Crioconservacién de meristemos apicales en cana de azicar
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SUMMARY

Apical meristems of 3 sugarcane varicties (B 34104, C 8751,
C 26670), sampled on in vitro plants could withstand freezing in
liquid nitrogen(-196°C) using the encapsulation/dehydration
technique based on the synthetic seed technology.

After dissection, meristems encapsulated in beads with
Murashige-Skoog modified medium and 3% alginate were
dehydrated by the pregrowth in liquid medium with high sucrose
concentration (0.75 M) for 24 h and the exposition in the air
current of the laminar flow (4 h). Freezing was performed
rapidly by direct immersion in liquid nitrogen or slowly using
programmable freezer. Survival of frozen meristems ranged
between 26-100%, depending on the variety and on the
experimental conditions. A progressive increase of sucrose
concentration in the pregrowth treatment led to a drastic drop
in the survival.

RESUMEN

Mediante ¢l método de encapsulacién/deshidratacién, basado en
la tecnologfa de la semilla artificial, fue posible conservar en
nitrégeno liquido (-196°C) dpices de 3 variedades de plantas in
vitro de cafia de azicar (B 34104, C 8751, C 26670) y iograr su
regeneracién posterior. Los meristemos encapsulados en medio
de nutrientes Murashige-Skoog modificado conteniendo
alginato al 3% se someticron a un proceso de dcshidratacién
mediante el precultivo e¢n medio Ifquido a altas
concentraciones de sacarosa (0.75 M), 24 h y el secado bajo
el aire estéril en un gabincte de flujo laminar (4h). La
congelacién se realizé de forma rdpida por la inmersion
directa en nitrégeno liquido o en forma lenta, utilizando
un congelador programable. La sobrevivencia de los
meristemos crioconservados oscilé entre el 26 y 100%, en
dependencia de la variedad y Tas condiciones experimentales.
Un aumento progresivo en la concentracién de sacarosa,
repercutié en la cafda drdstica de los resultados.

INTRODUCCION

La conservacién de germoplasma dc cafa de
azlicar se realiza tradicionalmente en forma de
colecciones en campo. Sin embargo, esto demanda
grandes costos laborales, de mantenimiento y

tierras, adem4s de que las plantas estén
expuestas en condiciones naturales al ataque de
plagas y patégenos y a las pérdidas por
inclemencias ambientales.

En Estados Unidos por ejemplo, se han
reportado pérdidas equivalentes a un 61% de los
clones pertenecientes a la coleccién entre 1957 y
1977 (Berding y Roach, 1987). Las colecciones in

vitro han sido desarrolladas para un gran ntimero

de especies, lo cual permite reducir estos
problemas (Engelmann, 1991). Sin embargo,
martener grandes colecciones in vitro es cuestién
de tiempo y riesgos de pérdidas por
contaminacién, ademis del peligro de variacion
somaclonal inducido por el cultivo de tejidos en
largos periodos (Withers, 1987).

Sélo la crioconservacién (almacenamiento en
nitrégeno liquido, -196°C), ofrece la posibilidad
en el presente, de conservar el material biolégico
por periodos teéricamente ilimitados. La
crioconservacién se ha aplicado a méis de 70
especies vegetales (Dereuddre y Engelmann,
1987), de las cuales 40 son de origen tropical
(Engelmann, 1991). En caiia de azficar, si bien esta
técnica se ha utilizado con éxito por varios
autores, s6lo ha sido para conservar suspensiones
celulares (Ulrich er al., 1984; Bajaj et al., 1987;
Ling et al., 1987, Gnanapragasam y Vasil, 1990) y
callos embriogénicos (Ulrich et al., 1984,
Eksomtramage et al., 1992). En meristemos
apicales tejido de mayor interés por su facil
reproduccién in vitro, su estabilidad genética y
su estado fitosanitario libre de virus, el primer
intento lo realizaron Bajaj ei al. (1987), pero

Copyright © 1993, Sociedad Iberolatinoamericana de Blotfecnologin Aplicada a la Salud

La Ilabana, Cuba




M.T.Gonzdlez-Arnao ¢! al.

s6lo obtuvieron una pobre recuperacién cn
forma de callos sin-que fuera posible regenerar
plantas después del almacenamiento,

Una nueva técnica de encapsulacidn/
deshidratacién (Fabre er al., 1990) se ha venido
adaptando con éxito para la crioconservacién de
meristemos y embriones somdticos. Mayormente
se ha aplicado en cultivos provenientes de paises
con climas templados (Dercuddre ¢ef al., 1992) y
en una especie de origen tropical (Benson et al.,
1992).

El presente trabajo tuvo como objetivo lograr la
crioconservacién de dpices de plantas in vitro de
cafia de aziicar, estudiando diferentes pardmetros
del método de encapsulacién/deshidratacion en 3
variedades.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas in virro de las variedades Barbados
34104, C 8751 y C 26670, subcultivadas mensualmentel,
Los meristemos apicales s¢ explantaron con una altura
inicial de 0,5 mm a los 15 dias posteriores al dltimo pase.

El explante del dpice se realizé bajo wun
estéreo-microscopio en un gabincte de flujo laminar y los
mismos se cultivaron durante 24 h en placas Petri sobre
un medio sélido Murashige y Skoog modificado
(Murashige y Skoog, 1962) contenicndo sacarosa 20
g/l, kinetina 0,1 mg/l, benzilamidopurina (BAP) 0,5 mg/i
(medio T) y suplementado con carbén activado 2 g/l
(Gonzdlez-Arnao, 1989).

Para la.crioconservacién los dpices se sumergicron en
medio T liquido, pero carente de calcio y de carbén activado,
conteniendo alginato de sodio al 3%. Los dpices en alginato
se¢ gotearon sobre el medio liquido suplementado con 0,1. M
de cloruro de calcio, para provocar la polimerizacién del alginato
y la formacién de las cdpsulas con los dpices en su interior. Estas
cdpsulas se pasaron para erlenmeyers con ¢l medio T liquido a
diferentes concentraciones de sacarosa (0,3-1 M) y se colocaron
en una zaranda orbital'durante 24 h.

Después del precultivo, las cdpsulas se sccaron
superficialmente con papel de filtro y se deshidrataron bajo la
incidencia directa del aire estéril del fivjo laminar por 4 h. Para
determinar el tiempo de deshidratacién en f{lujo laminar, se
utilizaron cdpsulas vacias tratadas previamente durante 24 h en
medio de cultivo conteniendo 0.75 M de sacarosa. El proceso
se extendié desde 0 a 12 h y el contenido de humedad se calculé
cn base al peso scco.

Las cdpsulas deshidratadas se pasaron a criotubos y s¢ realizé la
congelacién de forma rdpida por la inmersién dirccta y leata en
nitrégeno liquido, a una velocidad de-1°C/min utilizando un
congelador programable marca IFTS System Biocool.

La descongelacién del tejido después del almacenamiento a
-196°C durante 1 h, se ejecuté de forma lenta y las muestras se
pasaron para cl medio de recuperacién (medio T + carbén
activado), para ser cultivadas durante 1 semana en la oscuridad
con el posterior pase a la luz,

La efectividad del método se midié por la sobrevivencia del
tejido encapsulado después de 5 semanas de cultivo. Las plantas
regencradas de los dpices crioconservados se propagaron para su
posterior pase a ticrra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos después de la
crioconservacion de los 4pices de cafa de azificar se
recogen en la Tabla 1.

Tabla 1.
Efecto del precultivo en sacarosa y de los métodos de
congelacién en la sobrevivencia de los dpices.

P i SOBREVIVENCIA (%)
. recultivo Metédo de Congelacién
Variedad (24 horas) 4
Répido Programado
B 34104 0.50 M 59 81
0.75 M 26 100
C 26670 0.50 M 100 93
075 M 100 100
C 8751 0.50 M 0 0
0.75 M 67 67

Nota: Enfriamiento hasta -40°C a 1°C/min. e inmersién posterior
en nitrégeno liquido.

Se puede apreciar que se obtuvo sobrevivencia
después de la congelacién para las 3 variedades
estudiadas, en un rango entre 26-100%. El trabajo
conjunto con la ORSTOM de Montpellicr cn el marco
del Proyecto FAO (TCP/CUB/0056) permitié comparar
estos resultados con los obtcnidos para otras 4 varicdades
utilizando el método de encapsulacion/deshidratacion
(38-91% de sobrevivencia)?.

En cuanto a las condiciones de precultivo en sacarosa,
s6lo los tratamientos directos en 0.5 y 0,75 M garantizaron
resultados positivos después de la congelacion. Esto
puede ser debido tanto a diferencias en la velocidad del
mecanismo de deshidratacién osmdética, como al
contenido final de agua en las cipsulas, asi como al
intercambio de este aziicar entre el medio y el tejido. Es
de sciialar, que concentraciones inferiores a 0,5 M no
provocaron un nivel de deshidratacién adecuado,
micntras que superiores a 0,75 M fucron tdxicas.

El aumento progresivo de la concentracién de sacarosa
tampoco incremento los resultados y por ¢l contrario,

1 Korneva ¢ al., 1984, Comunicacién personal.
2 Paulet et al., 1992, resultados no publicados.
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repercutié en la caida dristica de la sobrevivencia
atn en el rango de concentracién més favorable
(Tabla 2).

Tabla 2
Efecto del aumento progresivo de la concentracién de sacarosa
en ¢l precultivo y de los métodos de congelacion

SOBREVIVENCIA (%)
Varicdad Precultivo Métoda de congelacion
Ripido Programado
A 0 0
B 34104 B 0 [\}
C 4] 17
A U U
C 26670 B 0 10
C \ 14
A () 0
C 8751 B 0 0
C 0 0
AU3M(2A1) + 05 M (24 ). B: 0.5 M (24 h) + 0.75 M (24 ).
C:O3M(24h0) + 0.5M (24 h) + 075 M (24 b

Los métodos de congelacidn estudindos no
tuvicron una influencia marcada en la sobrevivencia
del material bioldgico crioconservado, por lo que
la inmersidn directa en nitrdgeno liguido podria
ser una variante mis econdmica y sencilla.

Fig. 1. Apice de una planta in virro (1.5 mm), encapsulado.

Los dpices que sobrevivieron a la crioconservacién
se transformaron posteriormente en plantas vigorosas,
que se han podido propagar con facilidad y
constituyen una segunda generacién de plantas in vitro
ya que provienen de dpices crioconservados.

En la figura 1 se muestra el dpice de una planta in vitro
(0.5 mm), recien explantado y encapsulado.

La figura 2 refleja la regeneracidn del apice
después de la crioconservacion.

IFig. 2 Apice en regeneracidn después de Ia crioconservacion.

CONCLUSIONES

Fue posible lograr la crioconservacion y la
regeneracion posterior en plantas, de dpices de cana
de azicar in vitro utilizande ¢l método de
encapsulacion/deshidratacion.

Es conveniente optimizar las condiciones de
recuperacidn, fundamentalmente en lo referente a los
medios de cultivo, con vistas a elevar la sobrevivencia
del tejido de diferentes variedades, despuds de la
congelacidn, Tales experiencias se han conlirmado
por algunos autores en otras especies (embriones
somiticos de palma de acéite, Engelmann, 1988:
meristemos de yuca, Benson et al., 1992).

Este trabajo ha servido para introducir una
teenologia de avanzada, brindando aportes en materia
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de crioconservacién de dpices. En un [uturo, pucde
hacerse extcnsiva a otras especies y formas de cultivo
in vitro.
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