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CRIOPRESERVACAO DE SUSPENSAO CELULAR DE BANANEIRA
POR CONGELAMENTO LENTO
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A obtencdo de suspensfes celulares embriogénicas (SCE) de bananeira a partir de calos
embriogénicos € um processo lento e laborioso. Uma vez obtidas, as SCE sdo mantidas
com subcultivos semanais, o que demanda cuidados para evitar contaminacdes e perda da
gualidade e viabilidade das células. A criopreservacdo € uma estratégia que permite a
conservacdo de SCE de qualidade por longos periodos. Entre as técnicas de
criopreservacdo, o0 congelamento lento € uma técnica utilizada com sucesso para
suspensfes celulares. Durante o congelamento lento, as solucdes extracelulares sdo
nucleadas e as células sé@o criodesidratadas durante o resfriamento controlado, como
consequéncia do gelo extracelular, até o ponto em que seus fluidos intracelulares vitrificarao
guando transferidas para nitrogénio liquido. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
resposta a criopreservacdo por congelamento lento de suspenséo celular da cultivar
bananeira Prata Ana. A SCE na fase de crescimento exponencial, ou seja, 7 dias ap6s o
Gltimo subcultivo, foi diluida para concentracdo de 30% de volume celular estabilizado em
meio de pré-cultivo (Y2 MS, 5 pM 2,4-D, 1 uM zeatina, 10 mg.L™ &cido ascérbico, 180 g.L™*
de sacarose. pH 5.8). Em seguida mm volume igual de meio contendo sacarose 180 g/l +
15% de dimetilsulféxido (DMSO) foi gradualmente transferido para a suspensdo celular.
Assim, a solucéo crioprotetora final continha 7,5% de DMSO e 180 g.L-1 de sacarose. ApOs
30 minutos os criotubos contendo as SCE em solucéo crioprotetora foram transferidos para
o recipiente de congelamento “Mr Frosty”, colocados dentro de um freezer a -80°C e a
temperatura monitorada até atingir -40°C. Em seguida os criotubos foram submersos em
nitrogénio liquido por 30 minutos e depois rapidamente descongelados em um Becker
contendo agua estéril a 40°C por 2 minutos. Amostras foram retiradas em cada etapa para
teste de viabilidade com diacetato de fluoresceina (FDA) e cultivo em meio liquido. O teste
de viabilidade mostrou que as SCE permaneceram vidveis em todas as etapas do processo.
O cultivo em meio liquido das SCE, apds o congelamento em nitrogénio liquido, permitiu a
obtencdo de culturas de células embriogénicas de excelente qualidade, indicando que o
congelamento lento é uma técnica eficiente para criopreservacao de suspensotes celulares
de bananeira impactando positivamente na reducdo de tempo laboral e custo de
manutencéo.
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