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Articulo cientifico

VIABILIDAD Y RECUPERACION DE PLANTAS VIABLES DE UNA MUESTRA CRIOCONSERVADA DE
AJO.

Maria de los Angeles Torres Mederos

RESUMEN

En el Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical (INIFAT) se han desarrollado
investigaciones para la crioconservacion de ajo, con el objetivo de preservar los clones adaptados al clima
tropical. La implementacion de una coleccion crioconservada requiere pronosticar la cantidad de explantes
viables de cada accesién conservada en el tanque de nitrégeno liquido. Esa cantidad se puede estimar
sobre la base del numero de explantes procesados y la viabilidad de una muestra crioconservada control,
para un nivel de confiabilidad seleccionado. La muestra crioconservada control de ajo evaluada en este
ensayo estuvo compuesta por 40 apices y fue procesada mediante el protocolo vitrificacion, con la solucién
PVS3. La muestra tuvo una viabilidad de 0,76 y regenerd 23 plantas viables. Ese nimero de plantas fue
comparable con la cantidad estimada para ese valor de viabilidad y tamafo de la muestra, considerando
un 95 % de confiabilidad (25 plantas). Los resultados ratifican la adecuacion del protocolo vitrificacion, con
la solucién PVS3, para la crioconservacion de ajo en el Banco de Germoplasma del INIFAT y constituyen
una contribucion a las investigaciones destinadas a la implementacion de una coleccién crioconservada de

ajo en Cuba.
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Viability and recovery of viable plants of a garlic cryopreserved sample.
ABSTRACT

Investigations on garlic cryopreservation developed at the Institute for Fundamental Research on Tropical
Agriculture (INIFAT) targets to preserve garlic clones adapted to tropical climate. The implementation of a
cryopreserved collection requires determining the predicted number of viable explants in a genebank
accession. That quantity can be estimated based on the number of explants processed, viability level of the
control, and a desired confidence level. The garlic control cryopreserved sample evaluated in this assay
included 40 apices and was cryopreserved by vitrification protocol, with the PVS3 solution. The sample had
a viability of 0.76 and regenerated 23 viable plants. That number of plants was comparable to the quantity
estimated for that viability level and number of processed explants, considering a confidence level of 95 %
(25 plants). These results confirm the fithess of vitrification protocol, with the PVS3 solution, for garlic
cryopreservation at INIFAT’s genebank, and constitute a contribution to the research for the implementation
of a garlic cryopreserved collection in Cuba.
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INTRODUCCION

Debido a la pérdida creciente de la biodiversidad
y las amenazas sobre los efectos del cambio
climatico, la conservaciéon de las especies
vegetales tiene una importancia cardinal a nivel
mundial. Asi, la FAO (2020) reporté que para la
fecha de febrero del 2019 se habian publicado
datos de mas de cinco millones de accesiones
conservadas desde 98 paises y 17 centros
internacionales y regionales. Por su parte,
Walters y Pence (2020) sefalaron que
actualmente en el mundo existen cerca 1750
bancos de semillas que conservan cerca de seis
millones de accesiones. Entre las acciones para
la conservacion de semillas se destaca, ademas,
la creacion del Banco Mundial de Semillas de
Svalbard, ubicado en Noruega.

De igual forma, se han intensificado las
investigaciones sobre la crioconservacion
vegetal. Se han estandarizado los protocolos de
aplicacién para un mayor numero de especies
(Reed, 2017) y actualmente se trabaja para el
fomento de un proyecto, similar al Banco
Mundial de Svalbard, para la conservacién de
las especies de reproduccidon vegetativa,
mediante la crioconservacion (Acker et al.,
2017). El desarrollo del conocimiento cientifico
en relacion a la crioconservacion vegetal ha
llegado al punto que en la actualidad ésta se
considera como parte de una disciplina mas
amplia denominada criobiotecnologia vegetal
(Pritchard, 2018). Estos hechos refuerzan la
evidencia de la necesidad de avanzar en las
investigaciones sobre crioconservacion vegetal
para preservar el germoplasma nacional que lo
requiere.

Desde hace mas de dos décadas, en el INIFAT
se ha trabajado para la conservacién a largo
plazo de las especies de reproduccion
vegetativa mediante la crioconservacion, con

énfasis en la protecciéon del germoplasma

nacional de ajo y de los cultivares obtenidos por
mejoramiento genético (Torres, 2012).

Entre los protocolos evaluados para la
crioconservacion de ajo, la vitrificacion con las
soluciones PVS2 y PVS3 ha mostrado
resultados favorables en diferentes paises (Ellis
et al., 2006; Keller et al., 2012; Liu et al., 2017).
Con el establecimiento de las colecciones
crioconservadas se ha incrementado el interés
por la estimacion de la viabilidad del material
mantenido en el criotanque, por lo que se han
desarrollado procedimientos para estimar la
cantidad de explantes que se mantendrian
viables (con la capacidad de regenerar plantas)
en el tanque de crioconservacion, lo cual se
estima en funcion de la viabilidad, calculada a
partir de una muestra control que se procesa en
similares condiciones al material que se va a
conservar en el criotanque, pero que después de
ser expuesta al nitrégeno liquido, se extrae, se
retorna a la temperatura ambiente y se coloca en
condiciones que inducen la regeneracién de
plantas (Dussert et al., 2003; Volk et al., 2016).
Volk et al. (2016) desarrollaron una serie de
herramientas y tablas con el objetivo de asistir a
los curadores de los Bancos de germoplasma
para calcular el numero de explantes que deben
ser procesados a fin de tener una muestra
crioconservada segura. Este célculo se realiza
en funciéon de la viabilidad estimada de una
muestra crioconservada de prueba (control), el
numero de explantes procesados y el nivel de
confiabilidad seleccionado para el calculo (0,5;
0,75; 0,90; 0,95 y 0,99).

En este sentido, la Unidad para la Preservacién
de los Recursos Genéticos de Animales y
Plantas, perteneciente al  Servicio de
Investigacion Agricola del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA-ARS,
por sus siglas en inglés), ha adoptado un
estandar para el almacenamiento del material

clonal, que establece un nivel de viabilidad
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posterior a la crioconservacion (expresada en
porcentaje) = 40 % y una cantidad de propagulos
viables por accesibon = 60. Estos dos
requerimientos se han unido en un estandar
denominado 40/60 (Jenderek y Reed, 2017).
Esto quiere decir que para tener la certeza de
que una accesion crioconservada ofrezca
seguridad en cuanto a la recuperacion de
plantas viables, es necesario que la muestra
crioconservada control alcance un valor de
viabilidad post-crioconservaciéon 2 0,40 (relacion
plantas viables obtenidas/cantidad de explantes
que integran la muestra) y que segun ese valor
de la viabilidad, la cantidad estimada de
explantes viables que se conserven en el
criotanque sea = 60 para un nivel de
confiabilidad definido, calculado por las tablas
del procedimiento probabilistico descrito por Volk
et al. (2016).

El presente trabajo esta dirigido a evaluar la
viabilidad de una muestra de apices de ajo
crioconservada mediante el protocolo
vitrificacion con la solucion PVS3 y determinar la
relacion entre la cantidad de plantas viables
obtenidas experimentalmente y la cantidad

estimada para dicha muestra.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se trabajoé con un clon tipo “Criollo”, colectado
en la localidad de Giira de Melena, en la
provincia de Artemisa. Como explantes se
utilizaron los apices de crecimiento de dientes de
bulbos de campo, fuente de explantes utilizada
en otros trabajos de crioconservacion de ajo
(Bettoni et al., 2020). La desinfeccion de los
bulbos (dientes) se realizd con hipoclorito de
sodio al 5 %. Los ajos desinfectados se
sembraron en el medio basal Murashige y Skoog
(MS) (1962). Esto permitié descartar los bulbos
que no se desinfectaron y estimular la brotacién

del apice de crecimiento.

Crioconservacion

Protocolo: Vitrificacion con la solucion PVS3.
Una vez germinados los bulbos, se extrajeron
los apices (manteniendo parte de la base). El
apice incluy6 el meristemo de crecimiento y el
primer primordio  foliar envolvente, con
dimensiones de 1 a 2 mm de diametroy de 3 a 4
mm de longitud. La crioconservacion se realizé
mediante el protocolo vitrificacion con la solucién
PVS3 (50 % de glicerol + 50 % de sacarosa en
medio MS) segun el procedimiento descrito por
Keller y Senula (2013).

También se traté una muestra testigo, que
recibiéo igual tratamiento que la muestra
crioconservada  control, exceptuando la
inmersion en el nitrégeno liquido, para
discriminar el efecto de la crioconservacion de
cualquier otro efecto relacionado con el cultivo in
vitro.

Recuperacion.

Después del tratamiento de crioconservacion,
los apices se colocaron en el medio Linsmaier y
Skoog (LS) (1965) con 0,3 M de sacarosa y al
dia siguiente se pasaron a placas de Petri
conteniendo medio LS con una relacién nitrato/
amonio de 56,5/3,5 (Nagakubo et al., 1993),. A
la semana de la crioconservacion, los apices se
transfirieron de las placas a erlenmeyers de 100
ml y después de 15 dias (a las tres semanas del
tratamiento) se pasaron a tubos de cultivo
individuales, manteniendo el mismo medio de
cultivo y la identificacion del criovial de origen. El
contenido de sacarosa en el medio fue el 3 %.
Las muestras se mantuvieron en un cuarto de
cultivo; la primera semana en la oscuridad y
posteriormente, en fotoperiodo de 12 horas luz,
a la temperatura de 24 + 2 °C. El estado de las
plantas se revis6 semanalmente. Después que
las plantas (mantenidas en condiciones in vitro)
iniciaron la bulbificacién, se transfirieron a medio

BDS con 15 % de sacarosa.
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Para la muestra crioconservada se utilizaron 41
apices en ocho crioviales (a razén de cinco
apices por criovial, como medida de precaucion
ante una posible contaminacioén) y se destinaron
20 apices para la muestra testigo no
crioconservada (cuatro crioviales, con de cinco
apices cada uno).

La viabilidad y el desarrollo de las plantas se

registraron teniendo en cuenta los siguientes

indicadores:

e Viabilidad. Para su calculo consideré el total de
plantas  viables (plantas que estan
regenerando hojas, emergiendo nuevos brotes
o desarrollando bulbillos de aspecto vigoroso).
Se cuantificé por la relaciéon entre la cantidad
de plantas regeneradas viables y el total de
explantes que conformaron la muestra, y se
expresoé por su valor fraccionario de acuerdo a
Volk et al. (2016).

Emergencia de apices. Se consideré como tal

a los apices de las nuevas hojas que
sobresalen de las hojas externas preexistentes

(primordios foliares que cubren al meristemo)

Plantas. Condiciéon en la que los explantes

mostraban nuevas hojas desarrolladas.

Cantidad de hojas/planta. Valor promedio de la
cantidad de hojas abiertas por cada vitroplanta.

Bulbificacién. Se cuantific6 en dos fases: el

inicio de la bulbificacion (IB), manifestado por
el engrosamiento de la base de las hojas, y la
bulbificacion completa (BC) cuando el bulbillo
se habia desarrollado y conformado
completamente.
La emergencia de apices, las plantas
(vitroplantas) y la bulbificacion se cuantificaron,
en todos los casos, como porcentajes respecto
al total de é&pices que integr6 cada muestra
(crioconservada control y  testigo no
crioconservado).
La estimacion de la cantidad de plantas viables
que se podia obtener de la muestra

crioconservada control se realizé6 a partir del

procedimiento probabilistico de Volk et al.
(2016). Los autores realizaron un procedimiento
para estimar la cantidad de plantas viables
conservadas tomando como referencia la
literatura publicada sobre los estandares
establecidos para la viabilidad y el numero de
explantes preservados/procesados de los
criobancos de material clonal. De esa
informacidn, tuvieron en cuenta el cultivo, el tipo
y el numero de explantes utilizados para
determinar la viabilidad; los niveles minimo y
maximo de la viabilidad y el numero menor y
mayor de explantes almacenados para cada
accesion. Con esos datos se realizaron tablas
que permiten estimar la cantidad de explantes
viables conservados considerando diferentes
niveles de confiabilidad (DOI:10.1007/s10722-
016-0460-6).

En el presente trabajo se comparé el numero de
plantas viables regeneradas, obtenido
experimentalmente de la muestra
crioconservada control, con el numero de
explantes  viables  estimado por ese
procedimiento probabilistico, teniendo en cuenta
el valor de la viabilidad experimental obtenido, el
numero de explantes que procesados y el nivel
de confiabilidad del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la supervivencia de la
muestra a los 10 dias de la crioconservacion,
que se manifiesta por la elongacion de los
primordios foliares que cubrian el meristemo y el
desarrollo del color verde.

Los valores de la viabilidad de la muestra
crioconservada control y el testigo no
crioconservado, desde las cuatro a las 15
semanas posteriores al tratamiento, se recogen
en la Tabla 1 (A y B). La Tabla 1 A, que se
refiere a la muestra crioconservada control,
muestra que el valor de la viabilidad a las seis

semanas del tratamiento (tiempo mas
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conveniente para evaluar la regeneracion del ajo (23 plantas) completaron el ciclo de vida
segun Keller (2005) fue 0,76 y que a las 15 caracteristico del cultivo hasta el desarrollo de

semanas del tratamiento el 56 % de las plantas los bulbillos.

Figura 1. Apices crioconservados a 10 dias del tratamiento, mostrando el crecimiento de la hoja externa y

color verde.

Tabla 1. Viabilidad de los apices de ajo crioconservados (A) y de la muestra testigo (B), y porcentajes de
plantas regeneradas, desde las cuatro hasta las 15 semanas posteriores a la crioconservacién. Protocolo:

vitrificacion con la solucion PVS3. Clon: Tipo “Criollo”.

(A) Muestra crioconservada control

A B C D E
Semanas Viabilidad Apices Plantas? Cantidad de | Bulbificacion (%)
(%) (%) hojas/planta B BC
4 (A+B) 0,66 51,2 14,6 - - -
6 (A+B) 0,76 19,5 56,1 2,2 - -
8 (A+B) 0,73 7.3 65,9 2,6 21,9 -
12 (B+D+E) 0,71 - 17,1 2,4 7,3 46,3
15 (D+E) 0,56 - - - 4,9 51,2

A las 15 semanas: Total de plantas vivas = 28. Total de plantas que bulbificaron = 23 (56,1 %)

(B) Muestra testigo no crioconservada

A B C D E

Semanas Viabilidad Apices Plantas? Cantidad de | Bulbificacion (%)
(%) (%) hojas/planta IB? BC

4 (A+B) 1,0 444 55,5 - - -

6 (A+B) 1,0 22,2 77,8 1,6 - -

8 (B) 0,89 - 88,9 2,3 - -
12 (B+D+E) 0,78 - 11,1 2.4 22,2 44.4
15 (E) 0,56 - - - - 55,6

'Plantas: Vitroplantas que desarrollaron nuevas hojas, 2IB: Inicio de la bulbificacién, que se manifiesta por
el engrosamiento de la base de las hojas y BC: Bulbificacion completa, dada por una buena conformacion

del bulbillo.
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Estos valores ratifican los resultados de trabajos
anteriores, en los cuales el protocolo vitrificacion,
con la solucion PVS3, se probo para 11 clones:
cinco correspondientes al tipo comercial
“Criollo”, uno al tipo Vietnamita y cinco clones
obtenidos por mejoramiento genético. De ellos,
solo uno mostré un valor de viabilidad inferior al
0,40 (clon "Tropical-18’, viabilidad 0,38).

La Figura 2A muestra que los apices
crioconservados desarrollaron vitroplantas a las
ocho semanas de la criconservacion y
completaron la formacion de bulbillos (Figura 2B)
a las 15 semanas (105 dias), lo que indica que el
ciclo biologico de este clon, en condiciones in
vitro, se aproximé al ciclo de 120 dias que

presentan los clones “Criollos” en el campo.

Figura 2. Regeneracion de plantulas de ajo después de la crioconservacion. A) Vitroplantas desarrolladas

a las cuatro semanas. B) Bulbillos formados a las 15 semanas. Clon: Tipo “Criollo”.

Por otra parte, en la Tabla 1B que se refiere a la
muestra testigo no crioconservada, se observa
que esa muestra mantuvo todos los explantes
viables durante las primeras seis semanas
(viabilidad =1), si bien a las 15 semanas la
viabilidad llegd a ser comparable a la de la
muestra crioconservada, al presentar un 55,6 %
de las plantas que completaron su ciclo de vida
hasta la bulbificacion.

Al comparar la muestra crioconservada control
con el testigo no crioconservado (Tabla1l Ay B),
se observa que en ambas muestras la mayor
parte de las plantas ya habian bulbificado a las
12 semanas del tratamiento, aunque en la
muestra crioconservada las primeras
manifestaciones de la bulbificaciéon se iniciaron a
las ocho semanas. Este dato resulta util en

cuanto a la iniciar el procedimiento para la

aclimatizacion de las Vvitroplantas a las
condiciones ambientales, o procesarlas para
otros objetivos (como la micropropagacion)
antes de que se inicien los procesos fisioldgicos
propios de la dormancia y formacién del bulbillo.
El protocolo vitrificacién con la solucion PVS3 se
implementd en los Estados Unidos para la
conservacion de parte de los clones de ajo
(también se utiliza la solucion PVS2) (Ellis et al.,
2006), con un 74,1 % de las accesiones dentro
del estandar 40/60 (Jenderek y Reed, 2017).
También se utiliza para la conservacion de 131
accesiones de ajo y otras especies de Allium, en
Alemania (Keller et al., 2016). Segun Panis
(2019), el protocolo vitrificacion ha sido aplicado
a diferentes tejidos vegetales de mas de 100

especies y actualmente es el protocolo mas
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ampliamente aplicado para la crioconservacion
de plantas.

Los resultados obtenidos hasta el presente
indican que el protocolo Vvitrificacion con la
solucion PVS3 también resultd adaptable a las
condiciones de trabajo existentes en el Banco de
Germoplasma del INIFAT. No obstante, no es
posible obviar que las investigaciones sobre la
crioconservacion contindan en desarrollo y que
se han propuesto nuevos protocolos, como la
gota-vitrificacion y las crioplacas, a la vez que
también se trabaja con explantes tomados de
plantas crecidas in vitro, entre los que se
sefialan los segmentos de hojas y los discos de
tallos, para obtener de ellos, después de la
crioconservacion, la regeneraciébn de brotes
(Wang et al., 2020).

Los resultados obtenidos en este trabajo
aportaron criterios para determinar la cantidad
de explantes que deben almacenarse para la
conservaciéon segura de una accesién, ya que
son coherentes con el procedimiento descrito
por Volk et al. (2016), para definir el niumero
predecible de explantes viables conservados.
Segun la tabla disefiada por estos
investigadores para el nivel de confiabilidad del
95 %, si se tiene un valor de la viabilidad de 0,75
y un tamafio de muestra de 40 explantes, la
cantidad estimada de explantes viables en el
tanque de nitrégeno liquido es de 25 explantes.
La muestra crioconservada control estudiada, a
las seis semanas del tratamiento, tuvo una
viabilidad de 0,76 y de los 41 explantes que la
integraron regeneraron 23 plantas viables, valor
que se aproximo a la cantidad estimada por el
procedimiento probabilistico (25 explantes).

La muestra evaluada cumplié6 con el
requerimiento de la viabilidad post-
crioconservacion = 0,40 (Jenderek y Reed,
2017), y si se quisiera comparar con el estandar
de seguridad 40/60 del Sistema Nacional de
Germoplasma Vegetal del ARS-USDA, es decir

para tener la seguridad de que se mantengan en
el nitrégeno liquido al menos 60 explantes
viables, seria necesario procesar, al menos, 100
explantes (valor obtenido de la tabla
correspondiente al 95 % de confiabilidad).
Aunque la cantidad de plantas regeneradas
mostrd variabilidad entre los crioviales, de todos
se obtuvieron plantas viables (considerando
como tales a las plantas que llegaron a
bulbificar) (Figura 3). Esto indica que la pérdida
de la viabilidad, que se debio principalmente a la
muerte del meristemo apical, pudo estar mas
asociada a las caracteristicas de los apices y su
manipulacion que al procedimiento de
crioconservacion. La  variabilidad de la
regeneracién entre crioviales es un aspecto a
tener en cuenta para establecer el tamafio de la
muestra crioconservada control y utilizar una
cantidad de viales (réplicas) suficiente para
evitar errores en la estimacion de la viabilidad.
Por ello, en los trabajos a desarrollar en el
INIFAT seria conveniente, al menos al inicio de
su implementacion, realizar el calculo de la
viabilidad, a partir de muestras crioconservadas
control no menores de 50 explantes.

El valor minimo de la viabilidad encontrado para
los genotipos de ajo crioconservados en el
INIFAT hasta el momento es de 0,38 (Torres,
2012), cercano al 0,40 referido por Keller y
Senula (2016) y Reed (2017). No obstante, no
es objetivo de este trabajo hacer comparaciones
con los valores obtenidos por otros autores, ya
que en ese valor influyen diversos factores como
los genotipos y la fuente de explantes (ya sean
dientes, bulbillos  aéreos, inflorescencias
inmaduras o vitroplantas) (Keller y Senula,
2013). También influyen el tiempo en que se
evalla la viabilidad y los detalles especificos en
la ejecucion del protocolo, los cuales pudieran
diferenciarse entre laboratorios. Ademas, el valor
de la viabilidad tiene que ser estimado siempre

en el momento en que se procesa la muestra
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para su crioconservacion. En el caso de que la
viabilidad no garantice conservar una cantidad

de explantes viables aceptable para los

requerimientos del banco de germoplasma seria
necesario reprocesar la muestra o seleccionar

otro protocolo (Volk et al., 2016).

cl c2 c3
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60 M ® P NB
40 .
=l L
o LA LT TIN. _HE

c5 c6 c7 c8

Figura. 3. Porcentajes de plantas viables (PB: plantas que bulbificaron), y plantas no viables (P NB:

plantas que no bulbificaron y M: apices muertos) a las 15 semanas de la crioconservacion, de acuerdo al

criovial de origen (c).

Kim et al. (2012) implementaron una coleccion
crioconservada de especies de Allium de 1158
accesiones. Estos autores establecieron como
estandar minimo de conservacién a largo plazo,
para la coleccién de Allium del Centro Nacional
de Agrobiodiversidad (National Agrobiodiversity
Center) de Korea, la conservacion de cuatro
viales con 40 % de regeneracion (es decir, de
viabilidad). Por su parte, Keller et al. (2012), para
la creacion de una coleccion nucleo de clones
procedentes de diferentes paises de Europa,
definieron el tamafio de la accesion en
dependencia del valor su regeneracion. Asi,
cuando la regeneraciéon fue superior al 30 %,
muestra crioconservada estuvo formada por dos
réplicas de 50 explantes y una muestra adicional
de 25 explantes como control. En los casos en
que la regeneracion estuvo entre el 30 y el 10 %
conservaron una muestra adicional de igual
numero de explantes, y descartaron las
muestras con valor de regeneracion menor al 10
%.

Si bien la crioconservacion se aplica, en gran

escala, en 11 instituciones ubicadas en nueve

paises (Panis, 2019), hay expertos que sefialan
que no existe una facil transicién entre los
programas de investigacion y la actividad de
rutina del criobanco (Ellis, 2019), lo cual limita su
aplicacién en muchos bancos de germoplasma.
Este autor sefala la variacion entre los
genotipos como la principal variable que afecta
el transito de la escala experimental a la
operacional para la conservaciéon en criobancos
de los cultivos clonales, y sefiala que el
monitoreo de la viabilidad puede ser una ayuda
para el manejo de los cryobancos de plantas.

Por otra parte, Keller y Kik (2018) sefialaron a la
necesidad de personal técnico entrenado y a la
sofisticacion de algunos factores como las
causas de que haya existido alguna reserva en
el uso de Ila -crioconservacion para la
preservacion de los recursos fitogenéticos
mantenidos vegetativamente, a pesar de que es
la Unica forma segura de conservar ese material
por largo tiempo. También ha sido tema de
investigacion el balance entre los costos
relativamente altos de la introduccion del

material al criobanco y los costos muy bajos de
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su mantenimiento. Al respecto, después de 6-10
anos de investigaciones, los autores concluyeron
que, para el ajo la crioconservacion ha resultado
mas efectiva que la conservacion mediante
cultivo de campo.

A su vez, Liu et al. (2019) compararon el
comportamiento en campo de plantas de ajo
regeneradas de la crioconservacion con plantas
provenientes de campo, y determinaron que las
plantas desarrolladas del material
crioconservado mostraron ventajas en cuanto a
la tasa fotosintética, el diametro y el peso de los
bulbos, el numero de dientes y la eliminacién de
virus. Las temperaturas ultrabajas que se utilizan
para la crioconservacion, también se emplean
para la erradicacién de virus de los tejidos
vegetales (Wang et al., 2018), lo cual es otro
efecto beneficioso de la crioconservacion.

Estos elementos sustentan el criterio de que la
crioconservacion puede ser una opcidon para
proteger, al menos, aquellos cultivares y
genotipos que por sus caracteristicas tienen un
alto riesgo de perderse utilizando otras formas

de conservacion.

CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos ratifican la
adaptabilidad del protocolo vitrificacién con la
solucion PVS3 para la crioconservacion de
apices de ajo en las condiciones del Banco de
Germoplasma del INIFAT, lo que aporta
elementos sobre la flexibilidad de este protocolo
para su aplicacion en paises e instituciones
diversas. La muestra crioconservada control de
ajo, evaluada para determinar la viabilidad y la
regeneracion de plantas, resultd coherente con
el método probabilistico para determinar el
tamafio de la muestra a conservar en el
nitrégeno liquido, lo cual constituye un punto de
partida, para la implementacion de una coleccién
crioconservada de ajo en el Banco de

Germoplasma del INIFAT.
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