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Entre los posibles métodos de conservacion ex situ de recursos fitogenéticos,
la conservacion de semillas en Bancos de Germoplasma es el mas eficaz y
economico. Las semillas de numerosas especies pueden mantenerse viables por
largos periodos de tiempo si, tras ser desecadas, se las almacena a bajas
temperaturas, son las denominadas semillas ortodoxas.

No obstante, a lo largo del tiempo la capacidad de germinacion de este tipo
de semillas decrece por multiples causas: disminucion de reservas, acumulacion de
compuestos toxicos, degradacion e inactivacion de enzimas, alteraciones
cromosomicas, etc. Por ello, en ultima instancia, las muestras almacenadas en los
bancos de germoplasma deben ser, sistematicamente, regeneradas mediante
nuevas recolecciones o multiplicadas a partir de las semillas que se mantienen
viables. La regeneracion en muchos casos no es posible al haber desaparecido las
poblaciones naturales o haber caido en desuso los cultivos originales y la
multiplicacion inevitablemente conlleva alteraciones en la composicion genética de
las muestras, produciéndose, generalmente, una disminucién de la variabilidad
genética y, en cualquier caso, pérdida de genotipos que pueden ser de interés
(erosion genética).

Una alternativa a los métodos tradicionales de conservacion de semillas es la
crioconservacion: conservacion a muy bajas temperaturas, generalmente por
inmersion en nitrégeno liquido (-196 °C). A esta temperatura, tedricamente, el
metabolismo de las semillas se detiene, impidiendo la actuacion de los mecanismos
bioquimicos responsables del su deterioro y por tanto prolongando, indefinidamente,
su longevidad.

Esta técnica de conservacion se ha ensayado desde finales del siglo XIX con
numerosas especies, pudiéndose afirmar que las semillas ortodoxas, en general,
son un material idoneo para ser crioconservado. No obstante, para cada material
deben ser previamente evaluados una serie de factores que aseguren de los que
dependera el éxito de la crioconservacion: contenido de humedad, velocidad de
congelacion/descongelacion y potenciales danos fisicos a las semillas.

El contenido en humedad de las semillas, antes de su inmersion en nitrogeno
liquido, es probablemente el factor mas critico para su crioconservacion. Tanto
contenidos de humedad elevados como bajos, pueden implicar una pérdida de
viabilidad durante los procesos de congelacion/descongelacion. Por tanto el rango
adecuado de humedad debe ser establecido experimentalmente para cada especie
antes de proceder a la crioconservacion de sus semillas.

La velocidad de congelacién/descongelacion es otro factor que puede influir
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negativamente en la supervivencia de las semillas crioconservadas, si bien existen
datos contradictorios. Los datos obtenidos en algunos trabajos sugieren que este
factor no tiene especial significacidon en la supervivencia de las semillas de la
mayoria de las especies. No obstante en otros estudios, en concreto con semillas de
Lactuca sativa y Sesamum indicum, se indica un claro efecto de la velocidad de
congelacion sobre la viabilidad de las semillas.

Los daios fisicos que los cambios extremos de temperatura pueden producir
a las semillas impiden, a veces, tanto su germinaciéon como el desarrollo normal de
las plantulas. Este efecto negativo de la crioconservacion se da principalmente en
semillas de gran tamafio, como es el caso de las semillas Phaseolus vulgaris, en las
que se produce el desprendimiento de los cotiledones. Una reduccion de los dafios
fisicos se puede lograr transfiriendo las semillas desde el nitrégeno liquido (-196 °C)
a la fase gaseosa (-150 °C), antes de su total descongelacién a temperatura
ambiente.

Otro tipo de semillas, las denominadas recalcitrantes, son aquellas que, al
contrario de las semillas ortodoxas, al ser desecadas pierden su viabilidad. Ello
impide conservarlas a bajas temperaturas (< 0° C) por los dafnos que ocasiona la
cristalizacion del agua en sus tejidos. Por ello, para la conservacion de
germoplasma de especies con este tipo de semillas se ha recurrido, habitualmente,
a la conservacion de material vegetativo (colecciones de plantas en campo, cultivo
in vitro). No obstante, en los ultimos afos, el esfuerzo para comprender los efectos
de la desecacidon y las bajas temperaturas sobre las semillas, ha permitido la
crioconservacion con éxito de diferentes especies, Carica papaya, Coffea iberica,
Zizania palustris, Salix nigra, cuyas semilllas se consideran recalcitrantes. En otros
casos, la crioconservacion de las semillas completas no ha sido posible, Acer
saccharinum, Fagus sylvatica, Quercus spp, aunque la crioconservacion de sus
embriones parece ser una alternativa eficaz.

La crioconservacion de embriones implica la puesta a punto de protocolos
mas complejos que los utilizados para la crioconservaciéon de semillas completas.
Basicamente se pueden estructurar en las siguientes etapas: excision del embrién,
desecacion o pretratamiento con crioprotectores, crioconservacion, descongelacion
y germinacion mediante técnicas de cultivo in vitro.

La excisiéon del embrion es, en la mayoria de las ocasiones, un proceso
delicado, dado que el embrion puede sufrir dafios, que afecten a su ulterior
desarrollo. Ademas los embriones deben ser aislados asepticamente, de semillas o
frutos previamente esterilizados, o bien ser esterilizados después de su excision de
la semilla. Una adecuada desecacion puede ser critica para asegurar la
supervivencia del material; para cada especie el contenido de humedad adecuado
debe establecerse experimentalmente. Tras la desecacion, a veces se procede a la
encapsulacion de los embriones en alginato. Los pretratamientos con
crioprotectores quimicos como el dimetilsulféxido (DMSO), aisladamente, o en
combinacién con otros compuestos: sacarosa, glucosa, polietilénglicol (PEG),
prolina, glicerol, etc, impiden, en algunos casos, la cristalizacion del agua de los
tejidos, al promover su vitrificaciéon (estado no cristalino). Los embriones pueden
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sumergirse en el nitrégeno liquido dentro de crioviales o bien directamente, en este
ultimo caso la velocidad de congelacion es mucho mayor. El protocolo debe, por
ultimo, contemplar las condiciones mas idoneas para la descongelacion de los
embriones y su desarrollo en condiciones de cultivo in vitro. En algunos casos una
descongelacion rapida por inmersién de los embriones en agua a 30-40 °C ha dado
mejores resultados que si se utilizan temperaturas inferiores. En cuanto, a las
condiciones para el desarrollo de los embriones, en muchos casos no estan puestas
a punto, lo que ademas de enmascarar el efecto real de la crioconservacion, puede
ocasionar pérdidas irreparables de material.

Todo esto destaca la complejidad de los protocolos asociados a la
crioconservacion de embriones, que obligan a disponer de una serie de medios
(personal especializado, instalaciones de cultivo in vitro) que incrementan los costes
asociados a la conservacion de cada una de las muestras, con respecto a otros
medios de conservacion de semillas.

Las infraestructuras necesarias para la puesta en marcha de un sistema de
crioconservacion, son mucho mas simples que para un sistema convencional de
conservacion a bajas temperaturas. Basicamente se reducen a la disponibilidad de
contenedores adecuados y un suministro seguro de nitrogeno liquido. Los
contenedores para el almacenamiento de las muestras deben estar disefiados para
acceder con facilidad a las muestras y no permitir la evaporacion de mas del 1% de
nitrégeno liquido por dia. Actualmente existen diferentes modelos de contenedores
comerciales que cumplen dichos requerimientos. En cuanto al suministro de
nitrégeno liquido esta asegurado practicamente en todos los lugares del mundo.

Los costes de mantenimiento de una muestra en crioconservacion son
menores que en un sistema de conservacion convencional. Un estudio realizado
para el almacenamiento de semillas de Allium cepa durante un periodo tedrico de
100 anos, concluyo que su crioconservacion seria un 75% mas barata que los
métodos  convencionales, al evitarse los costes asociados a la
regeneracion/multiplicacion de las muestras y los debidos a los controles periédicos
de viabilidad.

Todo lo anterior pone de manifiesto que la crioconservacién puede ser un
método eficaz y practico para la conservacion de recursos fitogenéticos. No
obstante aun debe hacerse un gran esfuerzo para evaluar que materiales pueden
ser crioconservados, que materiales deben ser crioconservados y sobre todo para
comprender los mecanismos fisiolégicos que actuan durante la crioconservacion.
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