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SUMMARY 
Apical meristems of 3 sugarcane varieties (B 34104, C 8751, 
C 26670), sampled on in v i m  plants could withstand freezing in 
liquid nitrogcn(496"C) using the encapsulation/dehydration 
technique based on the synthetic seed technology. 
A f t e r  dissection, meristems encapsulated i n  beads with 
Murashige-Skoog modified medium and 3% alginate were 
dehydrated by the pregrowth i n  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-loo%, depending on the variety and on the 
experimental conditions. A progressive increase of sucrose 
concentration in the pregrowth treatment led to  a drastic drop 
i n  the survival. 

RESUMEN 
Mediante el mttodo de encapulaci6n/deshidntaci6n, basado en 
la tecnologfa de la semilla artificial, fue posible conservar en 
nitr6geno liquido (-196.C) dpices de 3 variedades de plantas irr 
vitro de cafia de azúcar (B 34104, C 8751, C 26670) y lograr su 
regeneraci6n posterior. Los meristemos encapsulados en medio 
d e  nutrientes Murashige-Skoog modificado conteniendo 
alginato al 3% se sometieron a un  proceso de dcshidrataci6n 
m e d i a n t e  el p r e c u l t i v o  en medio  l fquido  a a l t a s  
concentraciones de sacarosa (0.75 M), 24 h y el secado bajo 
el a i re  es t t r i l  en un gabinete de  flujo laminar (4h). L a  
congelaci6n s e  realizd de forma rdpida por  la inmersi6n 
directa en nitrdgeno líquido o en forma lenta, utilizando 
u n  congelador  programable.  La sobrevivencia de los 
meristemos crioconservados oscild entre  el 26 y 1002, en 
dependencia de la variedad y las condiciones experimentales. 
Un aumento progresivo en Ia concentraci6n de sacarosa, 
repercuti6 en la caída drdslica de los resultados. 

INTRODUCCION 
La conservación de germoplasma dc caña dc 

azúcar se realiza tradicionalmente e n  forma d e  
colecciones en campo. Sin embargo, esto demanda 
grandes costos laborales, de mantenimiento y 

t i e r r a s ,  a d e m d s  d e  q u e  l a s  p l a n t a s  e s t d n  
expuestas en condiciones naturales al ataque de 
p l a g a s  y p a t b g e n o s  y a l a s  p e r d i d a s  p o r  
i n  clemencias am bien tales. 

E n  E s t a d o s  U n i d o s  p o r  e j e m p l o ,  s e  han  
reportado ptrdidas equivalentes a un 61% de los 
clones pertenecientes a la colecci6n entre 1957 y 
1977 (Berding y Roach, 1987). Las colecciones in 
vitro han sido desarrolladas para un gran ndmero 
d e  e spec ie s ,  lo c u a l  p e r m i t e  r e d u c i r  es tos  
problemas (Engelmann, 1991). Sin embargo,  
maritener,grandes colecciones in vitro es cuesti6n 
d e  t i e m p o  y r i e s g o s  d e  p e r d i d a s  p o r  
contaminaci611, ademds del peligro d e  variaci611 
somaclonal inducido por el cultivo d e  tejidos en 
largos períodos (Withers, 1987). 

Sólo la crioconservaci6n (almacenamiento en 
nitr6geno liquido, -196"C), ofrece la posibilidad 
en el presente, d e  conservar el material biol6gico 
p o r  p e r í o d o s  t e 6 r i c a m e n t e  i l i m i t a d o s .  L a  
crioconservaci6n se ha aplicado a mAs d e  70 
especies vegetales (Dereuddre  y Engelmann, 
1987), d e  las cuales 40 son d e  origen tropical 
(Engelmann, 1991). En caña d e  azdcar, si bien esta 
tecnica s e  h a  ut i l izado c o n  Cxito p o r  varios 
autores, sólo ha sido para conservar suspensiones 
celulares (Ulrich et al., 1984; Bajaj et al., 1987; 
Ling et al., 1987; Gnanapragasam y Vasil, 1990) y 
ca l los  e m b r i o g e n i c o s  ( U l r i c h  e t  a l . ,  1984; 
Eksomtramage et a l . ,  1 9 9 2 ) .  E n  meristemos 
apicales tejido d e  mayor interes  por s u  f6cil 
reproducci6n in vitro, su estabilidad genetica y 
SII estado fitosanitario libre d e  virus, el primer 
intento lo realizaron Bajaj et al .  (1987), pero 
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s ó l o  obtuvieron una p o b r e  recuperac ión  en  
forma de callos s in-que fuera posible regenerar 
plant as des puts del alma cen am ient o. 

U n a  nueva tkcn ica  d e  e n c a p s u l a c i ó n /  
deshidratacibn (Fabre et a l . ,  1990) se  ha venido 
adaptando con 6xito para la crioconservación de  
meristemos y embriones somAticos. Mayormente 
s e  ha aplicado en cultivos provenientes de  países 
con climas templados (Dereuddre et al., 1992) y 
e n  una especie de  origen tropical (Benson et ul . ,  
1992). 

El presente trabajo tuvo como objetivo lograr la 
crioconservación de  ápices de plantas Li vivo de  
caña de azúcar, estudiando diferentes parámetros 
del mCtodo de encapsulación/deshidratación en 3 
variedadcs. 
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MATERIALES Y METODOS 
Se utilizaron plantas in v i m  de las variedades Barbados 

34104, C 8751 y C 26670, subcultivadas niensualmentel. 
Los meristemos apicales se  explantaron con una a l t u r a  
inicial de 0,s nim a los 15 días posteriores al Último pase. 

El explan tc  de l  dp icc  se  rea l i z6  b a j o  u n  
estfreo-microscopio en u n  gabinete de flujo laminar y los 
mismos se cultivaron durante 24 h en placas Petri sobre 
u n  m e d i o  s 6 l i d o  M u r a s h i g e  y S k o o g  m o d i f i c a d o  
(Murashige y Skoog, 1962) con t e n i e n d o  s a c a r o s a  20 
g/l, kinetina 0,1 mg/l, benzilamiriopurina (TMP) 0,s mg/l 
( m e d i o  T )  y suplementado  con carh6n act ivado 2 g/l 
(González-Arnao, 1989). 

Para la .criocÓnservaci6n los Qpiccs se sunicrb' rieron en 
medio T líquido, pero carente de calcio y de carb6n activado, 
conteniendo alginato de sodio a l  3%. Los Spices en alginalo 
se gotearon sobre el medio líquido suplementado con 0 , l . M  
de  cloruro de calcio, para provocar la polimcrizaci6n dcl alginato 
y la formaci6n de las ca'psulas con los ápices en su interior. Estas 
cápsulas se pasaron para erlennieycrs con el medio T líquido a 
diferentes concentraciones de'sacarosa (0,3-1 M) y se colocaron 
en una zaranda orbital'durante 24 h. 

Después del precul t ivo ,  l a s  cQpsulas  s e  secaron  
superficialmente con papel de filtro y se deshidrataron bajo la 
incidencia directa del aire estfril del flujo laminar por 4 h. Para 
determinar el tiempo de deshidrataci6n en flujo laminar, se  
utilizaron ca'psulas vacías tratadas previamente durante 24 h en 
medio de cultivo conteniendo 0.75 M de sacarosa. CI proccso 
se extendi6 desde O a 12 h y el contenido de humedad se calcul6 
en base al peso seco. 

Las cdpsulas deshidntadas SC pasaron a criotubos y SC realP~6 la 
congelaci6n de forma rápida por la inmersi6n directa y lenta en 
nitr6geno líquido, a una velocidad de l"C/niin utilizando u n  
congelador programable marca PIX Sptcm Diocool. 

1 Korncva cf u/., 1984, Chm"aci6n personal. 
. 2 Paulet cf o/.. 1992, resultados no publicados. 

La dcscongelaci6n del tejido después del almacenamiento a 
-196°C durante 1 h, se ejecut6 de forma lenta y las muestras se 
pasaron para el medio de recuperaci6n (medio T + carb6n 
activado), para ser cultivadas durante 1 semana en la oscuridad 
con el posterior pase a la luz. 

La efectividad del mftodo se midi6 por la sobrevivencia del 
tejido encapsulado despufs de 5 semanas de cultivo. Las plantas 
regeneradas de los Spices crioconservados SC propagaron para su 
posterior pase a tierra. 

RESULTADOS Y DISCUSION 
Los resu l tados  obten idos  despuCs d e  la 

crioconservación de los Apices de caiia de azúcar se 
recogen en la Tabla 1. 

Tnblri 1. 
Efccto del prccultivo en sacarosa y de los mCtodos de 

congclaci6n en la sohrevivcncia de los lipices. 

SOBREVIVENCIA (%) 
Met6do de Congelaci6n Precu I t ivo 

0.50 M B 34104 
0.75 M 26 ion 
0.50 M I loo I 93 
0.75 M I ion 100 

C 26670' 

en nitr6geno líquido. 

Se puede apreciar que se obtuvo sobrevivcncia 
dcspués de  la congelación para las 3 variedadcs 
estudiadas, en u n  rango entre 26-100%. EI trabajo 
conjunto con la ORSTOM dc Montpcllicr cn cl niarco 
dcl Proyecto FAO (TCP/CUB/0056) pcrniitió coniparar 
estos resultados con los obtcnidos para otras 4 variedadcs 
utilizando el mCtodo de encapsulación/deshidratación 
(38-9195 de sobrevivcncia)?. 

En cuanto a las condiciones de precultivo en sacarosa, 
sólo los tratamientos directos en 0 5  y 0,75 M garantizaron 
resultados positivos desputs de la congelación. Esto 
puede ser dcbido tanto a diferencias en la velocidad del 
mecanismo de  deshidratación osmótica, como al 
contenido fiial de agua en las dpsulas, así como al 
intercambio de este azúcar entre el medio y el tcjido. Es 
de selialar, que concentraciones infcriores a 0,5 M no 
provocaron un  nivel de deshidratacih adecuado, 
mientras quc superiores a 0,75 M fucron tóxicas. 

EI aumento progresivo de la concentración de sacarosa 
tampoco incremento los resultados y por CI contrario, 
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rcpcrculió en la caicla drristica de la sobrcvivencia 
a ú n  en el rango de concentraci8n m,is favorable 
(Tabla 2). 

o o 

Tiiblri 2 
Efcc lo  del aunrcnfo progresivo de lit conrcntmci6n de sacarosa 

cn CI prccultivo y d e  los mc'todos J e  congclnciSn 

LOS tilctodos d c  congcIitcirit1 cs t t l t l i i~dos I I O  

I uvicr on u tin i ti l'lue ti ci :i ni ;ir c;t c l a  c ti In soh rcvivc ti ci ;i 
del matcrial biol6gico crioconscrvarlo, por lo quc 
In inmcrsicín dircela ci1 nitr6gcno Iíquiclo podría. 
ser un l i  variaiitc nilis ccon6mica y sencilla. 

Los ápiccs que sobrevivieron a la crioconservación 
se transformaron posteriormente en plantas vigorosas, 
que  se han podido  p ropaga r  can faci l idad y 
constituyen una segunda generación de plantas ill vitro 
ya que provicncn de ápiccs crioconservados. 
En la figura 1 se muestra el ápice de una planta ilt v i m  

(0.5 min), recien explantado y cncapsulado. 
La figura 2 refleja la regeneración del  ápice 

dcsputs dc Ia crioconservación. 

liia. 2 Apice cil rcgcneraci6n dcspuds d e  1:i crioconscrvaci6n. 

CON C LU S I ON ES 
Fue posible log ra r  la  crioconservación y la 

rcgcncraci6n posterior en plantas, tlc ripices clc calia 
dc azficar in v i f r o  ut i l izando cl mCtodo d e  
ciicnpsul~ici6n/dcshidratacilin. 

Es convcn ic tit c o p t  i 111 i %:ir 1 ;is c o  n d i ci o tics d c 
rccupcraci6n, ftttidnmctii;~lt~ictite cn lo refcrcntc :i ICIS 
mctlios rlc cultivo, con vistas ;I clcv;ir I:i .r;ohrcvivenci:i 
rlcl tcjiclo dc dil'ercntcs variccladcs, dcspiiCs dc la 
CO ngc i ;IC i6 II. Talcs ex pc ri c ti ci ;i s s c li ;-I n cc) II I'i r ni ali ci 
por ;i lg it n o s  ;I II t o r es c II I) I r :is es pc ci c s ( c  111 1-1 r i  11 II ts 

SO ni ri t ¡cos cl c pa lm :i cl c a cC ¡i e ,  E II gc I ni ;ln I I .  1 :ISS: 
incristemos de yuc;~, Bcnson C I  u[ . ,  19!12). 

Este trabajo h a  servido par:i  i n t r o d u c i r  i ~ n a  
I ccti olugía tlc av:i nzacla, b ri t i  rian do  apo ri cs c II i n  at c ri :i 
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de crioconservación de ripices. En u n  futuro, pucdc 
hacerse cxtcnsiva a otras especics y fortnas de cultivo 
in vitro. 

AGRADECIMIENTOS 
Los autores  descanios expresar nuestro 

agradecimiento a la Organizaci6n dc las Naciones 
Unidas para la Agricultura y la AlimentaciCm (FAO) y 
especiahnente a su sede en Cuba, por cl apoyo brindado 
en el desarrollo del trabajo. 

REFERENCIAS 
B A J A J ,  Y.P.S.; S. K O R N E V A ;  R.  G U T I E R R E Z  y R. 

MARIBONA (1987). Freeze preserva t ion  of plantlets,  
exc i scd  m e r i s t e m s  a n d  ce l l  c u l t u r e s  of s u g a r c a n e  
(Saccharurn officiriaruin I-.) a t  -196°C. In: Proc. Ir i r .  Cori& 
of Cryogcriics. Ed. A. Bose y P. S c n g u p h  McGraw-l l i l l ,  

BENSON, E.E.; N. CIIABRILLANGE y F. ENGELMANN 
(1992). In: Porc. Soc. for Low Tcrnp. Lliol. Auwrriri Mcciirig, 
Stirling, UK. (en impresibn) 

BERDING, N. y B. T. RC)AC:II (1987). Gerniplasni collcction, 
m aint ena nce and use. In: Sugarcaric irripror*cm erit ihrough 
brccdirìg. Eds. D. J .  lleinz. Elsevicr, Anisterdani. 143-210. 

DEREUDDIZE, J .  y F. ENGELMANN (19S7). The  use of 
cryopreservation for setting up  banks of plant germplasm. 
In: Proc. Coll. Frarrco-l~riiaririiquc IAPTC, Angcrs, France, 

D E R E U D D R E ,  J. (1992).  Rcproilucrir*c Biology arid 1’1otit 
Brceditig. Eds. Y. Darlee, C Dunias and A. Ciallais. Springer 
Verlag, ßerlin, 297. 

New Delhi, 222-226. 

8-9 Oct., 48-78. 

EKSOMTRAMAGE, T.; F. PAULET;  E. G U I D E R D O N I ;  
J.C. G L A S Z M A N N  a n d  F. E N G E L M A N N  ( 1 9 9 2 ) .  
D e v e l o p m e n t  of c r y o p r e s e r v a t i o n  p r o c e s s  f o r  
enihryogenic calli of n commercial  hybrid of sugarcane  
(Saccharurn sp.) and  application t o  different varieties.  
Cryo-lcttcrs 13:239-252. 

ENGELMANN, F. (1988). Cryoprcservation of oil pa lm 
somatic embryos: Iniportance o f  the f reez ing  process .  
Cry0 - le t t crs 9 : 22 O - 2 35. 

ENGELMANN, P. (1991). In v i t ro  conservation of tropical 
germplasm. Euphyiica 57:227-243. 

F A B R E ,  J. y J. D E R E U D D R E  ( 1 9 9 0 ) .  E n c a p s u l a t i o n  
dehydration: a new approach  to cryopreservation of 
Solanum shoot-t ips.  C[yo-lciicrs 11:4 13-426. 

G N A N A P R A G A S A M  S. y K. I .  V A S l L  ( 1 9 9 0 ) .  P l a n t  
regenera t ion  f rom a c ryoprese rvcd  embryogenic  cell  
s u s p e n s i o n  of a c o m m e r c i a l  s u g a r c a n e  h y b r i d  
(Succhuruin sp). Plani Cell Rcp.  9:419-423. 

(1989) .  Cul t ivo  d e  mer i s t en ios  a p i c a l e s  d e  cafia d e  
azúca’r d e  t a m a h o  nrínimo. Cicricias Bio ldgicas  (en 
i ni pres i 6 n ) . 

LING C. J. ,  L. S. D E  y 1.1. S .  LONG (1987). Sugarcane  
callus cryoprescrvation. In: IVarit Biology. Plaiif Cold 
Hardiiicss, Ed. P .  1-1. Li ,  Alan R. Liss Inc., N e w  York, 

MURASIIIGE, T. y P. SKOOG (1962).  A rcvised medium 
f o r  rap id  growth  a n d  ioas says  with t o b a c c o  t i s sue  
c u 1 t u res. l’liysio/. I’larir . 1 5 : 4 7 3 -4 97. 

ULRICI I ,  J .  M.; B. F I N K L E  y P . H .  M O O R E  ( 1 9 8 4 ) .  
Frozen  p r e s e r v a t i o n  of c u l t u r e d  s u g a r c a n e  ce l l s .  
Sugarcane 3: l l -14 .  

WIl’lIERS, L. A. (1987). Long- te rm preservation of p lan t  
cc l l s ,  t i s s u e s  a n d  organs. O.rford  Survcy  of P l a n i  
Molecular arid cell biology 4:211-272. 

GONZALEZ-ARNAO,  M. T., N. D. D O N E S T Y  S. P O P O V  

VOI .  5:323-337. 

I I 228 BIOTECNOLOGIA APLICADA VOL. 10, No. 3, 1993 



, I l 

Revista 

. .  'I: , ,% . 

En este número: 

Degradación de  proteínas 

Transient gene expression in 

Crioconservación de 

I -_ .,,-.%.- 
I I  

en E. coli 

sugarcane 

meristemos apicales de 
.plantas de caña de  azúcar 
Expression of tilapia growth 
hormone 
FLP binding activity 

c 

Interferones . Liiifo y Citoquinas . Hibridoiiias y Anticuerpos Monoclondes 
Factores de Crecimiento . Proteínas Heterólogas en Procariotas y ,Eucariotas 
Vacunas . Producción y Control de Calidad . 
Sistemas Diagnósticos . Sondas . Trans 
Enzimas 1ndustriales.y de Laboratorio . ., 

I 
. .  

. .  
i 

. _ _  I .  

QRSTOM Fonds Documentaire 


