoides (Calcutta 4), 130 dias.



4.2. Ensayos Preliminares Con El Uso De
Crioprotectores.

Las primeras pruebas ¢on corioprotectores fueron
realizadas empleando altas concentraciones de sacarosa y se
obtuvo que, para la especie Musa balbisiana, el incremento
en la concentracidén de sacarcsa no afectd 1la viabilidad de
los embriones desde 0.2 M hasta 0.Y5 M y de ahi nuevamente
hasta 0.2 M siendo la viabilidad de los embriones de un 100%

{(Figura 2).

Para Musa acuminata se presentd un porcentaje de
viabilidad al realizar la prueba de TTC, de un 100% en las
conecentraciones 0.2 v 0.3 H, sin embargo, para la
concentracidén 0.5 H la wviabilidad disminuyé a un 80% v a
g.75 M 1la viabilidad se redujo a un 50% de 1los embriones

pretratados (Figura 3).

Por otro lado, en todas las concentraciones de DMSO vy
sus combinacicnes con sacarosa en el tiempo de incubacidn de
Zz4 horas, se observdé un 100% en la viabilidad, germinacién y
degarrollo del embridén de Musa balbisiana, no siendo asi en
el periodo de 1incubacidén de 48 horas, cuando en las
concentraciones 5 v 10% de DHSO se observé una disminucidn

de hasta un 50% (Cuadro 1),
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En cambio, para Musa acuminata, el porcentaje se redujo
mas rapidamente ain en e] periodo de incubacidn de 24 horas
v a concentraciones idoneas de sacarosa. Al 5% de DHSO la
viabilidad se redujo de un 80-50% v al 10%¥ el explante no
gobrevivid a ningina de las concentraciones de sacarosa ni a
ningan tiempo de incubacidn.

El tercer pretratamiento desrrolladeo vy gque consistid
en la deshidratacion de los embriones a distintos tiempos vy
posteriormente rehidratados, indicaron una sobrevivencia del
100% v una recuperacidn perfecta con la subsecuente
germinacidén del embridn.

Una vez gue se obtuvieron estos valores, se procedid a
realizar ensavos de congelamiento rédpido en nitrdgeno

liguido.
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Cuadro 1. Respuesta de sobrevivencia de embriones
cigoticos de Musza balbisiana v Musa acuminata al
pretratamiento con crioprotectores.

# EMBRIONES
VIABLES
DHMSO SACAROSA PERIODO DE M. M.
INCUBACION balbisiana acuminata
24 100.0 100.0
0.2M
48 160.0 100.0
£
24 83.3 50.0
0. 754
43 100.0 50.0
24 100.0 75.0
0.2M
48 B6 .8 80.0
5%
24 100.0 50.0
0.75M
48 50.0 0.0
24 160.0 0.0
0.2M
48 B6.8 0.a
10%
24 160.0 0.0
0.73HM
48 50.0 0.0




4.3. Ensayos Preliminares De Congelamiento De Embriones

Con Crioprotectores v Sin Ellos.

En los ensayos preliminares de congelamiento para los
embriones de ambas especies pretratados con crioprotectores,

no hubo sobrevivencia de los embriones en todes vy cada uno

de 1los casos. Por otra parte, v a diferencia de lo
anterior, fusé el cangelamisesnto de los embriones
deshidratados an sus diferentes tiempos los que

proporcionaron resultados mas optimistas vy que dieron lugar,
al establecimiento de los distintos tratamientos cuyos

resultados a continuacidén se desecriben.

4.4. Sobrevivencia De lLos Embriones Dentro De Cada

Tratamiento.

Para la especie Musa balbisiana, el porcentaje de
sohrevivencia gque se obtuvo por tratamiento, no tuvo
variacidn para cada uno de los tiempos que conformaron los
pretratamientos de deshidrataciodn.

El analisis de varianza para la sobrevivencia de los
embriones de Musa balbisiana nuestra valores no
significativos ¥y da uana clara evidencia de que 1los
tratamientos proporcionaron resultados muy similares (Figura

4).
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A pesar de los resultados obtenidos en la ANDEVA, se
realizd la pruebs de Duncan para los tiempos de
deshidratacién, con respecto a la sobrevivencia, mostrando
dos diferencias bhidsicas que son los extremos, es decir, el
tiempo de deshidratacidn ideal fué el pretratamiento 2 horas
de deshidratacidn en el gque se obtuve el 70 7% de
sobrevivencia ¥y el tiempo de deshidratacidén que aportd una
tasa de sobrevivencia minima fué el de 0.5 horas de
deshidratacidon conun porcentaje medio de 42.5 % (Cuadro 2).
Los tiempos de deshidratacidén restantes noc presentaron
diferencias entre ellos, ni con los tiempos extremos gue si
proporcionaron diferencia significativa. Sin embargo, en el
tiempo de deshidratacidn 2.5, horas que entra en el rango de
la no diferencia en los porcentajes de sobrevivencia, si se
puede apuntar que sus valores van en disminucidn (Figura 5).

Se observd que entre las repeticiones efectuadas en
cada pretratamiento, la fluctuacidén en los resuoltados estuvoe
presente en todos los tiempos, con excepcion del
pretratamiento de 2 horas de deshidratacion, gue presentd

una ocurrencia mas homogenea de los eventos (Apéndice).

La cricconservacion de Musa acuminata prazsentd
resultados controversiales, debido a su variabilidad de los

valores de sobrevivencia.
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FIGURA 4. PROMEDIO DE SOBREVIVENCGIA
POR TRATAMIENTO DE Musa balbisiana.
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Cuadro 2. Resultades de 1la prueba de Duncan al 5 Z de
prababilidad de los tiempos de deshidratacidn con
respecto a la sobrevivencia de los embriones
cigéticos de Musa balbisiana.

TIEMPO DE MEDIA DE GRUPO DUNCAN
DESHIDRATACION SOBREVIVENCIA
2 69.79 A X
1 58.79 AB
1.5 87.23 AB
2.5 53.952 AB
0.5 42 .50 B %

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente
gignificativas al 5 %.

Cuadro 3. Anidlisis de varianza para la sobrevivencia de los

embriones cigdticos de Musa acuminatzs en los

diferentes tratamientos b4 tiempos de
deshidratacion.
FUENTE G. L. C. M . PR F C. V.
Tratamiento 2 1639.57 0.0003 %xx 21.32 %
Deshidratacion 4 2710.22 0.0001 *xx
Trat*xDesh 8 1012.84 0.0001 *x
Error 26 142 .94
Total 40
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El andlisis de varianza para la sobrevivencia de los
embriones cigdticos de MNusa acuminata (Cuadro 3), posterior
al congelamiento de cada uno de los tratamientos v tiempos
de deshidratacidn, presentd valores altamente significativos
para tratamiento v deshidratacién, por lo que =se procedid a
realizar las pruebas de Duncan correspondientes.

Lag diferencias entre el tratamiento 1 y el tratamiento
2 vy 3 (Figura B), corroboran los resultados de los ensayos
preliminares en los que MNusa acuminata se ve afectada en su
viabilidad v socbrevivencia en presencia de altas
concentraciones de sacarosa (Cuadro 4).

Se realizd una prueba de Duncan para conocer el mejor
tiempo de deshidratacidon en el gue la sobrevivencia era
mavor (Cnadroc 5), obteniende 3 diferencias bédsicas en las
respuestas de sobrevivenciaz de los embriones de Musa
acuminata, siendo los tiempos mAs importantes Z horas y 1.5

horas con un porcentaje de sobrevivencia de 73.88 yv 70.00 %

respectivamente. Las otras dos diferencias corresponden por
un lado, al pretratamiento 1 hora v por otro, al
pretratamiento 0.5 horas de deshidratacidn. Por su parte,

gl pretratamiento 2.5 horas no tuvo diferencia significativa
entre los pretratamientos 0.5 vy 1.0 horas de deshidratacidn

(Figura 7.



Cnadro 4. Prueba de Duncan al § X de probabilidad de los
diferentes tratamientos con  respecto a ila
sobrevivencia de los embriones cigéticos de Musa
acuminata.

TRATAMIENTO MEDIA DE GRUPO DUBCAN
SOBREVIVEKRCIA
1 B67.43 A %
2 51.19 B
3 50.35 B

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas.

Cuadre 5. Prueba de Duncan al & % de probabilidad de los
diferentes tiempos de deshidratacidén con respecto
a la sobrevivencia de embriones de Nusa zacuminats.

TIEMPO DE MEDIA DE GRUPO DUNCAN

DESHIDRATACION SOBREVIVENCIA

2.0 73.88 A %

1.5 70.00 A

1.0 54 .37 B %

2.5 44 .79 BC

0.5 35.00 C
* Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas._



4.5. Germinacién De Los Embriones.

En el ANDEVA para la germinacidn de los embriones
cigdticos de Musa balbisiana dentro de los 3 tratamientos vy
2 medios de germinacidn, a= BA v b= ABA (Cuadro 8);
proporciond valores de "F" ne significativos, lo quse
demusstra gue, tanto el medic que contiene BA, c¢omo el gue
fué enriquecido con ABA, no representaron ninguna diferencia
estadistica en cuanto al incremento en la germinacidn en

ningunoc de los tres tratamientos.

Para la especie Musa balbisiana, se presentdéd una
tendencia a mostrar una germinacidn superior con ABA en el
tratamiento 1 v en el tratamiento 2 seguidos por el mediag
que contenia BA en los mismos tratamientos. El tratamiento
3 por su parte arrojd los valores mids bajos de germinacidn
en los dos tipos de medio de germinacidon (Figura 8). No s=e
presentd diferencia significativa, nti estadistica, ni
cuantitativa, en cunanto a la influencia de los tiempos de

deshidratacidn sobre la capacidad de germinacidn (Figura 9).

La germinacidn de 1la especie Musa acuminata, no fuaé
evaluada debide a la gran heterogeneidad de las respuestas

en los tres tratamientos.
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Cuadro 6. Pruebsa de Duncan al 5 ¥ de probabilidad de los
diferentes tratamientos con respecto a la

germinacidén de los embriones cigdticos de HMHusa

balbisiana.
TRATAHIENTOS MEDIA DE GRUPO DUNCAN
GERMINACION
1b%*x 68 .33 A
2b 67 .48 A
la 59.80 A
2a 58.33 A
3b 57 .84 A
3a 44 .30 A

*¥ Las letras 1iguales indican que no son estadisticamente
significativas.

*x El primer nfmero corresponde al tratamiente v el segnndo,
al medio de germinacidon: a= BA; b= ABA.
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4.6. Estudio Histolégico De Los Embriones

Crioconservados.

El estudio histolégico de los embriones consistid en
conocer el estado de las células de éstos  tanto a nivel de
gémula como de haustorio, posterior a 1la criocconservacion.
Para ésto, fueron estudiados los cortes de cinco respuestas
diferentes del embridn, transcurridos 45 dias dentro de la

etapa de recuperacidn v germinaciodn.

4.6.1. Gran Control.

¥n este tipo de tejido, se pudo observar una gran
divisidn celular con mucho contenido celular a nivel de
haustoric (Figura 10 v 11), en su parte central vy extrema
(Figura 12). Se aprecid también que hay una mayor cantidad
de sustancias de almacenamiento, comparada con el resto de

los tratamientos (Figura 13).
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4.6.2. Control Embriones Deshidratados Sin

Congaelamiento.

El tejido gue fué sometido a este procesoc presento
algunas de las cédlulas de la gémula en divisidn, ademis, de
tener una coloracidn parda. De acuerdo con Escalant vy
Teisson (1987), este fendmeno significa el despertar de la
activacidn de las fenoloxidasas y es la primer manifestacidn
de la viabilidad v de la germinacidén in vitre. También hay
gran actividad mitdética, asi como acumulacidn de sustancias
de almacenamiento a nivel de haustorio (Figura 14).

Si bien, este tipo de divisién celular tiende mas a la

formacidn de teiido wvascular, pues se ve bien desarrollado;
también hay presencia de proembriones, aungue en poca
cantidad (Figura 15 vy 18). No hay presencia de células

deterioradas por la deshidratacidn.

4_.6.3. Embriones No Sobrevivientes.

El estudio histoldgico demuestra, eventos contrarios al
estado en el gue se habia definido al embridn. Se puede
apreciar alguna divisién celular a nivel de epidermis y de

gémula, si bien éstas no estdn diferenciadas (Figura 17).
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Asi mismo, se pudo observar la presencia de algunas
células deterioradas a nivel de haustorio, aunque con cierta
divisidn celular interna, pues las células estan bien
preservadas si1 bien, se puede ocbservar que c¢asi no hay
proembriones (Figura 189). A nivel de haustorio, las celulas
se notan turgentes, sin embargo, no hay indicios de divisién

celular (Figura 18).

4. 6.4. Embriones Sobrevivientes Sin Germinacién.

En las observaciones v estudio de estos embriones a
nivel histoldgico hay mucha divisidn v alargamiento celular.
El contenido celular del haustoric y la gémula se ven muy
pardos debido a la gran liberacidn de fenoles v polifenoles
oxidados por el explante c¢on excepcion del meristema apical
del epicotilo gue es bien clarc gue estd germinando (Figurs

20 v 21).

4.6.5. Embriones Sobrevivientes y Germinando.

En este tejido se encontraron células bien preservadas,
gran divisidn v alargamiento celular, predominantemente, a
nivel de gémula. Los brotes se aprecian perfectamente bien

desarrollados (Figura 22).
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Ahora bien, a nivel de haustorio las ecélulas estan bien
preservadas peroc no hay divisidn v su contenide celular aes
diferente al resto del embridn, pues mientras éste germina,
ntiliza las reservas de las células v digiere las proteinas,
ocacionando la coloracidn parduzca causada por la liberacién

de fenoles vy polifenoles oxidados (Figura 23).
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Figura 10.~ Microfotografia de un corte histologico de un
embrién cigdtico de Musa, donde se observan las
células del primordic radical y del wmeristema

apical, en estado de desarrollo (4X).

Figura 11.- Células en division a nivel de haustorio. (20%X).



Figura 12.- Detalle de estructuras proembridnicas a nivel de
haustorio donde se observa gran contenido celular
(40X).

Figura 13.- Células en activa divisién en el haustorio v

epidermis de un embrién cigdtico (20X).
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Figura

Figura 15.- Células

14.- Corte

embrién sometido a

longitudinal de un
el cwal no

de deshidrataeidn,

pretratamiento
en las eeélulas de

presenta darlio
haustorio (4X).

la gémala vy el

haustorioc de un

en divisidén a nivel de
embrion cigético sometido a deshidratacidn (20%).



Figura

Figura

16. - Estructura proembridnica observada en el

haustorio de

un embrion cigodtico,

deshidratacidon (100X).

17.— Histologia

congelamiento

pretratado con

de un embridn cigdétice sometido a

(4X).
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Fignra 18.- Células de un embrién no sobreviviente, las
cuales se notan turgentes pero en las que no hay
indicio alguno de divisién celular (20X).

Figura 19.- Divisiones celulares periclinales en la
periferia del embrién sometido a congelamiento.

Obsrvese la presencia hacia el interior de células
colapsadas (20X).



Figura 20.- Corte histoldgico de un embrién sobreviviente al
congelamiento el cual no presentaba indiciocs de
germinacidn. Obsérvese, sin embargo, el embrion

en germinacidén con gran produccidén de fenoles
(4Xy.

Figura 21.- Gémula de un embrién reconperado donde se

distinguen las células del meristema apical (20X).
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Figura 2Z.- Corte longitudinal de un embridn cilgotico
recuperado del congelamiento, el cual se encuentra

germinando y con gran desarrollo radical (4X).

Figaura 23.- Células del haustorio en divisién (10X).



9. DISCUSION.

9.1. Determinacién Del Estado De Madurez Del Embrién

Cigético Para Su Crioconmervacidn.

Los resultados obtenidos mostraron que unicamente laos
embriones maduros de Musa eran capaces de reducir el 2,3, 5~
Frifenil tetrazolio, mientras que los embriones inmaduros no

lo eran.

De acuerdo con Mouravieff (1981), a nivel de estudios
de histoquimica, el TTC es utilizado para determinar Ila
localizacidén de los sitios de actividad enzimatica. La
reduccidén de TTC es hecha a nivel de mitocondria donde son
aceptados los electrones en la regidén del citoeromo oxidasa
de 1la cadena de transportes de los electrones (Kalina v
Palmer, 1968). Ahora bien, los embriones inmaduros de MHusa
no redujeron el 2,3,5-Trifenil tetrazolio pues el tejido no
estd aun completamente diferenciado v se encuentra en un
estado muy bajo de metabolismo v de respiracién, lo que
limita el intercambioc de elctrones en el procesoc de

reducecion.
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Los resultados obtenidos ern el unso de los
crioprotectores indican la necesidad de wun pretratamiento
crioprotector efectivo para lograr un alto porcentaje de
recuperacidon del explante crioconservado. Es bien
entendido, que la SaCcarosa es necesaria para el
mantenimiento de las estructuras celulares, como sustrato
del metabolismo. La sacarosa ha sido conocida por ocacionar
una mejor aclimatacién, Sakai vy Yeshida (1968), demostraron
que las hojas de gardenia (Gardenia grandiflora) y col
(Brassica oleracea) a las cuales se les habia introducido
sacarosa, mostraron un apreciable incremento en ia
tolerancia al congelamiento. Similarmente, callo de cereza
es conocido por mostrar un incremento en  la aclimatacidn
despueés de la incorporacidén de la sacarosa (Tumanov et al.,

1988).

En el presente estudic, la sacarosa gue se habia venido
vtilizando en varios protocolos de crioconservacidn en
diferentes especies, demostrd, para Musa, gque su empleo no

proporciond ninguna proteccidén especial en los embriones

cigoticos gue fueron pretratados con sacarosa. El otro
¢crioprotector empleado, DMSO, de conocido poder
crioprotector, no fué particularmente efectivo para los

embriones cigdticos de Musa balbisiana v Musa acuminata. La
naturaleza exacta del modo de accidén del DHSO v de otros
compuestos crioprotectores es la de formar cadenas mitltiples

de hidrdgeno con el &agua y con los fosfolipdos de las
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membranas celulares, gdenerando una especie de cubierta, la
cual proteje a  las células contra la penetracién de
cristales de hielo formados en el media crioprotectar
durante la fase de precongelamiento. Estos compuestos
también ejercen efectos crioprotectores para prevenir el
incremento excesivo en la concentracién de electrolitos, los
cuales ocurren durante el congelamiento lento (Mazur, 1984;
Gazeau v Dereuddre, 1986) . 3in  embargo, a altasg
concentraciones reducen la respiracién e inhiben la sintesis
de ARN v proteinas en las células aisladas vy tejidos
vegetales (Bajaj et al., 1970a). Ademds, la abscorcién del
crioprotector por las células, es claramente oritico en sno
efectividad, como evidencid, por un lado, la toxicidad dsl

DMSO a las 48 horas de incubacidn v por otro, las distintas

concentraciones de sacarosa v su largo periodo de
pretratamiento gue fueron utilizados, las cuales no
representaron efectos de respuesta distintos a los

encontrados en embriones no pretratados con sacaross.

3u papel no se limita, sin embargo, solo a eso, puesto
que sus efectos sobre la resistencia dependen en gran parte
de su concentracion. El aumento en los niveles de sacarosa,
sin embargo, noc debe pasar de cierto umbral pues la
concentracidn méas alla de 0.7% M puede causar de acuerdo a
Bajaj v Reinert, (1877), wuna plasmdlisis ¥y un dafio

considerable a las células que bien podria evitarse, tal y



como sucedid para la especie Musa acuminsta en la que redujo

s1 viabilidad al 50% a esta concentracidn.

5.2. Efecto De La Deshidratacion En Precultivo Sabre La

Resistencia De Los Embriones Cigdticos De Musa.

Los datos presentados indican que los embriones
aislados de las dos especies de Musaz en estudio son
marcadamente resistentes a la deshidratacidn. La
disminucidén en el contenido de humedad fué encontrado
apropiado para los estudios de crioconservacidn, donde los
embriones scobrevivieron en principio =a la disminucidén en el
contenide hidrice. Grout et al. ., (1983), llevd a ecabo un
estudia similar en embriones de palma de aceite.
Encontraron gue los embriones deshidratados a un contenido
de humedad de 10.4% permanecisron viables durante su
almacenamiento en nitrdgeno liquido por espacio de 8 meses

sin pérdida alguna de viabilidad.

5.3. Ensayos Preliminares De Congelamiento De Embriones

Cigdoticos Con Crioprotectores.

El resultado méds contundente observado con embriones de
Musa, fué la posibilidad de obtener la reanudacién de 1la
proliferacidn, utilizando &l congelamiento rédpido sobre el
tejido de una especie gue durante varios intentos habia
fracasado en recuperar su viabilidad. Engelmann v Dereuddre

1988, reportaron para embriones somdticos de palma de
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aceite dos tasas de enfriamiento de un rango de 0.5¢C/min a
40oC/min hasta -100C previo a la inmersidén en nitrdgeno
liguido ¥ a una tasa de 200=oC/min en el caso de
congelamiento rapido; no obstante, 5 cbtuvo una
recuperacién méas baja en las tasas de enfriamiento lento
(0.5 6 1.0°C/min) que para las tasas de enfriamiento rapido.
Se podria decir gque el congelamiento ridpido induce la
formacidn intracelular de microcristales de hielo no

letales.

Los resultados obtenidos con los embriones cigéticos de
Musa cualquiera que sea la tasa de enfriamiento, podria ser
debido al hecho gque elles toleran bien la deshidratacidn
parcial pronunciada y que junto con la deshidratacién previa
con flujo de aire estéril, proporcicona una condicidn en la
gue el embridn sea protegido y asi evitar formacidn de

cristales que puedan dafiar las estructuras celularses.

5.4_. Efecto De Los Tratamientos En La Recuperacidn Del
Embrién Cigdtico De Musa balbisiana Posterior Al

Descongelamiento.

La resistencia de los embriocnes cigdticos de MNusa al
nitrégeno liguido, depende de las tasas de deshidratacidn
dentro de los diferentes pretratamientos. Pritchard v
Prendergast (1986), sometieron a una deshidratacion de hasta

el Z0% de humedad relativa usande un flujo de aire estéril,
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a embriones cigéticos de Araucaria hunstenii Schumm. Estos
embriones, aislados asépticamernte mostraron una
sobrevivencia de hasta el 80% después del congelamiento.
Por otra parte, Chin et al., (1888), encontraron gque
embriones cigdticos aislados de semilla de palma de Veitehia
v Howea, podian ser recuperados exitosamente del
congelamiento, tras haber sido deshidratados a un econtenido
de humedad de alrededor del 10% yv donde la planta presentd

un desarrollo normal en cultive.

En el presente trabajo, a partir de los resultados
obtenidos para Musa balbisiana, se puede afirmar que en los
diferentes tiempos de deshidratacidn, el embridn presents
hasta un 80 % de viabilidad en su recuperacién posterior al

congelamiento.

Ahora bien, en los tratamientos 2 y 3, donde se
utilizaron altas concentraciones de sacarosa, se esperaba
que su posicidén en el proceso de crioconservacion definiris
la capacidad del explante a recuperarse, ademias de que el
papel de la sacarosa en ambos tratamientos seria distinto;
ocurrid gque en el tratamiente 3, la sacarosa fué utilizada
como pretratamiento para inducir la deshidratacién del
explante, v en el tratamiento 2, en gque las altas
concentraciones fueron utilizadas posterior al
descongelamiento, la sacarosa evidentemente funcionaria como

un  catalizador para inducir al embrién a una mejor
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recuperacion. Sin embargo, no se presentd diferencia de

respuesta estadistica entre los tres tratamientos.

Pritchard et al. (1988a), reportaron que las células de
soya y sycamore no mostraban una contracecidn en su volumen
cuando fueron cultivados bajo condicilanes de =stress
osmotico. En contraste, los resultados gque presents
Pritchard et al. (1986), muestran gue las células de
sycamore tienen la habilidad de contraer tantao s
protoplasto como su pared celular cuando son expuestos a una

soluecidn cricoprotectora hipertédnica (2 H).

Los reultades indican que el precrecimiento confiere,
probablemente, mavor tolerancia al congelamiento como
resultado de una =adaptacidn de las ceélulas en respuesta al
medio de stress osmdtico. Aparentemente, sin embargo, la
habilidad de las células a adaptarse puede variar entre
especies. Por ejemplo, lag células de sova mostrarcon un
ajuste osmético que incrementd su sobrevivencia al
exponerlas a un crioprotector de alta molaridad (Pritchard
et al., 1886b). En contraste, las células de sycamore
muestran el mayor ajuste osmético (4 veces) al mismo estrés
osmético (Pritchard et al., 198BBb). Lo anterior puede
evidenciar claramente las diferentes respuestas entre las
especies M. acuminata y M. balbisiana a la wmisma presidn
ozmdtica. Ademads, es bien conocido que el genoma BB es

menos suceptible a los cambios de las condiciones del medic.
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La tabla de andlisis de varianza para la sobrevivencia
de los embriones de Musa dentro de los tres tratamientos,
muestra valores de "F" no significativos y da una evidencia
clara de gque los tratamientos proporcionaron resultados muy

gsimilares, no existiende diferencias tales que indiguen gque

algin tratamiento pueds inecrementar o disminuir la
registencia v recuperacidn de los embriones al
congelamiento. Es decir, el empleo de 1la sacarosa cono

crioprotector y come posible catalizador de la recuperacidn
v germinacidn no tuvo efecto alguno por lo gque se puede
asegurar gue la deshidratacidén del embridn es suficiente
para tener una recuperacidn exitosa del congelamientao.
Pritchard v Prendergast (1986), obtuvieron el 80 % de
sobrevivencia de los embriones aisladeos asepticamente vy los
gque fueron =sometidos a una deshidratacidn rédpida hasta un 20
%4 del contenido de humedad seguido del congelamiento. Asi
mismo, Chin et al. (1988), obtuvieron hasta un 70 % de
sobrevivencia de los embricones de palma Veitchia y Howea
sometidos a deshidratacidn con flujo de aire estéril a un
contenido de humedad del 10 %. FPor otra parte, Al-Madeni vy
Tisserat (1986), han mostrado gque 1la semilla completa de
palma de datil (Phoenix dactylifera VAT . Zahidiy,
deshidratadas a un contenido de humedad de 7.8 X%, pudieron
sobrevivir satisfactoriamente a la crioconservacidén por 1
afic v medio sin perdida de =u viabilidad. Grout et al.
(1983), en sun estudio en 1la ecrioconservacioén de semillas

completas de palma de aceite las que fueron deshidratadas a
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un contenido de humedad del 4.4 % de su peso fresco,
reportaron una pérdida total en la viabilidad de las
semillas. Leonhart £ al. (1984), en su ensayo, también con
gsemillas de palma de aceite, reportaron gue las semillas
deshidratadas a un contenido de humedad de 9.1 %, pueden
sobrevivir a un alamcenamiente breve en nitrdgeno liguide v

germinar nermalmente.

For otra parte, si consideramos lo anterior para cada
uno de los tiempos de deshidratacidén, solo hubo una peguefia
diferencia en cuanto al efecto que cmumaron los tismpos ds

deshidratacidén en la sobrevivencia de logs embriones una vez

descongelados.
La prueba de "Duncan” de los tiempos de deshidratacidn
con respecto a la sobrevivencia, muestra dos diferencias

significativas bdsicas que son los extremos, es decir, el

tiempo de deshidratacidn ideal (2 horas) en el gue se obtuvo

70%4 de sobrevivencia; y el tiempo de deshidratacidén que
aportd una tasa de sobrevivencia minima (0.5 horas). El
tiempo de deshidratacidén 2.5 horas, si bien, no presenta

diferencia estadistica de sobrevivencia, si se puede apuntar
gue sus valores disminuyen considerablemente, por lo gue es
posible asegurar qgque el pretratamiento 2 horas de
deshidratacidon, es el tiempo mas adecuado para gque los
embriones tengan un porcentaje de sobrevivencia aldn mayor,

mas alld de este tiempo, el embrién sufrira dafios gque



reduciran su capacidad de recuperacidn puediendo afectar el
desarrollo de alguna de sus estructuras tal como lo reporta
Chin et al. (1988), para embriones de palma Veitchia v Howea
que fueron dehildratados hasta un contenido de humedad del 10
# y mas tarde crioconservados, en los que se encontrd una
ansencila en el desarrolle del haustorio el cual es vital
para la absorecidn v transporte de nutrientes desde el
endospermo hacia el desarrollo del embrién ademds, es

altamente metabdlico v posee un nlimero diverso de enzimas.

De acuerdo a experimentos recientes, Abdelnour,
(comunicaciodn personzal, 1890), encontrd gque para embriones
de Husa balbisiana a8 partir de la primera media hora de
deshidratacidn, sl contenido de humedad disminuve de un 73 %
a un 26 % y al transcurrir del tiempo v llegar a 2 horas de
deshidratacién, que fué el tiempo que arrojs las tasas de
sobrevivencia mas altas; este contenide de humedad disminuvye
de forma més paulatina llegando hasta un 8 %. Es por ello
que en los resultados obtenides, se observa gque existe
diferencia cuantitativa importante en los porcentaies de
recuperacian, lo gqute indica que realmente si existe
variacidn en las respuestas de congelamiento a los
diferentes grados de deshidratacidén, tan importante, que
ocaciona la gran diferencia entre los porcentajes de
recuperacion de el tiempo 0.5 horas, con un contenido de

humedad de 28 % y 2.0 horas, con un contenido de humedad del

8 % +/~- 0.5
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5.5. Efecto De Los Tratamientos En La Recuperacién Del
Embridén Cigdtico De Musa acuminata Posteriro Al

Descongelamiento.

Los resultados en las respuestas de recuperacion de los
embriones de MNusa acuminata, tuvieron dos diferencias
basicas de acuerdo a lo reportado por la prueba de "'Duncan”,
siendo el tratamiento 1 el que mejor respuesta proporecionéd y
donde los niveles de recuperacidn en los tratamientos 2 v 3,
debido a la inciusidn de las concentraciones de sacarosa, se
vieron afectados considerablemente como se observé en los

ensayos preliminares,

Originalmente, se especuld en la posibilidad de que
congelar los embriones con un pretratamiento de sacarosa
incrementaria la resistencia del explante. Sin embargo, es
evidente que el dafio vy la inhibicién de la viabilidad fué
ocacionada en la etapa de pretratamiento y recuperacién ¥y no
en la fase de congelamiento, debido a que las
concentraciones elevadas de sacarosa crearon un medio de
gran presidén osmdética intracelular y de acuerdo con Bajaj et
al. (1870a), llegando a reducir la respiracién e inhibir la

sintesis de ARN v proteinas en las células del tejido.
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Asi pues, es nuevamente el tratamiento 1, en &] gaus
unicamente se emplearon tiempos de deshidratacidén, el que
con toda seguridad proporciona la mejor tasa de
recuperacidn.

Por otra parte, a diferencia de Muss balbisianz, Musa

acuminata presentd gran suceptibilidad al pretratamiento de

deshidratacidn, encontrdndose el porcentaje ideal de
recuperacidn posterior al congelamiento, en los tiempos 2.0
v 1.5 horas. Asi mismo, de acuerdo a lo encontrado por

Abdelnour, (comunicacidén personal, 1990), realmente se puede
suponer de antemano que el conternido de homedad disminuye
proporcionalmente al tiempo de exposicidén al flujo de aire
esteril, donde 1los tiempos criticos de deshidratacidon son
exactamente los extremos, es decir, a 0.5 horas, no ha sido
suficiente para asegurar la deshidratacidén v la no formacidn
intracelular de cristales ds hie}o letales, v =8 2.5 horas,
la deshidratacién, aunado al congelamiento, lograron inhibir

la capacidad de recuperacién de las células del explante.
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5.6. Efecto De Los Tratamientos Sobre La Germinacién De

Los Embriones Cigéticos De Musa balbisiana.

La prueba de “Duncan” para la germinacidon de los

embriones de Musa balbisiana dentro de los 3 tratamientos vy

Z medios de germinaciodn, indicd gque los medios no fueron
estadisticamente gignificativos. S5in embargo, a nivel de
respuesta cuantitativa, si hay diferencia, con valores

superiores de germinacion en el tratamiento 1 v 2 gue fueron
recuperados vy puestos a germinar en medio que contenia ABA.
Notese que son estos tratamientos, precisamente, en los que

las concentraciones de sacarosa no se utilizaron conmo

pretratamiento, los que tuvieron mejor respuesta de
germinacion. De agui que se considere que el pretratamiento
con sacarcsa ademAs de ser innecesario, crea una situaecidn

de gran presidén osmotica al excederse los niveles de

deshidratacion intracelular.

La gran wvariabilidad en las respuestas de germinacidn
para Musa acuminata, son respuesta clara del deterioro
causado, primero, por las elevadas concentraciones de
sacarasa, segundo, por los diversos tiempos de
deshidratacidn v su combinacidn con sacarosa v, tercero, por
s gran suceptibilidad a la manipulacidén a través del

proceso de crioconservacion.
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1.

2.

5.

B.

6. CONCLUSIORNES.

No hubo diferencia en los niveles de sobrevivencia de

Husa balbisiana, en ninguno de los tres tratamientos.

Las tasas mas altas de recuperacion para MNusa acuminata

fueron obtenidas en el tratamiento 1.

El cantenido ideal de humedad relativa para la
crioconservacion vy subsecuente recuperacidon fué logrado
a las 2.0 horas de deshidratacidn en cédmara de flujo

laminar.

Las altas concentraciones de sacercsa occaclonaron  un
aumento en la presién osmética del embridén, lo

suficientemente alta para impedir su recuperacidn.

La combinacién de deshidratacidn natural, congelamiento

rapido v descongelamiento réapido, fué el protocolo de
criceconservacidn mas efectivo para log embriones

cigoticos de Musa.

La deshidratacidn aunada al congselamiento rapido, que

ayuda a las eélulas a una deshidratacidn progresiva afin
mayor, proporcionéd las bases para la no formacién de

cristales de hielo intracelulares.
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7.~ El medio que contenia 1 mg/l de ABA, fué el mejor en la
obtencidn de un mayor porcentaje de germinacién dada su

alta capacidad de induccidén de la embriogénesis.

8.- La germinacidn del explante estd en funcidén bisicamente

del medioc de recuperacidn.

9.- El estudio de la crioconservacidn de diploides de Musa y
su  subsecuente germinaciédn, forma las bases para
investigaciones mds detalladas rumbo al almacenamiento
a largo plazo de este importante germoplasma por
métodos criogénicos, asegurando un material estable vy

libre de enfermedades.



i

7. RECOMENDACTIONRNES.

Desarrollar otras técnicas para determinar la viabilidad

inmediata de 1los embriones inmaduros y asi tener otra

posibilidad para la crioconservacidn de diploides.

Realizar un estudioc histolégico exhaustiveo del embridn

que sobrevive y germina y el que no lo hace, para
determinar el estado de madurez real del embrién en el

cual, se puede asegurar una tasa alta de recuperacién.

Determinar el contenide de humedad relativa minima

regquerida para 1la criocconservacidn del explante vy su

recuperacion futura.

Efectuar estudiozs vy pruebas de viabilidad a tiempos
superiores de almacenamiento de los embriones, en

nitrégeno ligquido.

El DHMSO deberia ser incluido en otro programa v hacer su

aplicacidn a temperaturas bajas a una tasa apropiada, 2
un tiempo apropiado, ya sea con embriones o con otro

tipo de explante.

Efectuar el mismo proceso de tratamientos v
pretratamientos a distintas tasas de disminucién de

temperatura.
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7.

Reazlizar pruebas en le

recuperacion del explante.

concerniente

al

medio

de
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APENDTICE



Analisis de varianza para la sobrevivencia de los embriocnes

cigéticos de Musa balbisiana en los diferentes

tratamientos v tiempos de deshidratacién.

FUENTE DE VARIACION G. 1,. C. M PR F c. Vv
Tratamiento 2 83.8 0.8209 N.S8. 46 .76%
Deshidratacidon 4 1008.0 0.2598 N.5.
TratkxDesh. 8 321.7 0.8773 N.S.

Error 38 702.0

Total a2

N.S5.= No significativo

Andlisis de varianza para la germinscién de las embriones de

Musa balbisjiana

en los diferentes

tiempos de deshidratacidn.

tratamientos y

FUENTE G. L C. M. PR F C. V.
Tratamiento 5 934 .90 8.5801 N.S. 58.81 %
Deshidratacién 4 362.48 0.87393 N.S.
TratkDegh 20 1071.12 0.6241 N.S.

Error 23 1235.88

Total 52
N. S.= No significativo.
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