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Prélogo

Los bananos y platanos (Musa spp.) representan dos de los grupos de
cultivos mas importantes en el mundo entero. Mas de 400 millones de
personas en los paises en vias de desarrollo de los trépicos y subtrépicos
dependen de estos cultivos, sean estos alimentos basicos, o importantes
productos para la venta, local e internacionalmente.

Los bananos y platanos son cultivados casi exclusivamente por pequefios
agricultores y la produccién se basa en una amplia gama de variedades
importantes localmente. Sin embargo, en muchas areas esta produccién esta
siendo restringida debido a la presién que ejercen las plagas y enfermedades.
En respuesta a este hecho, varios programas de mejoramiento de bananos
y platanos alrededor del mundo estan trabajando para producir variedades
mejoradas, resistentes a plagas y enfermedades y de alto rendimiento.

La materia prima para el mejoramiento de los bananos son las especies
silvestres de Musa y diversas variedades que se encuentran principalmente
en Asia, centro de diversidad de Musa, pero también en Africa y América
Latina. Estas especies y cultivares contienen los genes necesarios para una
produccion mejorada de manera sostenida de cara a los ataques de plagas
y enfermedades y condiciones ambientales cambiantes. Para asegurar
la disponibilidad de estos importantes recursos para el mejoramiento y
produccién futuros, es esencial conservar el germoplasma de Musa de
manera segura.

Bioversity International (anteriormente INIBAP) es responsable por la
coleccion mundial de germoplasma de Musa. Esta coleccion contiene
mads de 1100 accesiones, tanto de especies silvestres, como de variedades
cultivadas, y es mantenida bajo los auspicios de la FAO. Esta coleccién se
mantiene actualmente in vitro, en condiciones de baja intensidad de luz
y bajas temperaturas, con el fin de reducir las tasas de crecimiento de los
cultivos. A pesar de estas condiciones de crecimiento lento, atin es necesario
hacer nuevos cultivos de todas las accesiones una vez al afio en promedio.
El proceso de recultivo es laborioso y se presta para que las accesiones
sean contaminadas con hongos o bacterias. Ademads, las accesiones que
se mantienen in vitro, aiin bajo condiciones de crecimiento lento, estan
expuestas a la variacién somaclonal.

Para superar estos problemas y asegurar la conservacion a largo plazo de
los recursos genéticos de Musa, Bioversity estd apoyando la investigacion
en el 4rea de la crioconservacion, es decir, almacenamiento a temperaturas
ultra bajas, usualmente las del nitrégeno liquido (-196°C). Este es el
método a elegir para resguardar un almacenamiento a largo plazo rentable
y seguro de los recursos genéticos de las especies que tienen semillas
recalcitrantes o se propagan vegetativamente, como es el caso de Musa.
Esta investigacion se estd llevando a cabo en la Katholieke Universiteit




Leuven, Bélgica (KULeuven), y las técnicas desarrolladas se utilizan
ahora para la crioconservaciéon habitual de las accesiones mantenidas
por Bioversity. Actualmente, casi la mitad de la colecciéon se conserva
de manera segura a largo plazo en nitrégeno liquido. Esta colecciéon
crioconservada se considera un complemento de la coleccién in vitro y
sirve como un respaldo seguro en caso de que las accesiones se pierdan
debido a la contaminacién, variacién somaclonal y errores humanos
durante el proceso de subcultivo.

Las técnicas de crioconservacién en principio son aplicables a cualquier
tipo de tejido vegetal con potencial de regeneracion. Estas técnicas han sido
desarrolladas para mds de 200 especies de plantas diferentes, cultivadas
de diversas maneras, incluyendo suspensiones celulares, callos, dpices,
embriones sométicos y zigéticos (Reed 2008).

A partir de los bananos es posible obtener dos tipos de tejidos
meristematicos y regenerativos in vitro: (i) meristemas individuales
aislados de los cultivos de puntas apicales y (ii) cultivos de meristemas
altamente proliferantes que contienen agregados de meristemas parecidos
a la coliflor. Los métodos de crioconservacién han sido desarrollados para
ambos tipos de tejidos.

En adicién, suspensiones de células embriogénicas de diferentes
cultivares pertenecientes a distintos grupos gendémicos actualmente
también se almacenan en nitrégeno liquido (Panis et al. 1990, Panis 1995,
Panis et al. 2005b). El principal propésito de conservar las suspensiones
de células embriogénicas de banano a largo plazo no es la conservacién de
la diversidad de los bananos. Como algunas de las accesiones de banano
son recalcitrantes para el establecimiento de suspensiones de células
embriogénicas, ademds de que este proceso consume mucho tiempo
(hasta 15 meses), en este caso se debe considerar la crioconservacién
como un apoyo para las aplicaciones biotecnoldgicas como la ingenieria
genética (Strosse et al. 2003).

En esta publicacién se describen los diversos métodos, desarrollados en la
KULeuven para la crioconservacion de los cultivos de Musa. Se describen
las ventajas y desventajas y se identifican las dreas donde atin se requieren
investigaciones para optimizar los protocolos.

El propésito de esta publicacion consiste en proporcionar informacion y
guias con respecto a metodologias adecuadas de crioconservacioén para su
uso en el germoplasma de Musa. Se espera que las descripciones detalladas
de las metodologias faciliten su adopcion y uso estandarizado en diferentes
laboratorios.




La disponibilidad y el tipo de material inicial, los genotipos aptos para
la crioconservacion y la disponibilidad de los recursos, tendran que ser
considerados para determinar cual de estos métodos es el mas apropiado
para el uso en otros laboratorios.




1. Protocolos de crioconservacion para meristemas de banano

1.1 INTRODUCCION

Hasta hace 20 afios, los protocolos de crioconservaciéon para los tejidos
vegetales se basaban principalmente en un congelamiento lento en
presencia de mezclas crioprotectoras que contenian DMSO (sulféxido de
dimetilo), azucares, glicerol y/o prolina. El congelamiento lento resulta
en una congelacion-deshidratacién, dejando menos agua en las células
que pudieran formar cristales de hielo letales durante la exposicién a
temperaturas extremadamente bajas.

Sin embargo, durante los tltimos 20 afios se han establecido varios
nuevos procedimientos para la crioconservacién, como la vitrificacién,
encapsulacion-deshidratacion, precultivo-deshidratacién y encapsulaciéon/
vitrificacién, todos ellos basados en la vitrificacion. La vitrificaciéon puede
ser definida como la transicién del agua directamente desde la fase liquida
a una fase amorfa o vitrea, evitando asi la formacién de cristales de hielo.
Los protocolos de crioconservacién basados en las técnicas de vitrificacion
han sido desarrollados para diferentes cultivos de propagacion vegetativa,
incluyendo los bananos (Sakai and Engelmann 2007).

La investigacion en la KULeuven apoyada por Bioversity dio como
resultado el desarrollo de dos protocolos de crioconservaciéon adecuados
para el almacenamiento a largo plazo de los cultivos de meristemas de
banano. El primer método se basa en un congelamiento rapido de los
cultivos de meristemas altamente proliferantes precultivados durante dos
semanas en un medio con 0.4 M (136.8 g/L) de sacarosa. El segundo también
utiliza cultivos de meristemas altamente proliferantes precultivados en
sacarosa, pero ellos reciben un tratamiento de vitrificaciéon adicional. El
tercer protocolo y el que se aplica de manera mas general, es la vitrificacion
de los meristemas apicales extirpados de las plantas enraizadas in vitro. El
trabajo que se requiere para crioconservar las accesiones, al igual que las
tasas de regeneracion después de descongelarlas, depende del cultivar y del
método utilizado (Panis et al. 2007). La aplicacién de los protocolos antes
mencionados hasta la fecha ha dado como resultado el almacenamiento
seguro en nitrégeno liquido de 655 accesiones (situacion a finales de 2008)
que pertenecen a diferentes grupos gendmicos dentro del género Musa.

Deteccion de bacterias endofiticas

Durante el cultivo y almacenamiento de meristemas normales bajo
condiciones de crecimiento limitado, raramente se observa la presencia
de bacterias enddgenas. Si se encuentran, a menudo estas bacterias no
interfieren con el crecimiento de los cultivos de meristemas. Sin embargo, tan
pronto como los meristemas se someten a crioconservacion, el crecimiento




de las bacterias enddgenas se vuelve un problema. Cuando los meristemas
empiezan a crecer nuevamente después de la crioconservacion, cualesquiera
bacterias endégenas presentes pueden desarrollarse en colonias amarillas o
blancas, cuyo crecimiento sobrepasa el meristema en recuperacién. Por lo
tanto, antes de someter los cultivos a la crioconservacion, ellos son cribados
para detectar la presencia de bacterias endofiticas en un medio desarrollado
para el crecimiento de las bacterias (medio BACT) que contiene 23 g/L del
caldo nutritivo Difco® Bacto, 10 g/L de glucosa y 5 g/L del extracto de
levadura (van den Houwe y Swennen 2000). Estos platos se incuban por
3 semanas a plena luz a 28°C. Las accesiones que responden positivamente,
son descartadas (Hamill et al. 2005, Thomas et al. 2008, Van den Houwe y
Swennen 2000).

1.2 CRIOCONSERVACION DE MERISTEMAS APICALES DE BANANO

La crioconservaciéon de puntas apicales de banano cultivadas in vitro
mediante la crioconservacién por primera vez fue reportado por Thinh y
colaboradores (Thinh et al. 1999). Utilizando este método, los porcentajes de
regeneracion a menudo fueron bajos e impredecibles. Por lo tanto, la técnica
fue mejorada y adaptada en la KULeuven para poder aplicarla a una gran
variedad de cultivos (Panis et al. 2005a).

Este método es ilustrado en la Figura 1 y los detalles se presentan a
continuacion.
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Figura 1. Crioconservacion de meristemas individuales.




1.2.1 Material vegetal
Preparacién de las plantulas in vitro

Todas las accesiones fueron obtenidas de la coleccion de germoplasma de
Musa in vitro de Bioversity (KULeuven, Belgica). Esta coleccién contiene
cultivares de banano comestibles, igual que sus parientes silvestres. Los
cultivos apicales se siembran en 25 tubos de ensayo de 150 ml en 25 ml de
medio P5. El medio P5 contiene el medio semisélido de Murashige y Skoog
(MS) complementado con 30 g/L de sacarosa, 10 ytM de BAy 1 uM deIAAy
solidificado con 2 g/L de gelrite P5 (Banerjee y de Langhe 1985). Se cultivan
a 25 + 2°C bajo iluminacién continua de 50 pE m? s proporcionada por
tubos fluorescentes blancos Osram de 36 W. El pH es ajustado a 5.8 previo al
autoclavado. De estos cultivos multiplicados se separan brotes de 3 a 5 cm
de largo que luego se transfieren a un medio de enraizamiento en tubos de
ensayo. El medio de enraizamiento tiene la misma composiciéon que el P5,
pero desprovisto de fitoreguladores de crecimiento y complementado con
0.5 g/L de carbon activado. Después de un mes, se obtienen plantas in vitro
robustas y bien enraizadas con un didmetro del cormo de 5 a 8 mm el cual
proporciona una fuente apropiada para la escisién de meristemas apicales
(Figura 2).

Diseccién y selecciéon de meristemas apicales

Como en muchas otras monocotiledéneas, los meristemas apicales de
banano estdn cubiertos con varias capas firmes de hojas inmaduras, de
forma tubular y de color blancuzco. Los meristemas apicales individuales
se cortan bajo un microscopio binocular. Las hojas son removidas una por
una hasta que el domo apical esté visible, pero atin cubierto parcialmente
por uno o dos primordios foliares jovenes (ver Figuras 3 y 4). La base foliar

Figura 2. Produccién de
plantas robustas enraizadas
in vitro del cv. de banano
‘Williams'.




(tejido del cormo) es de 1 mm de didmetro. Para extirpar los pedazos de
cormo exactamente de este tamafio, se coloca un papel milimetrado debajo
del plato Petri pléstico transparente esterilizado sobre el cual se extirpan
los meristemas. Los meristemas diseccionados son transferidos en una
solucién pretratamiento (loading) (en la oscuridad a temperatura ambiente).
Las puntas que estan dafiadas ligeramente o no se encuentran en la etapa
correcta (por ejemplo el meristema estd demasiado o poco cubierto por
el primordio foliar) son excluidas de la crioconservaciéon. Un técnico
habil y entrenado puede aislar un méximo de 10 meristemas por hora
(aproximadamente, 6 minutos para aislar un meristema).

' /1| Vitroplanta :
enraizada
I'4

Meristema
«—
1 mm

Figura 3. llustracion del aislamiento del meristema. Figura 4. Meristemas apicales parcialmente
Las hojas son removidas una por una hasta que cubiertos del cv. de banano ‘Williams'.

el domo apical esté visible pero aun parcialmente

cubierto por uno o dos primordios foliares jovenes.

1.2.2 Crioconservacion a través de vitrificacion por microgotas
Pretratamiento, deshidratacién y congelacién rédpida

La solucién esterilizada y filtrada de pretratamiento contiene 2 M de
glicerol y 0.4 M (= 136.8 g/L) de sacarosa disueltos en el medio MS (pH
5.8). Los meristemas extirpados se dejan en la solucién pretratamiento en
un recipiente plastico de 20 ml hasta diseccionarlos a todos. Por lo tanto, el
tiempo de exposicién varia entre 20 minutos y 5 horas. Una investigacion
anterior mostré que la regeneracion de los meristemas de banano no esta
influenciada por el tiempo de exposicion en la solucién pretratamiento
(Panis et al. 2005a). Aunque el mecanismo preciso de pretratamiento
aun no se entiende completamente, se ha comprobado para diferentes
especies de plantas que el pretratamiento puede mejorar dramaticamente la
tolerancia de meristemas aislados a la deshidratacion por la solucién vitrea
(Matsumoto et al. 1994, Takagi et al. 1997).




Después del pretratamiento, la solucién es reemplazada por la solucién
PVS2 muy fria. La solucién PVS2 consiste de 30% (w/v) (3.26 M) de glicerol,
15% (w/v) (2.42 M) de etilen glicol (EG), 15% (w/v) (1.9 M) de DMSO y 0.4
M (=136.8 g/L) de sacarosa (Sakai et al. 1990). Todos estos compuestos estan
disueltos enel medio MS, con pH ajustadoa 5.8 seguido por una esterilizacién
por filtro. Los meristemas son sometidos a la solucién PVS2 por un periodo
de 30 a 40 min a 0°C. Cinco minutos antes de finalizar el tratamiento, 10
meristemas se transfieren individualmente a una microgota de la solucién
PVS2 (de unos 15 pl) en una cinta de papel aluminio (5x20 mm) con una
pipeta plastica Pasteur de 2 ml (Figura 5). Para mantener la temperatura de
la cinta de alrededor de 0°C durante las manipulaciones, la cinta de papel
aluminio se pone en un plato Petri plastico colocado encima de un elemento
de enfriamiento congelado. Después del tratamiento con la solucién PVS2,
la cinta de papel aluminio se sumerge en nitrégeno liquido con un férceps
fino. Para un crioalmacenamiento permanente, el papel aluminio congelado
es transferido rdpidamente a un criotubo de 2ml llenado con nitrégeno
liquido y cerrado.

Figura 5. Transferencia de
meristemas a una microgota
de solucién PVS2 (de unos
15 pl) sobre una tira de
papel aluminio (5x20 mm)
con una pipeta Pasteur

de 2 ml.

Almacenamiento, descongelacién y post-tratamiento (unloading)

Los meristemas se mantienen en nitrégeno liquido por al menos 20 min.
Para la descongelacion, las cintas de papel aluminio se enjuagan en 10 ml
de solucién post-tratamiento en un pequefo plato Petri a temperatura
ambiente. Después de pocos segundos, los meristemas se separan del papel
aluminio y se mantienen por otros 15 min en la solucién post-tratamiento.
Como tal, la solucién téxica PVS2 es removida durante la descongelacion y
reemplazada por una solucién post-tratamiento menos téxica. La soluciéon
post-tratamiento consiste de 1.2 M (= 410.4 g/L) de sacarosa disuelta en el
medio MS (pH 5.8).




Recuperacion

Después del post-tratamiento, los meristemas son colocados en dos hojas
de papel de filtro esterilizadas encima de un medio MS semisélido libre de
hormonas, que contiene 0.3 M (=102.6 g/L) de sacarosa. Después de dos
dias, los meristemas son transferidos al medio de regeneracién sin papel
filtro. La primera semana de cultivo siempre tiene lugar en la oscuridad. De
cuatro a seis semanas después de la crioconservacion, se puede distinguir
cuatro tipos de reaccion:

(i) puntas apicales blancas que son el resultado de la muerte inmediata del
tejido sin ennegrecimiento;

(ii) puntas apicales negras completa o parcialmente, indicando que hubo
una reaccién enzimédtica después de la crioconservacién (produccién y
oxidacién de polifenoles);

(iii) crecimiento desorganizado de callos representando la excrecencia de
pequenias dreas aisladas del domo apical y/o tejidos de primordio; y

(iv) regeneraciéon de meristemas resultando de la supervivencia de una
parte sustancial del domo apical (Figuras 6a-d).

Figura 6. Reaccién de meristemas apicales a la crioconservacién 30 dias después de la descongelacion
(a) No hubo crecimiento; el meristema permanece de color blanco; (b) Ennegrecimiento sin crecimiento
posterior; el domo apical reacciona formando compuestos polifendlicos que lo oxidan; (c) Formacién
de callos; callos acuosos, no morfogénicos; y (d) Regeneracion de los brotes (barra = 600 pm).




Un mes después de la descongelacion, se puede observar un brote de
0.5 cm de largo (Figura 7). Los callos nunca producen brotes.

Figura 7. Brotes recuperados a partir de

meristemas apicales crioconservados del

cv. de banano ‘Williams’ un mes después
de la descongelacion.

1.3 CRIOCONSERVACION DE AGREGADOS DE MERISTEMAS DE BANANO (ESTRUCTURAS
PARECIDAS A LA COLIFLOR)

Un segundo tipo de tejido meristemaético regenerativo en banano, el cual ha
sido crioconservado exitosamente, se refiere a los agregados meristematicos
altamente proliferantes (algunas veces llamados agregados parecidos a la
coliflor). Este tipo de tejido originalmente fue producido como material
inicial para empezar cultivos de suspensiones de células embriogénicas en
bananos (Dhed’a et al. 1991, Schoofs 1997, Strosse et al. 2006).

Dos técnicas de crioconservacion aplicadas a los cultivos de meristemas
altamente proliferantes “parecidos a la coliflor” se describen a continuacién:

* Método sencillo de congelamiento (que incluye un precultivo en sacarosa)
(Panis et al. 1996),

e Vitrificacién por microgotas de los agregados meristematicos “parecidos
a la coliflor” (combinando el precultivo con vitrificacién por microgotas)
(Panis et al. 2000b, Agrawal et al. 2004).

1.3.1 Material vegetal
Produccion de agregados meristemaéticos “parecidos a la coliflor’

Los experimentos preliminares revelaron que el nuevo crecimiento de los
grupos meristematicos después de la crioconservacién puede tener éxito
solo utilizando los agregados ‘parecidos a la coliflor’. Para producir este




tipo de material en todas las accesiones de Musa, los cultivos de meristemas
se transfieren a un medio que contiene una alta concentraciéon de BA
(medio P4, ver Apéndice 1). Cada uno a dos meses, el material se somete
al procedimiento de subcultivo y los pequefios agregados de meristemas
‘parecidos a la coliflor” son seleccionados y transferidos a un medio fresco
(Strosse et al. 2006). La alta concentracion de BA en el medio P4 (hasta
100 uM) inhibe el crecimiento excesivo de los meristemas, favoreciendo
de este modo la formacién de numerosos domos apicales de color blanco
(Figura 8). Es necesario repetir el subcultivo y el proceso puede tomar de 4
a 12 meses.

———————

Nakitengwa Williams Bluggoe Nakitengwa Williams Bluggoe

p5 medium (10 pM BA) p4 medium (100 pM BA)  ee—

Figura 8. Cultivos de meristemas de los cultivares de banano Nakitengwa (banano de altiplanos
AAA), Williams (grupo AAA) y Bluggoe (grupo ABB) en el medio P5 (que contiene 10uM de BA)
(izquierda) y (derecha) medio P4 (que contiene 100uM de BA )

(barra = 2 cm).

Precultivo de agregados meristematicos

Luego de la aparicion de los agregados “parecidos a la coliflor’ y 4 semanas
después del ultimo subcultivo, se recortan los agregados meristeméaticos
blancos de unos 4 mm de didametro, cada uno conteniendo al menos cuatro
domos apicales, y se transfieren a un medio de precultivo (P5 + 0.4 M
(= 136.8 g/L) de sacarosa) por 4 semanas. Se cultivan a 25°C £ 2°C en la
oscuridad.
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1.3.2 Método sencillo de congelacion

Este método es ilustrado en la Figura 9.

Figura 9. Protocolo de congelacién sencilla.

Crioconservacion

Pequefios agregados meristeméaticos de color blanco de 5-15 mg (2-3 mm de
didmetro), que contienen de 3 a 6 domos meristeméticos, se extirpan de los
brotes precultivados (Figura 10). Se remueven los tejidos de color marrén

sOlo se retienen las partes mds sanas, como lo indica el color blanco
amarillento. Los agregados se transfieren a criotubos esterilizados (2 ml) sin

Figura 10. Agregados
meristematicos precultivados
de Musa schizocarpa.




ninguna solucién liquida y se sumergen directamente en un frasco Dewar
que contiene nitrégeno liquido. Cada criotubo contiene de 7 a 10 agregados.
En esta etapa, las muestras pueden ser almacenadas por un término largo
al transferir los criotubos a un tanque con nitrégeno liquido, asegurando
que su transferencia de un contenedor a otro transcurra con la mayor
rapidez (dentro de unos pocos segundos), previniendo de esta manera la
descongelacion letal de las muestras.

Descongelacién y recuperacién

Después del almacenamiento, la descongelaciéon réapida se realiza
revolviendo el criotubo congelado en un bafio Maria o en un vaso con agua
a 40°C por 90 segundos.

La regeneracion de los meristemas congelados puede ser efectuada de dos

maneras diferentes:

* Los meristemas se transfieren a platos Petri de 9 cm que contienen el
medio de regeneracién semisélido (P6) y sellados con parafilm.

* Alternativamente, la regeneraciéon puede ser realizada en un medio
liquido. Los meristemas descongelados se transfieren a frascos Erlenmeyer
de 100 ml que contienen 30 ml de medio de regeneracion liquido (P6 sin
agentes solidificantes) y se colocan en un agitador rotativo a 70 rpm.

Después de una semana de cultivo en condiciones de oscuridad, los platos
Petri y los frascos se transfieren a una luz continua a 50 pE m2s?. Los
cultivos se mantienen todo el tiempo a 25 + 2°C.

Tres semanas después de la transferencia al medio de regeneracién, el nuevo
crecimiento de los meristemas congelados se determina bajo un microscopio
binocular. Se distinguen dos tipos de tejidos supervivientes, es decir, brotes
y callos no regenerados. Los callos son sistematicamente eliminados y s6lo
los brotes recuperados (Figura 11) se transfieren a los tubos de ensayo con el
medio de regeneracion para promover el consiguiente desarrollo de plantas

Figura 11. Plato Petri que contiene
racimos meristematicos testigo
(izquierda) y congelados (derecha) del
cv. Bluggoe (grupo ABB), 8 semanas
después de la crioconservacion

(barra =1 cm).




enteras. Tan pronto las plantas enraizadas alcanzan el tamafio suficiente, se
siembran en el suelo.

1.3.3 Vitrificacion por microgotas de los agregados meristematicos ‘parecidos
a coliflor’

Estemétodo esilustrado enla Figura 12. El pretratamiento, la deshidratacion,
congelacion rapida, almacenamiento, descongelacion y postratamiento son
casi idénticos a la vitrificacion por microgotas descrita en el parrafo 1.2. Por
lo tanto, abajo presentamos sélo los pasos esenciales (y distintos).

o] gl ]

Solucion de

P5+04M retratamiento PVS2
l sacarﬁsa P 20 min (0°C) \
P4 2 semanas (+25 C°) 2h
Dl 5a12
P5 subcultivos
ﬂ 4semanas deda’ 10 agregados por
s semanas gota de PSV2

sobre una tira de
papel aluminio

e x
e
MS+2,22 yM BAP [EI Nitrégeno

P6 4 a 6 semanas MS+0,3 M

liquido
4 a 5 semanas sacarosa Sol:aalggnde (_1q96 °Q)
2 dias (25°C) 15 mn >1h

Figura 12. Protocolo de vitrificacion por microgotas de los agregados meristematicos.

Pretratamiento, deshidratacién v congelacién rédpida

Los agregados de meristemas extirpados se dejan en una solucién de
pretratamiento (Apéndice 1) en un recipiente plastico de 20 ml hasta que
todos ellos estén cortados. De este modo, el tiempo de exposicién varia entre
20 minutos y 3 horas.

Después del pretratamiento, la solucién es reemplazada por 5 ml de soluciéon
PVS2 fria (Apéndice 1). Los agregados de meristemas se someten a la solucion
PVS2 por un periodo de 2 horas a 0°C. Cinco minutos antes de terminar el
tratamiento, unos 10 agregados meristematicos se transfieren a una microgota
de la soluciéon PVS2 colocada sobre una tira de papel aluminio (5x20 mm) con




un férceps y una pipeta Pasteur plastica de 2 ml (Figura 13). Para mantener
la temperatura de la tira de papel aluminio alrededor de los 0°C durante
las manipulaciones, ella se coloca en un plato Petri plastico puesto sobre
un elemento congelado. Después del tratamiento con PVS2, la tira de papel
aluminio se sumerge en nitrogeno liquido con un férceps muy fino. Para el
crioalmacenamiento permanente, el papel aluminio congelado se transfiere
rédpidamente a un criotubo de 2 ml con el nitrégeno liquido, que se sella.

Figura 13. Agregados meristematicos
en una microgota de la solucién
PVS2 (de unos 15 pl) sobre una tira
de papel aluminio (5x20 mm).

Almacenamiento, descongelacién y postratamiento

Los agregados de meristemas se mantienen en el nitrégeno liquido al menos
por 20 minutos. Para descongelar, las tiras de papel aluminio se sumergen
en 10 ml de solucién postratamiento (Apéndice 1) en un pequefio plato
Petri a temperatura ambiente. Después de pocos segundos, los agregados
meristematicos se separan del papel aluminio y se mantienen por otros
15 minutos en la solucién postratamiento. Como tal, la solucién téxica PVS2
es removida durante la descongelacion y reemplazada por una solucién
postratamiento menos toxica.

Regeneracion

Los agregados meristematicos congelados se remueven de la solucién
postratamiento y se colocan en platos Petri de 9 cm sobre dos capas de papel
filtro esterilizado encima de unos 25 ml del medio MS semisoélido libre de
hormonas, que contiene 0.3 M (= 102.6 g/L) de sacarosa.

Despuésdedosdias, el papelfiltrose remueveylosagregados meristematicos
se transfieren a platos Petri con un medio MS complementado con 2.22 ptM
de BA. La primera semana de cultivo siempre tiene lugar en la oscuridad.
Después de un maximo de seis semanas, los agregados meristematicos se
transfieren a los tubos de ensayo con el medio P6 para el posterior desarrollo
de plantas enteras (Figura 14).
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Figura 14. Brotes
regenerados de los
meristemas proliferantes,
uno del testigo y tres
de los congelados, de
los cultivares ‘Kisubi’
(grupo AB), ‘Dominico
Harton’ (platano AAB),
‘Bluggoe’ (grupo AAB) y
‘Williams' (grupo AAA)
tres meses después de la
crioconservacion.




2. Crioconservacion de suspensiones de células embriogénicas de
banano

2.1 INTRODUCCION

Ya que la mayoria de las variedades cultivadas de banano son altamente
estériles, los programas cldsicos de mejoramiento son muy lentos y
laboriosos. Ademas, en el acervo génico de los bananos no se dispone de
fuentes de resistencia contra algunos de los patégenos, como lo son los
virus. Por lo tanto, la ingenieria genética ofrece una alternativa acogida para
el mejoramiento de los bananos. En monocotiledéneas, las suspensiones
de células embriogénicas a menudo representan el material de eleccion
para la transformacion, particularmente, en los cultivos estériles como
el banano, donde los embriones zigéticos no se encuentran disponibles.
Las suspensiones de células embriogénicas actualmente representan la
unica fuente de protoplastos regenerativos en banano (Panis et al. 1993).
Al someterlos a la electroporacion, los protoplastos derivados de las
suspensiones de células embriogénicas originan una alta frecuencia de
expresion transitoria de los genes marcadores introducidos (Sagi et al. 1994).
Las células en suspension rodeadas de paredes pueden ser exitosamente
transformadas mediante bombardeo con particulas (Sagi et al. 1995) y
Agrobacterium (Hernandez et al. 1998, Remy et al 2005). De esta manera,
se introdujo en los bananos la codificacion de genes con el fin de obtener
nuevos tipos de proteinas antifungosas, igual que la resistencia a los virus.

El principal cuello de botella para la transformaciéon sigue siendo
la iniciacion de suspensiones celulares de buena calidad, es decir,
suspensiones homogéneas de células embriogénicas con una alta frecuencia
de regeneracién. La iniciacién de estos cultivos de suspensiones es dificil
y consume mucho tiempo, independientemente del material de iniciacién
utilizado (flores masculinas inmaduras, embriones zigdticos inmaduros
o meristemas proliferantes in vitro). Una vez establecidas, estas valiosas
suspensiones celulares estan sujetas a variacion somaclonal y contaminacién
microbiana. Ademas, un prolongado periodo de cultivo puede dar como
resultado una disminucién y eventualmente una pérdida total de la
capacidad morfogénica (Strosse et al. 2006, Strosse et al. 2003).

En 1990, se desarroll6 una técnica de crioconservacion para suspensiones
celulares ‘ideales” que involucra una crioproteccién con 7.5% de DMSO
(sulféxido de dimetilo) por 1 hora a 0°C, seguida por una congelacién
lenta a 1°C/minuto hasta -40°C e inmersiéon en nitrégeno liquido. Una
suspension ‘ideal” de células embriogénicas contiene una alta proporciéon de
células isodiamétricas caracterizadas por un nucleo relativamente grande,
vacuolas pequefas y granos de almidén y proteinas minimos (Figura 15).
Posteriormente, este protocolo de crioconservacién fue optimizado con el
fin de aplicarlo a células de banano menos ‘ideales’ pero también altamente




regenerativas (Panis et al. 2000a). Las suspensiones menos ‘ideales” son
mas heterogéneas y pueden contener, ademds de los agregados de células
embriogénicas, células con vacuolas grandes y alongadas, células con
un citoplasma muy denso, pero granular, o células con grandes granos
de almidén y globulos organizados. Recientemente, fueron recuperadas
suspensiones celulares de banano después de 15 afios de almacenamiento

Figura 15. Suspensiones de células embriogénicas del cultivar Bluggoe (grupo
ABB).

en nitrégeno liquido (resultados no publicados). La habilidad de producir
embriones somaéticos permanece intacta. También se pudo iniciar
suspensiones de células embriogénicas a partir de material congelado. Estas
suspensiones reiniciadas demostraron retener su aptitud comparable con
los testigos no congelados (Panis et al. 2005b).

2.2 MATERIAL VEGETAL

2.2.1 Material inicial

Los estudios mads recientes publicados sobre la crioconservacién de las
suspensiones de células de banano, muestran algunas diferencias en los
procedimientos dependiendo del tejido utilizado como material inicial para
empezar las suspensiones celulares. En estas guias se considerardn dos
diferentes tipos de suspensiones: (i) suspensiones derivadas de las flores
masculinas (Cote et al. 1996) y (ii) suspensiones derivadas de los cultivos
de meristemas proliferantes (Schoofs 1997, Strosse et al. 2006, Strosse et al.
2003).




Suspensiones de células derivadas de los cultivos de meristemas proliferantes

Las suspensiones celulares se mantienen en un medio liquido ZZ (Apéndice 1)
en un vibrador rotativo a unas 70 rpm y a 25 + 2°C.

Suspensiones de células derivadas de las flores masculinas

Las suspensiones celulares se mantienen en un medio liquido MA2
(Apéndice 1).

2.3 CRIOCONSERVACION DE SUSPENSIONES DE CELULAS

2.3.1 Precultivo

Este paso se recomienda solo para las suspensiones celulares derivadas de
flores masculinas. Las células se cultivan por 24 horas en un MA2 liquido
complementado con 180g/L de sacarosa.

2.3.2 Crioproteccion

Las suspensiones de células se crioconservan siempre y cuando se
encuentren en su fase de crecimiento exponencial. El crecimiento celular
exponencial usualmente tiene lugar de 7 a 10 dias después del ultimo
subcultivo.

Se les permite a las células establecerse en un tubo graduado de centrifuga
y se remueve el medio viejo.

Se afiade el nuevo medio liquido ZZ!' con 180 g/L de sacarosa hasta
obtener un volumen final de células establecidas de 30%.

Un volumen igual del medio estéril ZZ! +180 g/L de sacarosa que
contiene 15% (v/v) de sulféxido de dimetilo (DMSQO) se transfiere
gradualmente a la suspensién concentrada de células durante un
periodo de una hora a temperatura ambiente.

Como tal, la solucién crioprotectora final, en soluciones derivadas tanto
de flores masculinas, como de los cultivos meristematicos, contiene 7.5%
de DMSO y 180 g/L de sacarosa.

2.3.3 Congelacién y almacenamiento

Para una congelacion lenta, algunos laboratorios utilizarian congeladores
electrénicos programables donde el refrigerante es el nitrégeno liquido. Ya
que al autor no conoce laboratorios que hayan aplicado este equipo para
las células de banano, aqui se discute sélo el uso del bafio de metanol y el
Contenedor de Congelacion Nalgenem™ cryo 1°C

!'El medio ZZ es reemplazado por el medio MA2 cuando se utilizan células procedentes de flores masculinas.




Congelacién lenta en bafio de metanol

Muestras de 1.5 ml de suspensiones de células crioprotegidas se transfieren
a criotubos de 2 ml y se colocan en un bafio de metanol agitado (Cryocool
CC-60, Exatrol y agitador de Neslab, Portsmouth, New Hampshire,
EEUU). Este bafio de metanol se refresca a una tasa de 1°C/minuto desde
temperatura ambiente hasta -40°C.

Tan pronto se obtiene la temperatura de -7.5°C, los criotubos se sumergen
por 3 segundos en nitrogeno liquido para iniciar la cristalizacion del
medio protector. Luego los criotubos se enfrian hasta -40°C. Después de
30 minutos a -40°C, los criotubos se sumergen en nitrégeno liquido (-196°C)
para el almacenamiento posterior.

Congelacion lenta utilizando el contenedor de congelacién Nalgene™ cryo 1°C

Los criotubos que contienen 2 ml de suspensiones de células crioprotegidas
se colocan en un contenedor de congelacién Nalgene™ cryo 1°C. Este
sencillo dispositivo para congelacion consiste de un contenedor plastico
que contiene 250 ml de isopropanol (Figura 16). Su transferencia a un
congelador (-80°C) permite una tasa de enfriamiento de alrededor de 1°C/
minuto.

En ambos casos, la disminucién de la temperatura dentro del criotubo
dentro del contenedor de congelacion es controlada utilizando una sonda
de temperatura que se coloca en un criotubo testigo que contiene 1.5 ml del
medio crioprotector.

Figura 16. Congelacion lenta utilizando Nalgene™ cryo 1°C con sonda de temperatura.
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2.3.4 Descongelacion y recuperacion

Después del almacenamiento, los criotubos se descongelan rapidamente
en un vaso con agua esterilizada a 40°C por unos 1.5 a 2 minutos hasta
derretirse la mayor parte de hielo.

Suspensiones de células derivadas de los cultivos de meristemas proliferantes

Las células descongeladas se colocan en un medio semisélido ZZ o RD1
(Apéndice 1) en platos Petri de 90 mm. El medio RD1 se aplica cuando se
requiere obtener plantulas regeneradas a partir del material crioconservado.
El medio semisdlido ZZ se utiliza cuando se debe restablecer un cultivo
de suspensiones de células embriogénicas. Durante la primera semana
después de la crioconservacion, los platos Petri siempre se colocan en un
lugar oscuro (Figuras 17 A, B, C).

Figura 17. (A) Nuevo crecimiento después
de 4 semanas en un medio semisélido de

suspensiones de células embriogénicas no
congeladas (izquierda) y congeladas (derecha)
de ‘Bluggoe’ (grupo ABB); (B) Masa de
embriones somaticos que se originan a partir
de un cultivo de células congeladas; (C) Plantas
de invernadero obtenidas a partir de una
suspension de células congeladas.




Suspensiones de células derivadas de flores masculinas

Las células descongeladas se colocan en un medio semis6lido MA2 por 24 horas
en los platos Petri de 90 mm. Después de 24 horas, las células se transfieren a
un medio MA3 para el consiguiente desarrollo de los embriones somaéticos
regenerados a partir de la suspensién de células, 0 a un medio MA2 cuando se
debe restablecer un cultivo de suspensiones de células embriogénicas.

2.3.5 Prueba de viabilidad de las suspensiones de células

La viabilidad quimica de las células se determina mediante una prueba
de diacetato fluorescente (FDA) (Widholm 1972), ya que las células
supervivientes muestran un gran brillo fluorescente bajo la iluminacién
ultravioleta (Figura 18).

Sino se dispone de un microscopio fluorescente, se puede aplicar la prueba
de reduccién de cloruro 2,3,4-trifenilo de tetrazolio (TTC) (Dixon 1985). Las
células supervivientes convierten el TTC incoloro en cristales de formazan
rojos que pueden ser observados bajo un microscopio ordinario.

Figura 18. Suspension de
células embriogénicas del
cv. ‘Bluggoe’ (grupo ABB),
crioprotegida con 5% (v/v)
de DMSO, congelada en
nitrégeno liquido, tenida
con FDA y observada

bajo una luz ultravioleta.
Las pequenas células
embriogénicas muestran
un gran brillo fluorescente,
mientras que las estructuras
mas grandes muestran una
fluorescencia mas difusa
(barra = 100 pm).




3. Crioconservacion de embriones zigéticos de banano

3.1 MATERIALES Y METODOS

Este método de crioconservaciéon requiere de embriones zigbticos
desarrollados completamente extraidos de las semillas maduras de
Musa. La fruta es cepillada y lavada con agua corriente y jabon liquido. A
continuacion, la fruta se esteriliza con un blanqueador comercial de 20%
(v/v) por cinco minutos y se enjuaga tres veces con agua esterilizada.

El banano se pela bajo condiciones asépticas utilizando un gabinete de
flujo laminar. Después de extraer las semillas, se aisla el embrién zigético
utilizando un microscopio estereoscépico. Debido a que el embrién zigético
se localiza justamente por debajo del ‘opérculo’, es importante utilizar el
escalpelo y hacer un corte longitudinal muy preciso alrededor del ‘tapén
del micropilo’ (Figura 19).

Tapén del
micropilo

Micropilo

Embrién
zigotico

Endospermo

Chalaza

Tegumento
externo

<4— Direccion del corte longitudinal

Figura 19. Representacién grafica del corte longitudinal de una semilla de banano.

3.1.1 Precultivo

Los embriones se transfieren por 5 horas en el medio descrito por Escalant y
Teisson (1987) que consiste de nutrientes minerales de Murashige y Skoog con




macroelementos a mitad de su poder, vitaminas de Morel, 60 g/L de sacarosa, y
2mg/L de gelrite. El pH se ajusta a 5.8 previo a someterlos a la autoclave.

3.1.2 Deshidratacion

Luego, los embriones se deshidratan bajo el aire esterilizado de un gabinete de
flujo laminar. No obstante, dependiendo tanto de las condiciones de laboratorio
como de la especie de banano, el periodo de desecamiento puede requerir
algunos ajustes (ver Tabla 1). Por lo tanto, se recomienda tener un estimado
del tiempo requerido para obtener un contenido de agua de alrededor de 14%
(% de peso fresco) en los embriones, ya que se comprobd que este contenido de
agua es 6ptimo y proporciona la tasa més alta de recuperaciéon después de la
descongelacion. Para Musa acuminata y Musa balbisiana, este contenido de agua
se logra después de 1.5 y 2 horas de deshidratacion, respectivamente.

3.1.3 Congelacién

La congelacion de los embriones se realiza en criotubos de 2 ml mediante la
inmersion directa en nitrégeno liquido.
3.1.4 Descongelaciéon y recuperacion

Tabla 1. Evolucion del contenido de agua de embriones extirpados de Musa acuminata y
M. balbisiana como una funcién de duracion de deshidratacion.

Contenido de agua (% de peso fresco)*

Tiempo (h) M. acuminata M. balbisiana
0 64 79
0.5 26 37
1.0 20 28
1.5 15 19
2.0 11 14
2.5 8 11
3.0 6 9

(*) Promedio de 3 experimentos con 3 réplicas de 12 embriones cada una.

Los embriones se descongelan rdpidamente calentando los frascos con
muestras en bafio Maria a 40°C por unos 2 minutos. Para la regeneracion,
los embriones se colocan en el medio descrito anteriormente (Escalant and
Teisson 1987) complementado con 0.5 mg/Lde BA. Los cultivos se mantienen
en la oscuridad por un periodo de cuatro semanas aproximadamente.
Luego, los embriones germinados se transfieren al medio de enraizamiento
y desarrollo (medio MS sin hormonas).

En vista de su eficacia y simplicidad, la técnica de crioconservacion
establecida para los embriones de M. acuminata y M. balbisiana podria ser
aplicada con utilidad en el futuro para el almacenamiento a largo plazo del
germoplasma de los diploides fértiles de Musa.




4. Discusion y perspectivas

4.1 CRIOCONSERVACION DE LOS MERISTEMAS DE BANANO

4.1.1 Vitrificacion por microgotas de los meristemas apicales de banano

Varios genotipos diferentes de Musa han sido crioconservados utilizando
este protocolo (Thinh et al. 1999, Panis et al. 2005a). Los porcentajes de
regeneracion después de la descongelacion varian entre 20 y 85% (con
un promedio de 53%). Estos porcentajes de recuperacion no dependen
relativamente del genotipo. Sin embargo, se observé que los genotipos con
mas genomas B sobreviven significativamente mejor que aquellos que sé6lo
tienen el genoma A (Panis et al. 2005a). La observacién bajo un microscopio
de la recuperacion de los meristemas crioconservados (Helliot et al. 2003)
ha revelado que:

(i) todo el domo del meristema aislado sobrevive a la exposicién al nitrégeno
liquido, y

(ii) no se forman callos que no puedan ser regenerados después de la
crioconservacion. Por lo tanto, es poco probable que ocurra la variaciéon
somaclonal.

Las principales limitaciones de este procedimiento son las siguientes:

* Las tasas de viabilidad o regeneracion después de la crioconservacion
varian de acuerdo al operador. Se requiere una experiencia considerable
en la diseccién de los pequefios y fragiles meristemas apicales antes de
poder aplicar este protocolo (utilizando este método s6lo 60 meristemas
pueden ser extirpados y crioconservados en un dia).

* Muchos meristemas superviven pero se tornan negros y no son capaces
de formar brotes regenerativos. Por lo tanto, es necesario optimizar las
condiciones de regeneracion.

* Las bajas tasas de crecimiento pueden ser debido a la baja calidad de los
meristemas (puntas que estan dafiadas ligeramente o no se encuentran en
la etapa correcta o estdn demasiado o poco cubiertas por los primordios
foliares). Por lo tanto, se podria mejorar la calidad de las plantas donantes
(mas iluminacién, menos plantulas en contenedores).

* Usando el método de vitrificacién por microgotas, algunos investigadores
han mostrado cierta preocupacién con respecto a los efectos del contacto
directo del nitrégeno liquido con el material vegetal. Sin embargo, los
supuestos problemas como la contaminacion y pérdida de material nunca
aparecieron en el laboratorio del autor.




Este protocolo de vitrificacion por microgotas fue aplicado con éxito
recientemente a una gran variedad de especies de plantas como la papa,
ulluco, patatas dulces, achicoria, fresa, taro, pelargonio, palma datilera,
tomillo, olivo y lapulo, y por lo tanto, podria ser considerado como el
primer protocolo aplicable generalmente (Gallard et al. 2008, Sanchez-
Romero y Panis 2008, Sant et al. 2008, Marco et al. 2007, Panta et al. 2006).

4.1.2 Crioconservacion de agregados de meristemas

La parte més laboriosa de la crioconservacién de este tipo de material es
la preparaciéon de los cultivos altamente proliferantes. La calidad de los
agregados meristematicos “parecidos a la coliflor” puede ser muy pobre
para utilizarlos en los experimentos de crioconservacion (la calidad del
tejido meristematico versus el tejido del cormo es muy baja y/o los explantes
muestran demasiado ennegrecimiento). Esto puede deberse al hecho de que
el cultivar pertenece a un grupo genémico ‘dificil” (por ejemplo, bananos
de altiplanos de Africa Oriental y muchos platanos). Anteriormente, la
proliferaciéon se obtenia so6lo utilizando el medio BA en concentraciones
extremadamente altas, casi téxicas (100 uM). Por lo tanto, el cultivo
prolongado en 100 uM del medio que contiene BA a menudo resulta en la
disminucién de la calidad de los cultivos (la pérdida de las caracteristicas
tipicas de “parecidos a la coliflor”). Recientemente, el uso de las citoquininas
alternativas como el tidiazurén (TDZ) a una concentracién mads baja (1 pM)
demostré aumentar las tasas de proliferacion (Strosse et al. in press).

4.1.3 Método sencillo de congelaciéon

Un protocolo de congelacién sencillo fue aplicado a 36 cultivares de banano
pertenecientes a 8 grupos gendmicos (Panis et al. 2002). Los resultados fueron
extremadamente dependientes del genotipo. Los mejores resultados (hasta
un 70% de nuevo crecimiento) han sido obtenidos con los cultivares ABB
como Bluggoe, Cachaco y Monthan. Los resultados intermedios (alrededor
de 25% de nuevo crecimiento) fueron alcanzados con los bananos de postre
AAA 'y los bananos AAB. Los platanos y diploides AAB respondieron mal
generalmente. Para todos los cultivares bajo investigacion pertenecientes a
estos grupos gendmicos, las plantas fueron regeneradas y cultivadas en el
invernadero. Sin embargo, la mayoria de los bananos de altiplanos AAA no
fueron capaces de aguantar una sencilla congelacion.

Con respecto a este método de congelacién sencilla, a menudo se observa
el ennegrecimiento debido a la oxidacién de los polifenoles cuando los
meristemas descongelados se colocan en un medio semisélido. Esto puede
provocar efectos citotoxicos y también puede dar como resultado que
los agrupados recuperados estén rodeados por una capa impermeable,
previniendo de este modo la absorciéon de nutrientes para el crecimiento.
Uno de los métodos para vencer este problema consiste en utilizar un
medio de regeneracion liquido con el fin de diluir los polifenoles liberados.




Esto dio como resultado el aumento de los porcentajes de regeneracion de
mas del 20%.

4.1.4 Vitrificaciéon por microgotas de los agregados de meristemas ‘parecidos a la
coliflor’

Se descubrié que los porcentajes de un nuevo crecimiento después de
descongelacion de los meristemas precultivados en aztcar son mas altos
que los de los cultivados en un medio P4 normal. El precultivo en sacarosa
parece aumentar la tolerancia de los meristemas no solo a la solucién
PVS2, sino también a los eventos dafiinos que tienen lugar durante el
proceso de congelacion. Al comparar los resultados de la vitrificacion por
microgotas de los agregados de meristemas ‘parecidos a la coliflor” con
aquellos obtenidos utilizando el método sencillo de congelacién para el
mismo cultivar, se observé un aumento en los porcentajes de viabilidad
para casi todos los cultivares. El aumento en la regeneracion después de la
descongelacién para los bananos ABB es limitado. La recuperacion sigue
estando entre 50 y 70%. Para los bananos AAA de postre y bananos AAB, el
aumento de los porcentajes de regeneracién se remonta a 30-50%, mientras
que para los platanos se logré 20-30%. Los bananos de altiplanos AAA
que demostraron ser recalcitrantes hacia la crioconservacién utilizando la
congelacion sencilla, dieron una tasa de supervivencia de 0-20% mediante
el método de vitrificacion por microgotas.

Para la mayoria de las especies de plantas, la deshidratacion 6ptima de los
tejidos meristematicos con el PVS2 se obtiene después de 10 a 30 minutos
(Takagi 2000). Entre las excepciones se encuentran los brotes apicales de la
patata dulce y dela pifia, que deben ser tratados con el PVS2 por 100 minutos
y 7 horas respectivamente (Plessis y Steponkus 1996, Gonzalez-Arnao et al.
1998). La duracion de este tratamiento debe ser optimizada caso por caso, ya
que debe producirse una deshidratacion suficiente para evitar la formacién
de los cristales de hielo letales durante la congelacién. Al mismo tiempo
es necesario tomar cuidados para prevenir el tratamiento con la solucién
potencialmente toxica que dafia irreversiblemente el tejido. En el caso de los
cultivares de banano proliferantes precultivados en sacarosa, se observé que
las tasas 6ptimas de regeneracion después de la descongelacion se obtienen
generalmente después de 2 a 2.5 horas de tratamiento con el PVS2. Las tasas
de supervivencia después de 3 horas para la mayoria de los cultivares son
considerablemente mas bajas, debido probablemente a la toxicidad de esta
solucion altamente concentrada.

4.1.5 Optimizacién de protocolos

Para facilitar el desarrollo de protocolos de crioconservaciéon ain mds
eficaces, se requiere un mejor conocimiento de la base fisicoquimica de
la crioconservacion. Esto sélo puede ser aclarado a través de estudios
fundamentales que involucran tanto el andlisis termal como un examen




profundo delos distintos parametros que influencian el criocomportamiento,
composicion de las membranas, estrés oxidativo y proteinas protectoras. En
el marco de un proyecto de investigaciéon europeo (CRYMCEPT, ver http:/ /
www.agr.kuleuven.ac.be/dtp/tro/CRYMCEPT/) y European Union COST
Action (http:/ /www.agr.kuleuven.ac.be/dtp/tro/cost871/Home.htm)
estos pardmetros estdn siendo investigados para diferentes especies de
plantas y entre ellas, el banano.

Hemos demostrado que una fase de precultivo en un medio con elevado
contenido de concentracion de sacarosa es esencial para que los cultivos
de meristemas de banano se vuelvan tolerantes a la crioconservacion.
Existen numerosas practicas aceptables de precultivo en sacarosa para el
mejoramiento de la resistencia a la congelacién. El precultivo en sacarosa
resulta en una reduccién lenta del contenido de humedad (Uragami 1991,
Engelmann y Duval 1986, Zhu et al. 2006) debido a su efecto osmético y de
absorcion de la sacarosa, bajando de este modo el punto de congelaciéon y
la cantidad de agua a congelar. Los azticares también pueden mantener el
estado cristalino liquido de las capas dobles de las membranas y estabilizan
las proteinas bajo condiciones de congelacion (Kendall et al. 1993). Un
efecto indirecto de la sacarosa, que provoca un ligero estrés osmoético en el
tejido, podria provenir de la acumulacién de los compuestos que protegen
contra el estrés hidrico, como la prolina (Delvallée et al. 1989). En el banano,
hemos determinado que el precultivo en sacarosa induce cambios en
proteinas (Carpentier et al. 2005, 2007), componentes de las membranas,
azucares y poliaminas (Zhu et al. 2006), incluso para cultivares que poseen
distintas habilidades para la crioconservacién. Estos andlisis revelaron
que el proceso crioprotector inducido por el precultivo en el azticar es
extremadamente complejo: ademds de los cambios en esteroles, dcidos
grasos y poliaminas, y la produccién de proteinas protectoras especificas,
aun podrian existir pardmetros o factores limitantes involucrados como la
capacidad para la erradicaciéon de radicales libres. Confiamos que cuando
se determine el método exacto para el precultivo en sacarosa con respecto
a la crioconservacion, los distintos protocolos de crioconservacién seran
optimizados con una mayor eficacia.

A menudo, la ausencia de la reproducibilidad representa un factor que
limita la aplicacion habitual de crioconservacion (Benson et al. 1996, Reed
et al. 2001, 2004). Sin embargo, los investigadores de INIFAT (Instituto
Nacional de Investigacion Fundamental en Agricultura Tropical, Cuba) y
FONAIAP (Fondo Nacional de Investigaciones Agropecuarias, Venezuela)
(Surga et al. 1999), han aplicado exitosamente el método sencillo de
congelacion. En INIFAT, se obtuvo un porcentaje de supervivencia después
de la descongelacion de 34% para el cultivar local ‘Burro criollo” (IPGRI
1996). Igualmente, el protocolo de vitrificacion por microgotas fue aplicado
con éxito al banano en NBPGR (National Bureau for Plant Genetic Resources),
New Delhi, India (Agrawal et al. 2004).




4.1.6 Crioconservacion de la coleccion de bananos

Actualmente, la vitrificaciéon por microgotas de los meristemas apicales,
igual que la vitrificacién por microgotas de los agregados meristematicos
‘parecidos a la coliflor’, estan siendo aplicados en la coleccion de Musa.
El método sencillo de congelacién no se esta aplicando mas para estos
propositos en vista de los porcentajes relativamente bajos de regeneracion
después de la descongelacién, obtenidos para la mayoria de los grupos
gendmicos. En la Tabla 2 se compara el trabajo requerido para los dos
métodos que estan actualmente aplicados.

Tabla 2. Comparacién del trabajo requerido para realizar dos protocolos de crioconserva-
cion.

Método de Tempo de trabajo cvs/personal Tiempo necesario Cultivares

congelacion horas’ aio? mes?

Vitrificaciéon 30 a 40 59 a 44 12a13 ABB

de los agregados AAB

proliferantes algunos platanos
AAB, ...

Vitrificaciéon 60 a 70 29 a 25 8a9 bananos AAAh

de los meristemas Musa acuminata

individuales algunos platanos
AAB, ...

' Tiempo calculado necesario para preparar el medio de cultivo y cultivos de meristemas seguido por
la crioconservacion. Para cada cultivar se realizan 3 repeticiones con al menos 6 criotubos para cada
repeticion que contienen de 10 (vitrificacion de meristemas individuales) a 20 (vitrificacién de agre-
gados proliferantes) explantes. Para cada repeticién se descongelan al menos tres muestras represen-
tativas (tubos) y se verifica la recuperacion.

21 aflo = 220 dias laborables (8 h/dia).

3 Empezando con 2 tubos hasta que toda la accesién esta almacenada de manera segura en
nitrégeno liquido (3 repeticiones).

El método que requiere més trabajo (vitrificacion de meristemas apicales
extirpadas de las plantas enraizadas in vitro) solo se aplicard a los cultivares
dificiles para crioconservar con otros métodos (por ejemplo, a los bananos
de altiplanos AAA). Para las accesiones de banano, pertenecientes al
grupo ABB y los bananos AAB (que no son pldtanos), siempre se aplica la
vitrificaciéon por microgotas de agregados proliferantes, mientras que para
Musa acuminata y los bananos de altiplanos de Africa Oriental el método
preferido es la vitrificacion por microgotas de meristemas apicales. Para
todas las otras accesiones el método de eleccion se basa en (i) el grado de
proliferacion de los agregados meristematicos que se obtienen después de
tres ciclos de subcultivo en un medio que contiene altas concentraciones
de citoquinina y (ii) la supervivencia de los agregados meristematicos
proliferantes después de un ensayo preliminar de crioconservacion.




Para decidir si el experimento de crioconservacion es exitoso o no, usamos
el modo de célculo desarrollado por Dussert y colaboradores (2003). Estos
calculos han sido aplicados a todos nuestros datos. Un experimento es
considerado exitoso siempre que la posibilidad de regenerar al menos un
brote del material almacenado sea mas del 95%. Esta probabilidad depende
de:

i) numero de explantes almacenados a largo plazo en nitrégeno liquido
P go p 25 q
(variando entre 30 y 50);

(ii) ndmero de explantes descongelados (variando entre 16 y 50); y
(iii) porcentaje (%) de regeneracion después de la descongelacion.

Un experimento que conduce a un bajo nivel de probabilidad no sera
considerado exitoso, independientemente de su porcentaje de regeneracion.
En estos casos, se efectuard una nueva repeticion.

Consideramos una accesiéon de banano conservada ‘con seguridad” si se
completan tres experimentos independientes (y exitosos). De acuerdo a
estos requisitos actualmente estamos almacenando en nitrégeno liquido
655 accesiones pertenecientes a 30 diferentes grupos gendémicos de banano
(situacién a finales de 2008).

4.2 SUSPENSIONES DE CELULAS
4.2.1 Pretratamientos

A menudo en los protocolos de crioconservacion se incluye una fase de
crecimiento previo para aumentar la tolerancia de los cultivos de tejidos a la
congelacién. Compuestos activos osmoéticamente como sorbitol o mannitol
se afiaden para reducir el agua celular antes de la congelacién, reduciendo
asi la cantidad de agua disponible para la formacién de hielo letal (Withers
y Street 1977). En el caso de las células de banano, se descubrié que la
deshidrataciéon osmética con mannitol al 6% (w/v) por 2 o 7 dias no afecta
la viabilidad después de la crioconservacion (resultados no publicados). Sin
embargo, para una suspension de células derivadas de brotes masculinos
de Musa acuminata, el precultivo con 180 g/L de sacarosa durante 24 horas
mostrd ser beneficioso (Cote et al. 2000).

4.2.2 Crioproteccion

Se examinaron diferentes soluciones crioprotectoras, que consistian del
medio MS con 30 g/L de sacarosa incluyendo el DMSO (a 2.5, 5, 7.5, 10
y 15% (v/v)), glicerol (a 5, 10 y 15% (v/v)), prolina (a 10% (v/v)), y una
mezcla crioprotectora (que contiene 0.5 M de Glicerol, 0.5 M de DMSO y
1 M (=342 g/L) de sacarosa). Aunque todos los tratamientos dieron como
resultado, de acuerdo a la prueba de viabilidad de FDA, la supervivencia de
las células congeladas, s6lo el DMSO a 5, 7.5 y 10% (v/v) dio un crecimiento
satisfactorio después de la descongelacion. La adicién de niveles de sacarosa




mas altos (180 g/L) a la solucién crioprotectora tuvo, para la mayoria
de las suspensiones, un efecto positivo sobre el porcentaje de viabilidad
de FDA vy, lo que es mas importante, sobre el crecimiento después de la
descongelacion. Este hecho también se observé en los callos embriogénicos
de la cafia de aztcar (Martinez-Montero et al. 1998).

4.2.3 Congelacion

Un crecimiento comparable después de la descongelacion se obtiene
utilizando el bafio de metanol y Contenedor de Congelaciéon Nalgene™
cryo 1°C, con tal de que los criotubos se transfieran al nitrégeno liquido
tan pronto se obtenga la temperatura de—40°C. Si el Contenedor de
Congelacion Nalgene™™ cryo 1°C se deja durante la noche en un congelador
con temperatura de -80°C, no se observa recuperacion después de la
descongelacion. El uso del Contenedor de Congelacién Nalgene™ cryo
1°C también mostré ser muy eficaz para las suspensiones de células
embriogénicas iniciadas a partir de flores masculinas (Cote et al. 2000).
Su principal ventaja consiste en que no se necesita un equipo costoso
(exceptuando el congelador para alcanzar -80°C) para controlar el
congelamiento lento.

4.2.4 Tratamientos después de la congelacion

La remocion de la soluciéon crioprotectora ‘potencialmente toxica’
inmediatamente después de la descongelacion y su reemplazo por un
medio liquido sin crioprotectores, antes de transferir los cultivos a un medio
semis6lido, da como resultado una pérdida completa de la capacidad de
nuevo crecimiento y las células se tornan blancas. La transferencia directa
de las células a un medio liquido que somete las células a estrés similar
al de lavado después de descongelacion, igualmente resulta en fallo de
crecimiento. El nuevo crecimiento sélo puede ser logrado cuando las células,
aun suspendidas en la solucién crioprotectora, se transfieren directamente a
un medio semisoélido.

Utilizando el protocolo optimizado para crioconservaciéon descrito
anteriormente, KULeuven actualmente estd almacenando en nitrégeno
liquido més de 2700 criotubos que contienen suspensiones de células
embriogénicas pertenecientes a 19 cultivares de banano diferentes.
Recientemente, se recuperaron suspensiones celulares de banano después
de 15 afios de almacenamiento. La habilidad de producir embriones
somaticos permaneci6 intacta y se podria establecer nuevas suspensiones
de células embriogénicas a partir del material congelado.

El hecho de que algunas suspensiones celulares de banano no son capaces
de resistir la crioconservaciéon podria ser considerado como una razén
para la futura optimizacién del protocolo de crioconservacion. En adicién
al procedimiento mds convencional, que involucra congelacién lenta
en presencia de una solucién crioprotectora que a menudo contiene el




DMSO, también se informo sobre la obtencién de una crioconservaciéon
exitosa después de la vitrificaciéon (Watanabe et al. 1995, Huang et al. 1995,
Nishizawa et al. 1993, Sakai et al. 1990), encapsulacién-deshidratacion
(Bachiri et al. 1995, Swan et al. 1998), encapsulacién-vitrificacion (Gazeau
et al. 1998), encapsulaciéon combinada con la congelacion lenta (Gazeau et
al. 1998) y vitrificaciéon combinada con la congelaciéon lenta (Wu et al. 1997).
Sin embargo, ya que las suspensiones de células, que son recalcitrantes al
protocolo de crioconservacion descrito anteriormente, no se regeneran, ellas
no se usaran en la ingenieria genética. Por lo tanto, su conservaciéon podria
ser de valor mads bien cientifico que préctico.
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Apéndice 1. Composicion de medios y soluciones

Medio MS (Murashige y Skoog 1962)

Componentes MS
Sales inorganicas

Concentracion (mg/L)

Cloruro de calcio 332.02
Nitrato de ammoniaco (NH;NO3) 1650
Sulfato de magnesio 80.70
Acido borico (H3;BO3) 6.2
Cloruro de cobalto (CoCl, - 6H,0) 0.025
Sulfato de cobre (CuSO, - 6H,0) 0.025
Sulfato de manganeso (MnSQO;, - H,0) 16.90
Yoduro de potasio (KI) 0.83
Nitrato de potasio (KNO3) 1900
Fosphato de potasio (KH,PO,) 170
Molibdato de sodio (Na,MoO, - 2H,0) 0.25
Sulfato de zinc (ZnSO, - 7H,0) 8.60
Fuente de hierro

Sodio EDTA (Na, - EDTA) 37.26
Sulfato ferrico (FeSO, - 7H,0) 27.80
Vitaminas

Mio-inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCL 0.5
Tiamina HCI 0.5
Glicina (forme libre) 2.00
Vitaminas de Morel (Morel 1950)

Pantotenato de calcio 1
Mio-inositol 100

Acido nicotinico

Piridoxina HCL

Tiamina HCI

Biotina

0.01




Medio P5

Medio MS complementado con sacarosa de 30g/L, 10 uM de BA, 1 pM
de IAA, 2 g/L de gelrita 0 5 g/L de agar (Banerjee y De Langhe 1985).
(pH:5.8).

Medio P4

Medio P5 con una concentracién de BAP 10 veces mas alta (100 uM).

Medio de precultivo (PCM)

Este medio contiene todos los elementos del P5 pero los niveles de sacarosa
estdn aumentados hasta una concentracion final de 0.4 M (=136.8 g/L).

Medio de regeneracion P6
Medio P5 con una concentraciéon de BAP 10 veces més baja (1 pM).

Solucién de pretratamiento

Componentes del medio MS diluidos en agua complementada con 2 M de
glicerol y 0.4 M (=136.8 g/L) de sacarosa; el pH es ajustado a 5.8. La solucion
es esterilizada a través de un filtro (0.22 pm).

Solucién PVS2

Consiste de glicerol a 30% (w/v) (3.26 M), etileno glicol a 15% (w/v)
(242 M) (EG), DMSO a 15% (w/v) (1.9 M) y 0.4 M (= 136.8 g/L) de sacarosa
(Sakai et al. 1990). Todos estos componentes se disuelven en el medio MS, el
pH es ajustado a 5.8 seguido por una esterilizacion con filtro (0.22 um).

Solucién postratamiento

El filtro es esterilizado (0.22pm), la soluciéon postratamiento consiste de
1.2 M (410.4 g/L) de sacarosa disuelta en el medio MS. (pH:5.8).

Medio ZZ

Macro elementos y hierro de MS a mitad de su poder, microelementos de
MS, 5 uM 2,4-D, 1 pM de zeatina, vitaminas estindar de MS, 10 mg/L de
acido ascérbico, y 30 g/L de sacarosa. (pH:5.8).

Medio RD1

Macroelementos y hierro de MS, microelementos de MS, 1 pm de BA,
vitaminas estdndar de MS, 100 mg/L de mio-inositol, 10 mg/L de acido
ascorbico, 30 g/L de sacarosa y 2 g/L de gelrita (pH 5.8).




Medio MA2

Macro y microelementos de MS, biotina 1 mg/L, glutamina 100 mg/L,
extracto de malta 100 mg/L, 2,4-D 1 mg/L y sacarosa 45 g/L (pH 5.3).

Medio MA3

Sales inorganicas Concentracion (mg/L)
KNO,4 2500
CaCl, - 2H,0 200
MgS0, - 7 H,0 400
NH4H,PO, 300
MnSO, - H,0 10
H3BO; 5
Zns0, - 7H,0 1
Kl 1
CuSO, - 5H,0 0.2
NaMoO, - 2H,0 0.1
CoCl2 0.1

Fuente de hierro
FeSO, - 7H,0 15
Na,DTA 20

Vitaminas MS

Otros componentes

ANA 0.2
Zeatina 0.05
2iP 0.2
Kinetina 0.1
Lactosa 10 g/L
Sacarosa 45 g/L
Agarosa 7 g/l

pH5.3




Apéndice 2. Equipo basico requerido

Herramientas (forceps y escalpelos)
Fuente de nitrégeno liquido (LN)
Criotanques -1 para el almacenamiento del nitrégeno liquido

- 1 para almacenar el material vegetal con enrejado o cajas
(2 para seguridad)

Cajas de poliestireno
Recipientes de Dewar
Criotubos esterilizados de 2 ml y portador de criotubos (12 x 12)

Bafio de metanol de agitaciéon (-40°C) o contenedor de propanol, bafio de
alcohol (por ejemplo, Contenedor de Congelaciéon Nalgene™ cryo 1°C)
o Congelador programable (sélo para los propdsitos de investigaciéon o
aplicaciones a gran escala) o (congelador para -70°C o -80°C + Mr. Freeze)

Quimicos (DMSOQO, PEG, etc.)

Microscopio estereoscépico binocular (con una buena fuente de luz)
Microscopio de fluorescencia (opcional)

Equipo de seguridad: guantes y lentes (para manipular nitrégeno liquido)
Bafio Maria (o agua tibia en un recipiente pléstico)

Termometro

Temporizador

Hielo picado y bloques de hielo




Apéndice 3. Lista de abreviaturas

24D 2,4-acido diclorofenoxiacético
BA, BAP 6-benzilaminopurina
DMSO sulféxido de dimetilo

EG glicol de etileno
FDA diacetato fluorescein
IAA acido indoleacético
LN nitrégeno liquido

Medio MS medio Murashige y Skoog
PEG glicol de polietileno

TTC Cloruro de trifenilo tetrazolio
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