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NECESIDAD DE VARIABILIDAD
GENETICA

Desde el comienzo de la Agricultura, el
hombre de forma consciente o incons-
ciente ha ido adaptando las plantas que
cultivaba a sus gustos y necesidades, ob-
teniendo, progresivamente, cultivos cada
vez mas productivos, de mayor calidad y
mas resistentes a todo tipo de situaciones
adversas, enfermedades, plagas, sequias,
etc.

Para lograrlo, en un principio, utilizd
especies o cultivares que de una forma
natural presentaban esos caracteres y,

nutricionales tendra la creciente pobla-
cién humana, ni si sera necesario, en un
futuro, la utilizacion de algunos cultivos
como fuentes de energia 0 de materias
primas.

En cualquier caso, sera necesario in-
corporar a los futuros cultivos, nuevos ca-
racteres morfoldgicos y fisiolégicos que
permitan su adaptacion a las nuevas si-
tuaciones. Para ello los mejoradores ne-
cesitaran disponer de la mayor variabili-
dad genética posible, la cual se encuen-
tra, hoy en dia, en las miles de plantas
(cultivos tradicionales, nuevas variedades,
malas hierbas, progenitores silvestres de

de conservacion

para especies amenazadas

Prolongaci()n indefinida del tiempo

Una buena técnica de conservacion

asequibles

Costes de mantenimiento

mas recientemente, mediante el desarrollo
de programas de mejora, en los que se in-
corporan a los nuevos cultivos las carac-
teristicas mas deseables.

Actualmente no podemos saber que
nuevas enfermedades o plagas aparece-
ran y que efectos tendran, sobre los mo-
demos cultivos, los drasticos cambios que
la actividad humana esta provocando en
el suelo y en la atmosfera. Asimismo tam-
poco podemos predecir que hecesidades

(") Dpto. Biologia Vegetal
E.T.S. Ingenieros Agrénomos
Universidad Politécnica de Madrid

los cultivos, especies silvestres, etc) que,
de una forma general, son denominados
recursos fitogenéticos.

La agricultura moderna al poner énfa-
sis en el logro de mayores producciones,
ha originado la sustitucién de las varieda-
des locales, por monocultivos que por su
mayor productividad son ampliamente
utilizados. Si a esto unimos la desapari-
cioén y alteracion de los habitats naturales
por la actividad humana (desarrollo urba-
nistico, deforestacion, contaminacion,
etc), la consecuencia es una progresiva e
imeparable pérdida de recursos biolégicos
y por tanto de variabilidad genética.

Para evitar esta continuada desapari-
cién de recursos fitogenéticos, son nece-
sarias politicas de conservacién cada vez
mas eficaces en las que la incorporacion
de las nuevas técnicas derivadas del de-
sarrollo de la biotecnologia pueden cum-
plir un papel esencial.

METODOS DE CONSERVACION

Los métodos de conservacion se pue-
de dividir en: métodos de conservacion in
situ y métodos de conservacion ex situ.
Los primeros se basan en la conservacién
de las plantas en sus habitats naturales, y

Contenedores de nitrégeno liquido utilizados en la crioconserva-
cion de semillas.

los segundos en el mantenimiento del ma-
terial biologico en bancos de semillas,
bancos de cultivos in vitro, colecciones de
plantas (en campo, en invernadero, en jar-
dines botanicos), etc.

Entre las medidas ex situ, el manteni-
miento de colecciones de plantas requiere
un considerable espacio y conlleva altos
costes asociados a la necesidad de mano
de obray al control de enfermedades y de
malas hierbas. Ademas, los materiales
pueden perderse facilmente por acciden-
tes (heladas, incendios, etc). En cuanto a
los bancos de cultivo in vitro presentan
problemas derivados de la complejidad de
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su metodologia y de los costes economi-
cos debidos a las necesidades de infraes-
tructuras especificas y de personal técnico
cualificado. Adema3s en el caso de espe-
cies en las que es necesario preservar los
clones, el nimero de lineas mantenidas es
casi siempre bajo y por tanto es poca la di-
versidad genética conservada.

En general los bancos de semillas son
el modo mas conveniente para la conser-
vacion ex situ, ya que permiten aimacenar
una gran variabilidad genética, de una for-
ma econdmica y practica, al ser las semi-
llas, normalmente, de pequefo tamano y
permitir la facil regeneracion de la planta.
Para la conservacion de las semillas la In-
ternational Board for Plant Genetic Re-
souces (IBPGR) recomienda su deseca-
cién hasta un 3-7% de humedad y su al-
macenamiento a bajas temperaturas -18
°C. Esto asegura el incremento de su lon-
gevidad a largos periodos de tiempo que,
no obstante, varian en funcién de las es-
pecies.

En cualquier caso, las muestras con-
servadas en los bancos de semillas, dismi-
nuyen debido a tres causas: controles pe-
riodicos de germinacion, pérdida de viabi-
lidad e intercambio con otras instituciones
e investigadores, siendo los dos primeros
los factores que mas influyen. Asi, en ulti-
ma instancia, las muestras deben ser re-
generadas ya sea por recoleccién o multi-
plicacion, implicando, esto ultimo, riesgos
de pérdida de la muestra y de alteraciones
genéticas. Ademas, este protocolo de
conservacion si bien, en general, es el mas
idoneo para la mayoria de la semillas, en
ciertos casos no es aplicable, especial-
mente a semillas que no resisten la dese-
cacion (semillas recalcitrantes).

CRIOCONSERVACION

Entre los métodos alternativos para la
conservacion de las semillas se encuentra

la crioconservacion que consiste en su al-
macenamiento a muy bajas temperaturas,
inferiores a -100 °C, aunque por razones
practicas se las suele introducir en nitroge-
no liquido, lo que asegura una temperatura
constante de -196 °C. En esta situacion se
logra la detencién de los procesos meta-
bélicos y con ello el bloqueo de los meca-
nismos fisioloégicos responsabies del en-
vejecimiento de las semillas y por tanto la
prolongacién indefinida del periodo de
conservacion.

Ademas las técnicas de crioconserva-
cién ofrecen otras ventajas en relacién a
las técnicas tradicionales de conservacion
a largo plazo como son: los bajos costes
de mantenimiento, la facil manipulacién de
las muestras y la no dependencia del su-
ministro eléctrico.

En un estudio para la conservacion de
semillas de cebolla (Allium cepa), para un
periodo previsto de 100 afios, en el que se
consideraban los costes de los equipos y
del nitrégeno liquido, de los controles pe-
riddicos de viabilidad y de la regeneracion
y/o recoleccion, el gasto seria un 75% me-
nor que el correspondiente al método de
conservacion tradicional.

Al contrario que los métodos conven-
cionales de almacenamiento, los protoco-
los de crioconservaciéon son independien-
tes de los sistemas de refrigeracion eléc-
tricos que, logicamente, pueden fallar por
problemas en el suministro de electrici-
dad. Esto hace que la crioconservacion
sea una alternativa interesante para mu-
chos paises en desarrollo, ya que la dis-
ponibilidad de nitrégeno liquido esta ase-
gurada en la mayoria de los lugares del
mundo.

No obstante, la crioconservacién pre-
senta una serie de problemas derivados,
principalmente, de la humedad inicial de la
muestra y de las alteraciones que sufre el
material en los procesos de congelacién/
descongelacion. Ambos factores deben
ser detalladamente evaluados antes de

decidir si es adecuada la utilizacién de la
crioconservacion para un determinado ti-
po de semillas.

El contenido en humedad de la semilla
es el factor mas critico para el éxito de la
crioconservacion, un rango optimo de hu-
medad debe ser determinado para poder
asegurar que la crioconservacion no va
afectar a las semillas. Si la humedad es
elevada la semilla muere o no es capaz de
producir plantulas normales tras el proce-
s0 de congelacion/descongelacién, debi-
do a la existencia de procesos de cristali-
zacion y recristalizacion de hielo intracelu-
lar que son, invariablemente, letales. El
contenido maximo de humedad para que
esto no suceda varia segun la especie, por
ejemplo en judia (Phaseolus vulgaris) es
del 28,5 % y en sésamo (Sesamum indi-
cum) del 9,6%.

Este problema se presenta, principal-
mente, cuando se pretende crioconservar
semillas que no toleran ser desecadas por
debajo de unos determinados contenidos
de humedad, lo que implica que la conge-
lacion sea letal. En estos casos, las alter-
nativas son la crioconservacion de los ejes
embrionarios y/o el pretratamiento con
crioprotectores como son el dimetilsulfoxi-
do (DMSO), la sacarosa, el polietilénglicol
(PEG) o la prolina.

La velocidad de congelacién también
es un factor a considerar, asi hay semillas
a las que una congelacién rapida (200°C/min:
inmersion directa en el nitrogeno liquido),
provoca una importante pérdida de viabili-
dad, este es el caso de semillas de lechu-
ga (Lactuca sativa), mientras que en semi-
llas de sésamo (Sesamum indicum) este
efecto lo provoca una congelacion lenta
(22.2 °C/min : inmersion gradual en vapor
de nitrégeno liquido). Asimismo la veloci-
dad de descongelacion también puede
afectar negativamente a las semillas, prin-
cipalmente por los danos fisicos que se
originan, en judias (Phaseolus vulgaris) se
observa la escision de los cotiledones, lo
que impide el normal desamrollo de las plan-
tulas.

Todos estos factores deben ser eva-
luados antes de decidir si es factible crio-
conservar las semillas de una especie de-
terminada (Tablas I-ll). En la figura 1 se es-
quematiza un protocolo basico de evalua-
cion del efecto de la crioconservacion so-
bre un lote de semillas.

L.os medios necesarios para establecer
un sistema eficaz de crioconservacion
son, ademas de un suministro periédico
de nitrégeno liquido, la disponibilidad de
contenedores adecuados. Esta adecua-
cién se debe evaluar en funcion de tres
parametros, eficiencia, accesibilidad, y se-
guridad. La eficiencia se mide en funcion
del porcentaje de nitrogeno liquido evapo-
rado por dia, (un contenedor de 850 |, pue-
de almacenar 50.000 viales de 1,2 ml du-
rante 4 meses sin ser necesario reponer
nitrégeno liquido). Una buena accesibili-
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dad permitira manipular facilmente a las
muestras y su almacenamiento en fase ga-
seosa (-150 °C) o fase liquida (-196 °C) .
Por ultimo la seguridad dependera del di-
sefo del contenedor, se aconseja que esté
construido en acero o aluminio, con doble
pared, en la que se practicara el vacio para
asegurar un mejor aislamiento térmico del
interior. Los contenedores comerciales se
ajustan a las anteriores especificaciones,
siendo muy variados en cuanto a tamano y
métodos de disposicion de las muestras
en su interior. En la figura 2 se muestra un
esquema de la seccion de un contenedor
de nitrégeno liquido, en la que se muestra
la disposicion de los cestillos en los que se
sitian las muestras para su almacena-
miento.

CONCLUSION

La crioconservacion es una técnica
aconsejable para semillas con longevida-

Tabla I. - Géneros con semillas o frutos
para los que se recomienda la criocon-
servacion.

Género Género
Triticum Agropyron
Avena Lactuca
Sorghum Beta
Hordeum Eragrostis
Oryza Poa
Lycopersicon Allium
Cucumis Lotus
Festuca Raphanus
Secale Phleum
Nicotiana Spinacia
Trifolium Ononrychis
Cucurbita Daucus
Dactylis Petunia
Capsicum Saccharum

(Fuente: USDA-ARS. NATIONAL SEED
STORAGE LABORATORY. USA)

Tabla ll. - Géneros con semillas o fru-
tos para las que no se recomienda la
crioconservacion, por su gran tamano
(1) y/o por rotura (2) durante la conge-
lacién/descongelacion.

Género

des cortas y de especies amenazadas cu-
yas poblaciones han sido reducidas a ta-
manos criticos (cultivares en desuso, es-
pecies silvestres amenazadas). Sin embar-
go, no es posible recomendar la utilizacién
generalizada de la crioconservacion para
semillas de especies con semillas toleran-
tes a la desecacion (semillas ortodoxas),
que admiten un almacenaniento a largo
plazo segun los métodos convencionales.
No obstante la decision final se debe to-
mar en relacion a los riesgos de pérdida o
alteracion genética del material con las
técnicas de conservacion tradicionales y a
los costes asociados con las diferentes
metodologias de conservacion.
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FIGURA 1. - Protocolo basico para la evaluacion del efecto de la crioconservacion

sobre un lote de semillas.
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FIGURA 2. - Esquema de la seccion longitudinal (A) y de la seccion transversal (B)
de un contenedor de nitrogeno liquido utilizado en la crioconsevacion de semillas.
1, depésito de nitrégeno liquido 2, cestillo para el almacenamiento de las mues-

tras.
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