Para conservar la

BI®DIVERSIDAD
genetica vegetal

Maria Teresa Gonzalez-Arnao, Yolanda Maria Martinez Ocampo
y Jorge Molina Torres

-

el =

éxico retine una elevada proporcién de la

flora mundial, alrededor del 10 por cien-

to, a pesar de que su superficie tnica-

mente representa el 1.3 por ciento de la
tierra emergida del mar.

Como parte fundamental de su biodiversidad, cuen-
ta con mas de 141.7 millones de hectédreas de bosques
y dreas naturales, que constituyen un importante valor
ambiental, social y econémico. Estas dreas estabilizan
e impiden la erosién de los suelos, promueven el ciclo
hidrico, desempefian un papel relevante en el balance
del carbono mundial y son una fuente indispensable de
elementos para la subsistencia de muchas comunida-
des rurales. Sin embargo, todos estos recursos no han
sido conservados ni aprovechados de manera sustenta-
ble, y por eso el territorio mexicano presenta actual-
mente una de las tasas mas altas de deforestacion de
América Latina (Segura y Garcia-Pefia, 2001).

Los antiguos mesoamericanos lograron un amplio
conocimiento de las especies vivientes, y cuidaron de
ellas con gran esmero tras siglos de observacién y se-
leccién en un medio rico en biodiversidad. Se ignora
en qué momento comenzaron a utilizar técnicas senci-
llas para la conservacién de las carnes, como el secado
al sol y el salado. En cambio, se encuentran mejor do-
cumentadas las empleadas para almacenar el maiz y la
conservacién de su semilla. Seguramente ésta fue una
de las primeras funciones que tuvo entonces la cerdmi-
ca. Mis tarde se construyeron almacenes, con el fin de
que la semilla no se humedeciera y para aislarla de roe-
dores, insectos y otras plagas. La semilla seca se logré
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conservar de esta forma durante meses y a veces afios.
Este tipo de almacenamiento se ha perfeccionado con
el tiempo y es lo que hoy se conoce como bancos de
semillas (Vargas, 1999).

En la actualidad los bancos de semillas utilizan c4-
maras refrigeradas con humedad relativa y temperatura
baja, ambas controladas. En este régimen solamente
pueden conservarse a largo plazo las especies que pro-
ducen las denominadas semillas ortodoxas, como el
tomate, el chile y el frijol, entre otras. Las semillas or-
todoxas se pueden desecar hasta un bajo contenido de
humedad sin sufrir dafio, al menos hasta un nivel
constante que se mantenga en equilibrio con una hu-
medad ambiental relativa de 10 por ciento. En equili-
brio con estas condiciones, las semillas con almidén
tienen un contenido de humedad cercano a 5 por cien-
to, en tanto que las oleaginosas de 2 a 3 por ciento. La
longevidad de las semillas ortodoxas aumenta cuan-
do se disminuye, hasta cierto limite, el contenido de
humedad y la temperatura durante el almacenamien-
to. Esta longevidad se define por la duracién promedio
de vida bajo condiciones éptimas de conservacién en
un medio controlado. Las semillas ortodoxas queda-
rian clasificadas entre aquellas que pierden su viabili-
dad después de mas de 10 afios de almacenamiento
(Roberts, 1973).

En contraste, las semillas denominadas recalcitran-
tes poseen una humedad elevada y no pueden desecar-
se por debajo de un nivel relativamente alto, superior
al 10 por ciento, sin dafiarse (Roberts, 1973). Existe
una gran variacién en el contenido de humedad entre



Una temperatura ultra baja

aplicada a un organismo
es capaz de provocar la suspension
total de sus procesos metabdlicos,

incluida la division celular.

De esta forma, el material biologico
pasa a un estado de inanimacién
absoluta en el que puede

conservarse por periodos
tedricamente ilimitados
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las especies: algunas comienzan a morir rdpidamente
cuando se alcanza el equilibrio con una humedad re-
lativa ambiental alta, y la mayorfa con una del 60 al 70
por ciento. Estos Gltimos valores corresponden a con-
tenidos de humedad de 16 a 30 por ciento del peso
fresco de las semillas. Ademds del dafio por el con-
tenido de humedad, las semillas recalcitrantes sufren
afectaciones drésticas con el descenso de la tempera-
tura entre 10 y O grados Celsius. Muchas especies tro-
picales producen semillas del tipo recalcitrante y, por lo
tanto, dichas semillas tienen un tiempo de vida corto,
menor a un afio, presentan gran fragilidad y son difici-
les de almacenar. Es el caso de cultivos como el cacao,
el mango y el coco (Gonzélez-Arnao, 2000).

Oftras especies producen semillas con un comporta-
miento intermedio, y aunque toleran en mayor grado
la deshidratacién, su sensibilidad al frio impide que pue-
dan almacenarse a largo plazo bajo el régimen de los
bancos de semillas. El café y la palma de aceite consti-
tuyen dos ejemplos importantes en esta categoria (Gon-
zalez-Arnao, 2000).

Adicionalmente, existen varios cultivos de valor
econémico y alimentario como el pldtano, la cafia de
azicar, los citricos y la papa, que comdnmente se pro-

Granos de café.
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pagan por la via vegetativa, mediante fragmentos de la
planta, y no involucran el estado de semilla. No todas
estas especies producen semillas: algunas son estéri-
les y otras, aunque muestran comportamiento de or-
todoxas, son altamente heterocigéticas (los genes que
proceden de cada uno de sus progenitores son distin-
tos), por lo que las semillas sélo tendrian un interés
limitado para la conservacion. Estos inconvenientes ha-
cen que la forma de conservar su germoplasma sea tra-
dicionalmente a través de colecciones en campo. Estas
colecciones son una estrategia importante y necesaria,
pero presentan limitaciones de cardcter biético (como
el ataque de plagas y enfermedades) y abidtico (como las
condiciones climdticas adversas). Asimismo, requieren
de grandes extensiones de tierra para mantener un nu-
mero de réplicas adecuado, lo que implica altos cos-
tos de mantenimiento (Withers y Engelmann, 1997).
Los jardines botdnicos constituyen otra alternativa
relevante de conservacién ex situ, pero son institucio-
nes comprometidas mayormente con la investigacién y
la difusién, ademds de promover vinculos a través de
redes nacionales e internacionales.

El auge creciente de la biotecnologia de plantas, y
en particular la aplicacién de las técnicas de cultivo de

Fruto de la palma Elaeis con la que se elabora aceite



tejidos, ha aportado métodos adicionales para res-
guardar satisfactoriamente los recursos genéticos de
las especies “problema”; o sea, las que producen semi-
llas recalcitrantes o que se propagan vegetativamente
(sin semillas). Por otra parte, los métodos de con-
servaciéon biotecnolégicos son de utilidad también
para los productos que resultan de los programas de
hibridacién somdtica e ingenieria genética (Gonzalez-

Arnao, 2000).

Métodos biotecnoldgicos

de conservacion

Durante los tltimos 30 afios las técnicas de cultivo

in vitro se han desarrollado y extendido a mas de mil

especies diferentes de plantas. Estos métodos facili-
tan el manejo e intercambio internacional de germo-
plasma, garantizan la obtencién y la propagacién del
material en condiciones asépticas y fitosanitarias ade-
cuadas y favorecen el ahorro por concepto de manteni-
miento y de espacio utilizado (Withers y Engelmann,
1997).

El cultivo de tejidos vegetales representa uno de los
avances biotecnoldgicos de mayor impacto mundial.
Esta técnica se basa en la “totipotencia celular”, defini-
da como la capacidad que tiene una célula de formar
un organismo completo bajo condiciones de cultivo
apropiadas. El cultivo de tejidos se ha aplicado princi-
palmente para multiplicar material botdnico en forma
masiva y en un tiempo corto, aventajando en muchos
casos a los sistemas convencionales de reproduccién
asexual. Para que las células expresen todo su poten-
cial, se utilizan sustratos nutritivos que constituyen los
denominados medios de cultivo, que contienen diferen-
tes reguladores del crecimiento. Generalmente se reali-
zan subcultivos periédicos cada 25-30 dias, mediante la
transferencia a medio fresco para evitar el agotamiento
de los nutrientes. También se adoptan procedimien-
tos de asepsia para manipular los cultivos libres de con-
taminacién microbiana, y se mantienen en condiciones
de temperatura e iluminacién controladas. Asimismo,
con la aplicacién de las tecnologias in wvitro, se ha lo-
grado el almacenamiento a mediano y largo plazos
mediante dos estrategias: crecimiento lento y criocon-
servacion, respectivamente (Gonzalez-Arnao, 2000).

. Para conservar la biodiversidad genética vegetal

Conservacién in vitro a mediano plazo

La conservacién in vitro a mediano plazo tiene el

propésito de reducir la frecuencia de los subculti-

vos y retardar el crecimiento del material de los
bancos de semillas. Para ello se alteran las condiciones
6ptimas de cultivo a través de modificaciones, como la
disminucién moderada de la temperatura, el uso de
medios nutritivos minimos, la adicién de inhibidores
del crecimiento y el incremento de la osmolaridad del
medio, entre otros.

La utilizacién de medios nutritivos minimos impli-
ca la ausencia de ciertos nutrientes que constituyen
fuentes de carbono y nitrégeno necesarios al explan-
te. Como inhibidor de crecimiento, el mas usado para
afiadirlo al medio es el dcido abscisico. Para elevar el
potencial osmético se adiciona manitol, prolina, glice-
rol o sacarosa. Estas alternativas limitan el desarrollo,
pero no lo detienen totalmente. Es por ello que se han
denominado “de crecimiento lento”. El material con-
servado de esta forma necesita renovarse cada cierto
tiempo, pues ha continuado creciendo lentamente. Las
muestras se micropropagan y se transfieren a un medio
de recuperacién y fortalecimiento. Cuando los nuevos
explantes se han establecido y propagado, pasan otra

vez al medio de conservacién (Gonzilez-Arnao, 2000).

| Cultivo de tejidos vegeta\es. Imagen tomada del Instituto de Horticul-

tura de la Universidad de Chapingo
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Bajo las condiciones de crecimiento lento los cul-
tivos se mantienen por espacio de varios afios, pero
estas condiciones se recomiendan sélo para la con-
servacién a mediano plazo, generalmente dos afios.
Esta estrategia se ha ido incorporando paulatinamente
y ya existen bancos establecidos en varios laborato-
rios y centros internacionales, que constituyen una
fuente valiosa de intercambio y distribucién de germo-
plasma. Los ejemplos mds exitosos incluyen la yuca
(Manihot esculenta) en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) de Colombia, donde man-
tienen alrededor de 6 mil 017 accesiones; el de la papa
en el Centro Internacional de la Papa (CIP) de Perg; y
el de la cafia de azdcar en el Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD) de Montpellier, Francia (En-
gelmann y colaboradores, 1999).

El objetivo principal de la crioconservacion
es lograr que se alcance la temperatura

de almacenamiento deseada sin que

se produzcan danos irreversibles por

la formacion de cristales de hielo

dentro de las células

No obstante, el material as{ conservado no estd
exento del peligro de contaminacién; ademas de que
manipular grandes colecciones implica problemas con-
siderables aun cuando los ciclos de subcultivos estén
lo suficientemente espaciados. El CIRAD de Mont-
pellier redujo en 1994 su coleccién in vitro de 650 va-
riedades de cafia de azdcar a 300 clones. La finalidad
de esta medida fue minimizar los riesgos de inestabi-
lidad genética en las variedades mantenidas por creci-
miento lento durante 13 afios, reducir las pérdidas por
contaminacién en el manejo de grandes voldmenes de
material y bajar los costos en el mantenimiento del
banco. Por ello, para lograr plazos largos de almace-
namiento se utilizan otros métodos de conservacién
in vitro, considerados méas seguros y menos laboriosos
(Engelmann y colaboradores, 1999).
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Conservacion in vitro

a largo plazo

Una temperatura ultra baja aplicada a un organismo

es capaz de provocar la suspensién total de sus pro-

cesos metabdlicos, incluida la divisién celular. De
esta forma, el material biolégico pasa a un estado de
inanimacién absoluta en el que puede conservarse por
periodos tedricamente ilimitados (Gonzdlez-Arnao,
1996).

Este proceso, denominado crioconservacion, se basa
en el almacenamiento preferiblemente en nitrégeno
liquido, a =196 grados Celsius. Esta técnica constituye
en la actualidad la forma mds segura para mantener
a largo plazo el germoplasma de las especies proble-
ma, que pueden almacenarse asf sin alteraciones gené-
ticas, protegidas de la contaminacién y en el espacio
reducido de un termo con nitrégeno liquido. La mayor
dificultad esta en establecer el procedimiento
criogénico, pues representa someter al material
a condiciones severas de estrés hidrico y térmi-
co. El mantenimiento posterior de una colec-
cién no requiere de personal abundante, ni de
grandes superficies: la condicién indispensable
es mantener el nivel adecuado de nitrégeno
liquido en los termos de almacenamiento. Sin
embargo, a pesar de las ventajas practicas que
presenta esta tecnologia y de los avances expe-
rimentados, su aplicacién rutinaria a gran es-
cala sigue siendo insuficiente hasta la fecha.

El objetivo principal de la crioconservacién es lo-
grar que se alcance la temperatura de almacenamiento
deseada sin que se produzcan dafios irreversibles por la
formacién de cristales de hielo dentro de las células.
Desde el punto de vista biolégico, cuando se trata de
estructuras organizadas como dpices y embriones, lo im-
portante es mantener la integridad de las células de la
zona meristematica, y esto a su vez se torna mds com-
plejo. El interés en este tipo de explante viene dado
por su estabilidad genética, su alta tasa de propagacién
y la posibilidad de regenerar plantas libres de virus
(Withers y Engelmann, 1997).

En los dltimos 15 afios las investigaciones en el
campo de la criobiologia han alcanzado importantes
avances dirigidos a simplificar el procedimiento de

congelacién, facilitar la manipulacién de un gran nu-



mero de muestras, extender los protocolos a una mayor
cantidad de especies y abaratar el costo del proceso
criogénico (Sakai, 2004). A partir de 1990, los méto-
dos de crioconservacién se clasificaron en dos grandes
grupos: los denominados protocolos convencionales y
las técnicas mds nuevas. La diferencia entre ellos radi-

ca en los mecanismos fisicos en los que se basan

(Withers y Engelmann, 1997).

Métodos convencionales

de crioconservacion

Cuando un material biolégico se somete a una tem-

peratura de congelacién, mientras menor sea su

contenido de agua menor serd la probabilidad de
que ocurran dafios letales por la cristalizacién de la fase
acuosa en el medio intracelular. Por lo tanto, para cual-
quier proceso criogénico, la clave del éxito radica, ini-
cialmente, en la habilidad de extraer la mayor fraccién
posible del agua congelable.

Con los métodos convencionales, la méxima deshi-
dratacién de las muestras se alcanza durante el descen-
so de la temperatura en el curso del proceso de conge-
lacién. Para ello, el enfriamiento se realiza de forma
lenta hasta un nivel intermedio, usualmente hasta —40
grados Celsius, seguido por la inmersién rapida en el
nitrégeno liquido. Para disminuir gradualmente la tem-
peratura se utilizan por lo regular equipos de congela-
cién programable; normalmente la tasa de enfriamien-
to se ajusta a 0.5 grados Celsius por minuto.

El éxito de este proceso requiere de un tratamien-
to previo con soluciones que contengan sustancias
con propiedades protectoras contra el congelamiento
(crioprotectoras), las cuales se aplican simples o en
mezclas. Entre ellas se destacan el dimetil sulféxido,
la sacarosa y el glicerol. Los crioprotectores pueden
actuar desde el interior o el exterior de las células,
pero entre sus funciones mds importantes estd la dis-
minucién del punto de congelacién, la proteccién de
la integridad de la membrana y el incremento de la
viscosidad de la solucién celular (Gonzalez-Arnao,
1996).

Cuando se realiza el enfriamiento del material bio-
légico inmerso en la solucién crioprotectora, la mues-

tra tiende en un inicio a mantenerse subenfriada, o sea,

I Para conservar la biodiversidad genética vegetal

a permanecer sin congelar a una temperatura inferior a
su punto de congelacion. Para evitar el subenfriamien-
to, se induce la formacién de los primeros cristales de
hielo mediante la nucleacién heterogénea, que pro-
mueve el inicio de la cristalizacién y desencadena el
proceso fundamental de deshidratacién del sistema
biolégico. Como la membrana celular retarda la con-
gelacién del medio interno, y la presién de vapor de
agua de las células subenfriadas es mayor a la de la
solucién externa que parcialmente ha comenzado a
congelarse, la continua disminucién de la temperatu-
ra provoca que el equilibrio osmético sélo se restablez-
ca con la salida del agua intracelular.

Bajo condiciones de congelacién éptimas, se esti-
ma que la mayor parte del agua congelable logra esca-
par de las células en el momento de realizar la inmer-
sién en el nitrégeno liquido. Por lo tanto, el paso clave
de los métodos convencionales lo constituye la etapa
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de deshidratacién durante el proceso lento de con-
gelacion. El retorno a la temperatura ambiente des-
pués del almacenamiento a —196 grados Celsius es
también de vital importancia. Para un régimen de en-
friamiento lento, generalmente se necesita un método
de descongelacién ripido. De esta forma, se evitard la
recristalizacién del agua remanente en las células y po-
drda mantenerse la viabilidad del material que, después
de permanecer crioconservado, se devuelve a las condi-
ciones de cultivo normal (Gonzdlez-Arnao, 1996).

Se ha comprobado que los métodos convenciona-
les resultan mds eficientes para crioconservar estructu-
ras desorganizadas como las suspensiones celulares y
los callos. Se han obtenido resultados positivos con
pera, papa, soya y muchas mds especies tanto orna-
mentales como medicinales. Sin embargo, con siste-
mas diferenciados de plantas tropicales se usan casi
excepcionalmente (Withers y Engelmann, 1997); un
buen ejemplo es la yuca (Manihot esculenta).

Nuevas técnicas

de crioconservacién

Las nuevas técnicas de crioconservacién se de-

sarrollaron y pusieron en prictica a partir de los

afios noventa. A pesar que desde hace 15 afios se
han aplicado con éxito, en la actualidad conservan
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esta denominacién. Con ellas, el evento de la deshi-
dratacién es més severo y permite extraer una fraccién
mayor del agua congelable. Esto tiene lugar antes del
proceso de congelacién, ya sea por el uso de soluciones
crioprotectoras muy concentradas, que retiran el agua
por 6smosis, o mediante el secado por evaporacién,
utilizando como agente desecante el gel de silice o
exponiendo las muestras, encapsuladas o no, al aire
estéril que corre en una campana de flujo laminar
(Gonzélez-Arnao, 2000).

Las nuevas técnicas se basan en el fenémeno de la
vitrificacién, que consiste en el paso directo de la fase
liquida altamente concentrada a sélido amorfo, debi-
do a la disminucién répida de la temperatura. La tran-
sicién vitrea inhibe la cristalizacién del agua y por
consiguiente los dafios inherentes a este evento fisico.
Ademads, como el enfriamiento se realiza de forma
rdpida, por inmersién directa en nitrégeno liquido, no
se requiere el uso de equipos sofisticados de congela-
cién programable, lo cual abarata los costos y facilita
la transferencia tecnolégica a los usuarios potenciales
(Sakai, 2004).

Entre las nuevas técnicas se destacan fundamental-
mente la encapsulacién-deshidratacién, la vitrificacién,
la combinacién de ambos métodos y el precultivo-dese-
cacién, entre otros (Withers y Engelmann, 1997). Estos
procedimientos han permitido extender mejor los be-
neficios de la crioconservacién a los sistemas organi-
zados de un gran nimero de especies, como citricos,
pifia, pldtano, té, café, etcétera, con resultados mds
reproducibles y niveles de recuperacién mas elevados,
de hasta 90 por ciento (Sakai, 2004).

En el caso de los cultivos que se propagan vege-
tativamente, una ventaja importante es que las
condiciones de cultivo in vitro estdn bien estable-
cidas para abundantes variedades comerciales. El
hecho de partir de un material fisiolégicamente

mds homogéneo hace factible definir con mayor
precision el efecto de cada pardmetro tecnolégico.
Todo ello ha impulsado significativamente la criocon-
servacion exitosa de estas especies (Gonzalez-Arnao,
2000).

Comparativamente, las plantas que producen se-
millas recalcitrantes no presentan esta misma situa-
cién. Las diferencias en el grado de maduracién y en el



contenido de humedad de las semillas producen va-
riaciones significativas en la respuesta del material
frente a la congelacién. Es factible congelar la semilla
integra si ésta es de tamafio pequefio, pero la principal
dificultad parece estar relacionada con el poco cono-
cimiento sobre la biologia y el comportamiento de
las especies silvestres y sus géneros afines. La limitante
en otros casos es que los métodos de cultivo in witro
no siempre estdn bien establecidos, y sin esta condi-
cién no es posible definir un protocolo de crioconser-
vacién satisfactorio (Gonzélez-Arnao, 2000).

El progreso experimentado en afios recientes por la
crioconservacion de germoplasma vegetal ha sido pro-
ducto del continuo desarrollo del cultivo de tejidos, de
la mejor adaptacién de las técnicas de congelacién
simplificada y de la mayor compresién de ciertos me-
canismos de resistencia. Algunos ejemplos evidencian
estos logros: colecciones crioconservadas de semillas
de 80 accesiones de café (C. arabica) en el CATIE de
Turrialba, Costa Rica, y de 75 accesiones de té en el
National Bureau of Plant Genetic Resources (NBPGR)
de Nueva Delhi, India. De especies con propagacién
vegetativa, 219 variedades de papa se conservan en
Braunschweig, Alemania, y otras 200 en el CIP de Li-
ma, Pert. También se mantienen exitosamente 100 ac-
cesiones de pera en el National Clonal Germplasm
Repository (NCGR) de Corvallis, Oregon, Estados Uni-
dos. De productos biotecnolégicos, se destacan 80 cul-

. Para conservar la biodiversidad genética vegetal

tivos embriogénicos de palma de aceite crioconservados
en el Institut de Recherche pour le Développement
(IRD) de Montpellier, Francia; alrededor de 3 a 4 mil
suspensiones embriogénicas de pino en Sylvagen, Van-
couver, Canadd, y mas de 20 especies de callos em-
briogénicos de citricos en el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) en Valencia, Espafia
(Gonzilez-Arnao, 2000).

En México, la Universidad Auténoma de Tamauli-
pas y la Universidad Veracruzana son las instituciones
que han reportado el desarrollo de actividades de inves-
tigacién asociadas a crioconservar germoplasma de citri-
cos y pifia, respectivamente (Gonzalez-Arnao y colabo-
radores, 1997; Gamez-Pastrana y colaboradores, 2004).

El avance de la ciencia se estructura sobre la base
de constantes metas a superar. Los recursos genéticos
almacenados en bancos de germoplasma permitiran
obtener nuevas variedades de plantas a través del me-
joramiento genético cldsico y la biotecnologia. Los ban-
cos de germoplasma son una herramienta no explotada
suficientemente para la conservacion de especies sil-
vestres, de las cuales atin conocemos poco, pero sa-
bemos que son un valioso tesoro de biodiversidad. La
conservacién de la biodiversidad representa una inver-
sién de uso potencial, mientras que la de los recursos
fitogenéticos es de importancia inmediata. La necesi-
dad de caracterizar, utilizar y conservar nuestros recur-
sos no debe, por tanto, esperar més.
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