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IV. CAPITULO 3

Conservacion de Germoplasma
in vitro.

Adriana Scocchi y Hebe Rey

Abreviaturas usadas en este capitulo:

DMSO (Dimetilsulfoxido); PVP (Polivinilpirro-
lidona); PVS2 (30% glicerol, 15% etilenglicol,
15% DMSO, 0.04M sacarosa), TTC (Cloruro
2,3,5—Trifenil-Tetrazolio), PEG (Polietilengli-
col).

Introduccién

Desde sus inicios, el hombre ha dependido
basicamente de los vegetales como fuente de
energia. Al aumentar rapidamente la poblacién,
se ha hecho necesario implantar técnicas de
explotacion, en particular agropecuarias, que
han contribuido a la destruccion de las pobla-
ciones pioneras vegetales que fueron producto
de siglos de evolucién. Por otro lado, las téc-
nicas modernas de produccién de variedades
mejoradas altamente homogéneas han provo-
cado la reduccién de la variabilidad genética
de las especies cultivadas, ocasionando una
“erosion genética”.

En este contexto es cuando se recurre a las
fuentes genéticas originales de la variabilidad,
las que se deben preservar adecuadamente.
Cuando se habla de preservacion de germo-
plasma hay que subrayar que el objetivo es
conservar, con la mayor integridad posible, la
variabilidad genética de las poblaciones selec-
cionadas.

Métodos empleados para la conservacion

de germoplasma:

La estrategia a seguir para la conservacion
de germoplasma, depende de la naturaleza del
material vegetal, y esta definida por la duracién
de su ciclo de vida, el modo de reproduccion y
el tamafo de sus individuos. De acuerdo con
estas caracteristicas se han intentado diversas
alternativas de conservacion, que van desde el
tradicional banco de semillas hasta el manteni-
miento de areas de reservas. Sin embargo, en
muchos casos el mantenimiento no es posible

y en otros casos resulta sumamente costoso
y los riesgos de pérdidas por manipulacion o
desastres naturales son muy altos. Por lo tan-
to, se buscé implantar nuevas estrategias para
conservar los recursos genéticos en forma mas
eficiente.

Los métodos de conservacién de germoplas-
ma se pueden dividir en:

Métodos de Conservacion in situ;

Métodos de Conservacion ex situ.

Los primeros se basan en la conservacion
de las plantas en sus habitats naturales e in-
cluyen la conservacion en Parques Nacionales
y en Reservas Ecoldgicas, los cuales requie-
ren un considerable espacio fisico, altos cos-
tos asociados a la necesidad de mano de obra
especializada, control permanente de enferme-
dades y malezas, a la par que las plantas estan
expuestas a las inclemencias del clima y de los
incendios.

Por otra parte, los métodos de conservacion
ex situ se basan en el mantenimiento del ma-
terial biolégico en bancos de semillas, bancos
de cultivo in vitro, colecciones de plantas (en
campo, viveros, jardines botanicos).

En general, los bancos de semillas consti-
tuyen uno de los métodos mas convenientes
para la conservacién de germoplasma ex situ,
porque permiten almacenar una gran variabili-
dad genética en forma econdmica y practica.
Para la conservacién de semillas la Internatio-
nal Plant Genetic Resouces Institute (IPGRI)
recomienda su desecaciéon hasta un 3-7% de
humedad y su almacenamiento a bajas tem-
peraturas (-18°C). Este protocolo de conserva-
cion es en general el mas recomendado para la
mayoria de las especies que se propagan por
semillas y cuyas semillas resisten la deseca-
cion sin que ello implique pérdida de viabilidad.
A las semillas que presentan estas caracteris-
ticas se las denominan “semillas ortodoxas”
como por ejemplo las semillas de arroz, trigo,
avena, tabaco, tomate y lechuga. Sin embargo,
en ciertos casos este método de conservacion
no es aplicado, porque la especie se propaga,
en la practica, vegetativamente (como la man-
dioca, papa, cafia de azucar, platanos y bana-
nos) o bien porque sus semillas pierden rapi-
damente la viabilidad cuando son sometidas a
procesos de desecacién. A estas semillas se



las denominan “semillas recalcitrantes”. Las
semillas de numerosas especies que viven en
zonas tropicales o subtropicales se incluyen en
esta categoria, como por ejemplo las de coco,
cacao, frutales tropicales perennes y diversas
palmeras.

Otro método de conservacion de germoplas-
ma ex situ, es mediante el cultivo in vitro de te-
jidos. El descubrimiento de la totipotencialidad
de las células vegetales y la posibilidad de de-
sarrollar plantas normales y completas a partir
de diferentes explantes, ha permitido pensar
en el establecimiento de bancos de germoplas-
ma utilizando el cultivo de tejidos vegetales. Al-
gunos de los primeros estudios sobre el man-
tenimiento in vitro del germoplasma fueron rea-
lizados en mandioca en el Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT) y en papa en el
Centro Internacional de la Papa (CIP). Recién
en 1980 se reconocid el potencial de los méto-
dos del cultivo in vitro para la conservacion de
especies de plantas "dificiles". Este término se
refiere a las especies propagadas vegetativa-
mente en forma obligada o que tienen semillas
recalcitrantes. En estos casos, la conservacion
de los genotipos se realiza mediante el mante-
nimiento de plantas vivas o mediante el cultivo
in vitro de apices caulinares o de nudos.

El mantenimiento de los recursos fitogenéti-
cos mediante los métodos del cultivo in vitro se
logra haciendo cambios en el ambiente de cul-
tivo para desacelerar el crecimiento de las cé-
lulas y de los tejidos. El objetivo es aumentar al
maximo el periodo de transferencia del cultivo.
Es esta necesidad la que estimul6 algunos de
los primeros estudios sobre el mantenimiento
in vitro del germoplasma de diversas especies.
Este método cubre un amplio espectro de técni-
cas que implican el cultivo, bajo condiciones de
asepsia, de érganos o fragmentos de érganos
(meristemas, semillas, embriones somaticos,
embriones cigoticos, hojas, tallos, raices, ye-
mas, polen, anteras, callos o protoplastos), en
un medio de cultivo artificial definido, bajo con-
diciones ambientales controladas. Esta técnica
ha sido usada para mantener colecciones en
crecimiento minimo, para lo cual se requiere:
reducir la temperatura, reducir las condiciones
de luminosidad, modificar el medio de cultivo,
adicionar al mismo inhibidores osméticos o re-

tardantes del crecimiento, deshidratadores de
tejido o modificar la fase gaseosa del recipiente
de cultivo. La modificacidon de uno o mas de es-
tos factores es usada para la conservacién de
numerosas especies, como por ejemplo parala
conservacion de microestacas de Manihot es-
culenta; de vastagos de especies de Fragaria,
Ipomoea, Rubus, Musa, Saccharum, Zingiber,
Ananas, Coffea, Dioscorea y de microtubércu-
los de Solanum. Estas técnicas de almacena-
miento se realizan a mediano plazo, es decir,
se basan en reducir el metabolismo celular y
con ello reducir el crecimiento y el nimero de
subcultivos durante meses hasta un ano, sin
que ello afecte la viabilidad de los cultivos. En
el Laboratorio de Cultivo in vitro del Instituto de
Botanica del Nordeste (IBONE), en la Facultad
de Ciencias Agrarias de la UNNE, desde hace
varios anos se llevan a cabo experimentos re-
feridos a la conservacion de germoplasma de
paraiso (Melia azedarach). Utilizando como
explantes meristemas de clones selectos de
paraiso mantenidos durante 12 meses a tasas
de crecimiento reducidas (medios de cultivo
subdptimos o empobrecidos y en condiciones
de oscuridad se logré mantener con éxito y re-
generar plantas de paraiso que actualmente se
encuentran en evaluacion a campo (Fig. 1). Asi-
mismo en el IBONE, se realizan experimentos
tendientes a optimizar las técnicas de conser-
vacion in vitro a largo plazo que consisten en
el almacenamiento a temperatura del nitrégeno
liquido (-196°C) —crioconservacion- con lo cual
se consigue la supresion del crecimiento hasta
llegar a un estado de "suspensién animada".
En el Laboratorio del IBONE se ha logrado con
éxito la crioconservacion de meristemas de
paraiso aplicando la técnica de encapsulacion-
desidratacion (Fig. 1).

Las técnicas de conservaciéon de germo-
plasma mediante el uso de la crioconservacion
ofrecen varias ventajas en relacion con las
técnicas tradicionales de conservacion, pues
permiten la conservacién a largo plazo (afios),
presenta bajos costos de mantenimiento, una
facil manipulacion de las muestras y no depen-
den del suministro eléctrico.

Desde que en 1968 se informara acerca de
la crioconservacién de células de lino y luego
de los resultados satisfactorios que se obtuvie-



BANCOS DE GERMOPLASMA in vitro

|

l

Meristemas creciendo a tasas
minimas (4°C y medio de cultivo
reducido) durante 12 meses.

Crioconservacion de meristemas
aplicando |a técnica de
encapsulacidon/desidratacion.

l

Plantas provenientes de meristemnas
conservados a tasas minimas (60
dias de transferidas a sustralo).

Plantas provenientes de meristemas
crioconservados a —196°C.

Figura 1: Estrategias para la conservacion de germoplasma de paraiso (Melia azedarach L.), desarrolla-
das en el Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales. IBONE. Facultad de Ciencias Agrarias. UNNE

ron con la crioconservacion de meristemas de
frutilla en el Instituto de Biotecnologia de Plan-
tas en Sakatoon - Canada, se iniciaron en 1985
algunas investigaciones colaborativas entre el
CIAT y el IPGRI para desarrollar esta técnica
con el cultivo de meristemas de mandioca. A
partir de estos estudios, numerosos trabajos
dan muestra de la importancia de esta técnica,
de sus usos y aplicaciones.

La crioconservacién consta de siete pasos:

1.- Seleccion del material a crioconservar:

Cuando se realiza la seleccion del material
a crioconservar, se debe tener la absoluta se-
guridad de que a partir del mismo se obtienen
plantas completas. El explante seleccionado
depende del objetivo de conservacion y esta
estrechamente relacionado con el tipo de pro-



pagacion de la especie. Por ejemplo en el caso
de la mandioca, la cual se propaga principal-
mente por via asexual (mediante estacas), se
conserva su germoplasma in vitro en el CIAT
mediante el cultivo de microestacas y también
de meristemas con lo cual paralelamente a la
conservacion se consigue el saneamiento de
los cultivares. Ademas, se estan realizando es-
tudios para la crioconservacion de meristemas.

2.- Deshidratacion:

La deshidratacion del explante es un paso
crucial para el éxito de la crioconservacion, ya
gue es necesario eliminar toda el agua libre
presente en el tejido vegetal, minimizando asi
las posibles pérdidas por congelacion. La des-
hidratacion del tejido puede realizarse en una
camara a 0°C o en cdmaras herméticamente
cerradas utilizando sustancias higroscopicas
como por ejemplo: silica gel, glicerol (5 - 20%),
o0 sometiendo al explante a una corriente de
aire en un flujo laminar de aire estéril.

3.- Aclimatacion:

La aclimatacion se puede realizar en forma
rapida o lenta. La aclimatacion rapida consiste
en colocar el explante directamente en el ni-
trogeno liquido, con o sin la adicion exdégena
de crioprotectores; mientras que la aclimata-
cion lenta se realiza bajando gradualmente la
temperatura (0.1-3°C/min.). Este punto debe
ser manejado cuidadosamente pues una des-
hidratacién excesiva de las células puede ex-
ponerlas a una alta concentracion interna de
los solutos. Por esta razén generalmente el
material se congela lentamente, a una veloci-
dad adecuada hasta alcanzar una temperatura
préxima alos -40°C y luego se lleva a nitrégeno
liquido (-196°C).

Para preparar (aclimatar) al explante a las
bajas temperaturas se utilizan sustancias crio-
protectoras como azucares (sacarosa, gluco-
sa); alcoholes (glicerol, etilenglicol, manitol y
sorbitol), DMSO, PVP, o también pueden uti-
lizarse soluciones de vitrificacion, que son una
combinacion de crioprotectores tal como el
PVS2. Tanto los crioprotectores como las solu-
ciones de vitrificacion actuan fundamentalmen-
te como agentes anti-congelantes, aumentan-

do la viscosidad del tejido vegetal y reduciendo
la permeabilidad de las células.

4.- Aimacenamiento:

De acuerdo al material vegetal que se utilice,
se presentan dos grandes sistemas:

-Sistemas Secos: comprende todos aque-
llos tejidos vegetales enddégenamente resisten-
tes y tolerantes a las bajas temperaturas y a la
deshidratacion.

-Sistemas Hidratados: son todos aquellos
tejidos vegetales no tolerantes a las bajas tem-
peraturas y a la deshidratacion por lo que se re-
quiere una proteccion exégena. Esta proteccion
puede estar dada por el uso de crioprotectores
o bien por la utilizacién de soluciones de vitrifi-
cacion.

Los sistemas secos, por ser mas resistentes
necesitan menor preparacion para su almace-
namiento y comprende aquellas especies que
habitan zonas frias y/o templadas. En cambio,
los sistemas hidratados son mas susceptibles
al frio y estan representados por todas aquellas
especies que habitan zonas tropicales y sub-
tropicales, las cuales no estan adaptadas para
soportar temperaturas inferiores a 0°C, por este
motivo estos tejidos deben ser protegidos exo-
genamente mediante el uso de crioprotectores.

5.- Descongelamiento y Rehidratacion:

Cuando se desea recuperar al explante del
nitrégeno liquido, se puede realizar un descon-
gelamiento rapido a Bafio Maria (generalmente
1-2 min. a 30 6 40°C) o en forma lenta some-
tiendo al explante a temperatura de laboratorio
0 a una corriente de aire en el flujo laminar de
aire esteéril.

6.- Test de Viabilidad:

Los tests de viabilidad nos permiten com-
probar las zona/s del tejido que ha/n muerto y
cual/es ha/n sobrevivido al frio. La evaluacion
de la viabilidad puede llevarse a cabo en forma
visual, realizando el recultivo y determinando
la capacidad de regeneracion, utilizando TTC
que colorea el tejido que ha sobrevivido a la
crioconservacién; o midiendo la conductividad



eléctrica, que permite estimar el dafio produci- basicamente pueden resumirse en técnicas de:

do en las membranas celulares. - Encapsulacion-Deshidratacion
En la ultima década, han surgido numerosas - Vitrificacion

técnicas que combinan el uso de crioprotecto- - Encapsulacion-Vitrificacion

res y de soluciones de vitrificacion con técnicas - Desecacion

de deshidratacion y encapsulacion, las cuales - Precultivo

Técnica
Empleada

Explante y Especie

Suspensiones celulares de Catharanthus roseus.
Meristemas de 125 variedades de Solanum spp.
Meristemas de Dioscorea alata, Malus domestica, Pyrus spp. y

Encapsulacion- Morus spp.
Deshidratacion ‘\Pices de Pyrus spp., Malus spp., Saccharum spp. y Solanum tuberosum
Apices caulinares de Camellia japonica, Coffea racemosa x
Coffea sessiliflora,Citrus spp, y de Saccharum spp.
Embriones somaticos de Elaeis guineensis.
Células nucelares de Citrus sinensis.
Lineas celulares embriogénicas de Pinus silvestris.
Suspensiones celulares y callos embriogénicos de Gossypium hirsutum.
Meristemas de Pyrus communis, Malus spp y de Pyrus spp.,
Ipomoea batata, Manihot esculenta (15 genotipos), Prunus spp.,
y de Solanum spp.
Meristemas, polen y anteras de Arachis hypogaea.
Apiccs de Ananas comosus, Colocasia esculenta.
Vitrificacién Yemas adventicias de Guazuma crinita Mart., Populus alba.

Semillas de Bletilla striata

Semillas y protocormos de Dendrobium candidum.

Suspensiones celulares embriogénicas de Oryza sativa.

Embriones somaticos de Abies cephalonica

Semillas, embriones cigdticos, polen, anteras y suspensiones celulares
de Triticum spp.

Meristemas, segmentos nodales, segmentos de raiz y yemas adventicias de
Encapsulacion  Guazuma crinita, y de Fragaria x ananassa.
Vitrificacion Apices de Dyanthus cariophyllus, Armoracia rusticana,Lilium spp. y de
Wasabia japonica

Meristemas de Morus spp.

Embriones somaticos de Cucumis melo, y de Elaeis guineensis
Desecacion Embriones somaticos y ejes embriogénicos de Camellia japonica.

Ejes embriogénicos de Junglans cinerea.

Ejes embriogénicos y semillas de Gossypium hirsutum.

Semillas de Pinus silvestris, y de Apium graveolens

Meristemas de Musa spp.
Embriones cigoticos de Triticum aestivum, Phaseolus vulgaris y Oryza spp.

Precultivo

Polen y anteras de Oryza spp

Lineas celulares y callos de Oryza sativa.

Embriones somaticos de Phoenix dactylifera, Coffea spp., Pyrus spp.,
Precultivo Cucurbitaspp., Cocos nucifera, v de Elaeis guineensis (aplicada
Desecacion como rutina a 80 clones).

Embriones cigoticos y microestacas de Asparagus oficinalis.
Gotita Apices de 150 variedades de Solanum tuberosum.
Congelada

Cuadro N° 1: Utilizacion de técnicas de crioconservacion en diferentes explantes de algunas especies de
interés agrondémico.



- Precultivo-Desecacioén
- Gotita Congelada.

En el Cuadro N° 1 se detallan las especies
y explantes en los cuales cada una de estas
técnicas ha sido empleada con resultados sa-
tisfactorios.

Encapsulacion-Deshidratacion:

La técnica de encapsulacion-deshidratacion
esta basada en el desarrollo de la metodologia
aplicada a las semillas sintéticas, en la cual un
explante es recubierto por una matriz de algina-
to de sodio y polimerizado en una solucion de
cloruro de calcio formando un gel alrededor del
explante de alginato de calcio. Una vez llevada
a cabo la encapsulacién, se realizan pre-tra-
tamientos generalmente con sacarosa (desde
0.3 hasta 1.5M), que actua como crioprotector
del explante. En especies tolerantes al frio, la
exposicion de las plantas madres a bajas tem-
peraturas durante varias semanas previas a la
criopreservacion, incrementa la supervivencia.

La deshidrataciéon puede llevarse a cabo so-
metiendo las capsulas de alginato (contenien-
do a los explantes) a una corriente de aire en el
flujo laminar o exponiéndolas en camaras her-
méticamente cerradas con silica gel. Las cap-
sulas asi deshidratadas pueden ser llevadas
directamente a inmersion en nitrégeno liquido
o bien a un descenso lento de temperatura.

Vitrificacion:

Esta técnica, involucra el pre-tratamiento de
las muestras con soluciones de vitrificacion.
Ejemplos de estas soluciones muy utilizadas
en el mundo son el PVS2 o bien otra compues-
ta por 40% etilenglicol, 15% sorbitol y 6% albu-
mina sérica bovina.

Luego de la exposicion a las soluciones de
vitrificacion (generalmente a una temperatura
de 0°C para disminuir los riesgos de fitotoxici-
dad), las muestras pueden ser sumergidas di-
rectamente en nitrégeno liquido o llevadas a un
descenso lento de temperatura. Las soluciones
crioprotectoras usadas en los protocolos de vi-
trificacion, son generalmente toxicas para las
células y el tiempo de exposicién a la solucién

debe estar relacionado con el tamafio del ex-
plante y la misma debe ser removida rapida-
mente luego del descongelado.

Encapsulacion-Vitrificacion:

La técnica de encapsulacién-vitrificacion, es
una combinacion de las técnicas de encapsu-
lacion-deshidratacion y vitrificacion. Las mues-
tras son encapsuladas en alginato de calcio
y sometidas a vitrificacion durante el enfria-
miento. Comparada con la técnica de encap-
sulacion-deshidratacion tiene un 30% mas de
supervivencia. Esto puede explicarse debido a
que las capsulas de alginato de calcio reducen
la toxicidad de las soluciones de vitrificacion.

Desecacion:

La técnica de desecacion es un proceso muy
simple que so6lo requiere la deshidratacién del
material vegetal, la cual es crucial para el éxito
de la crioconservacion. Esta técnica consiste en
someter al explante a una corriente de aire en
un flujo laminar o en camaras herméticamente
cerradas conteniendo silica gel; luego de lo cual
se realiza un enfriado rapido, sumergiendo el
material directamente en nitrégeno liquido.

Precultivo:

La técnica del pre-cultivo, involucra la incor-
poracion de crioprotectores (durante distintos
tiempos que dependen del explante) antes del
enfriamiento; como por ejemplo la adicion de
altas dosis de sacarosa para la crioconserva-
cion de meristemas de Musa spp.; la utiliza-
cion de PEG y DMSO en embriones cigoéticos
de Triticum aestivum y Phaseolus vulgaris; la
utilizacion de sacarosa y DMSO o glicerol en
semillas, embriones cigoticos, polen y anteras
de Oryza spp. y la utilizacion de acido abscisico
para la conservacion de lineas celulares y de
callos de Oryza sativa.

Precultivo-Desecacion:

Esta técnica es una combinacion de dos téc-
nicas descriptas anteriormente. Las muestras
son tratadas con crioprotectores, parcialmente
desecadas y luego sometidas a enfriamiento
rapido o lento. Generalmente en el precultivo se



emplean azucares (sacarosa, glucosa) y con un
tiempo de duracién variable desde horas como
en el caso de la conservacién de embriones
maduros de Cocos nucifera, en el cual el pre-
cultivo tuvo una duracion de 11-20 hs., hasta 7
dias como fue aplicado con éxito en embriones
somaticos de Elaeis guineensis.

Gotita Congelada:

La técnica de la microgota congelada ha sido
aplicada con éxito en apices de Solanum tube-
rosum, la misma consiste en pretratar (2-3 hs)
con DMSO en medio liquido y formar una mi-
crogota (2.5 ul) la cual se suspende sobre papel
de aluminio y se la lleva a inmersién directa en
nitrégeno liquido. Este procedimiento es una
adaptacion de la técnica clasica desarrollada
para meristemas de mandioca.

Esta técnica ha sido satisfactoriamente apli-
cada en 150 variedades de Solanum tuberosum
con un porcentaje de supervivencia del 40%.

Conclusiones:

Los recursos fitogenéticos constituyen un
reservorio de informacién genética imprescin-
dible para la solucién de muchos de los proble-
mas a los que se enfrenta la agricultura. Los
métodos para asegurar su conservacion son
diversos y cada uno de ellos posee sus ven-
tajas e inconvenientes. Por ello, se considera
qgue el conjunto de técnicas de conservacion in
situ y ex situ, son métodos complementarios,
no excluyentes, para lograr el objetivo comun
de preservar los recursos fitogenéticos, como
parte esencial de una estrategia global para la
conservacion de la biodiversidad.

En la ultima década se han producido avan-
ces significativos en el desarrollo de técnicas in
vitro de conservacion. La disponibilidad de ban-
cos de germoplasma in vitro, tanto en condicio-
nes de crecimiento lento como la conservacion
a temperaturas ultrabajas (crioconservacion),
han contribuido a dicho avance. Algunos ejem-
plos de conservacion de germoplasma en cre-
cimiento lento son usados como rutina en Cen-
tros Internacionales, como por ejemplo, para la
conservacion de germoplasma de mandioca en
el CIAT Cali, Colombia y para la conservacion
de germoplasma de papa en el CIP (Centro In-
ternacional de la Papa) en Peru. Ademas, es

importante resaltar que las técnicas de criocon-
servacion ofrecen una alternativa muy valiosa
cuando se piensa en conservar los recursos fi-
togenéticos por tiempo ilimitado (afios), si bien
hasta el momento solo se aplica como rutina
para la conservacion de lineas celulares en la-
boratorios de investigacién y para la conserva-
cion de algunos genotipos pertenecientes a los
géneros Rubus spp., Pyrus spp., Solamun spp.
y Elaeis guineensis.
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