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LA BIOTECNOLOGÍA EN LA CONSERVACIÓN DE LOS RECURSOS GENÉTICOS VEGETALES
María Teresa González-Arnao

Facultad de Ciencias Químicas, Universidad Veracruzana, Prolongación Oriente 6, No. 1009, Apartado Postal 215, Código postal 94340, Orizaba, Veracruz, México, mtgarnao1@hotmail.com
ResumEn 

Las técnicas de conservación in vitro son métodos biotecnológicos que permiten conservar los recursos genéticos vegetales a corto, mediano y largo plazo. El almacenamiento en nitrógeno líquido, a la temperatura de -196°C (crioconservación), constituye en la actualidad la forma más segura de resguardar por períodos teóricamente ilimitados el material biológico de las especies que no pueden almacenarse en bancos de semillas, que se propagan por vía vegetativa, que constituyen líneas celulares con atributos especiales como la producción de compuestos naturales útiles o que son el material resultante de los programas de mejora e ingeniería genética. El presente trabajo ilustrará con diferentes ejemplos el desarrollo de las técnicas de crioconservación aplicadas al germoplasma de cultivos de importancia económica y alimentaria. México reúne aproximadamente el 10% de la flora mundial cuando sólo representa el 1.3% de la tierra emergida del mar. Por lo tanto, es necesario extender los beneficios de la biotecnología y el quehacer científico moderno, en la conservación de esta biodiversidad genética que constituye uno de los tesoros más valiosos de relevancia ambiental, económica y social.

INTRODUCCIÓN

Los antiguos mesoamericanos lograron un amplio conocimiento de las diferentes especies y cuidaron de ellas con gran esmero tras siglos de observación y selección. Hoy en día, la ciencia moderna dispone de muchos adelantos tecnológicos para alcanzar este mismo propósito y cosechar mayores éxitos en el terreno de la mejora genética y la conservación. El auge creciente de la Biotecnología y en particular la aplicación de las técnicas de cultivo de tejidos, han aportado métodos adicionales para resguardar satisfactoriamente los recursos fitogenéticos de las especies “problema”, o sea, aquellas que producen semillas recalcitrantes o que se propagan vegetativamente. A este grupo pertenecen en su mayoría los cultivos tropicales y subtropicales como la caña de azúcar, la piña y los cítricos. Las alternativas de conservación biotecnológicas son también de utilidad para los programas de hibridación somática y de ingeniería genética (González-Arnao, 1996).

Es conocido que una temperatura ultra baja aplicada a un organismo vegetal es capaz de provocar la suspensión total de los procesos metabólicos incluida la división celular. De esta forma, el material biológico pasa a un estado de inanimación absoluta en el que potencialmente puede conservarse por tiempo indefinido. Este proceso denominado crioconservación, se basa en el almacenamiento preferiblemente en nitrógeno líquido a la temperatura de -196ºC y esta forma de conservación in vitro permite mantener a largo plazo el germoplasma sin alteraciones genéticas, protegido de la contaminación y en espacios reducidos de termos con nitrógeno líquido (González-Arnao, 1996). En los últimos 15 años las investigaciones en criobiología han alcanzado importantes avances dirigidos a simplificar y optimizar los procedimientos criogénicos, a facilitar la manipulación de abundantes cantidades de muestras y a extender los protocolos establecidos a un mayor número de especies y variedades vegetales. 

En el presente trabajo se ilustra a través de tres casos de estudio la evolución de la biotecnología al servicio de la conservación de los recursos fitogenéticos.

CRIOCONSERVACIÓN DE ÁPICES DE CAÑA DE AZÚCAR

La crioconservación de ápices de caña de azúcar no había sido posible lograrla aplicando los métodos convencionales criogénicos que implican el uso de soluciones crioprotectoras y un régimen de congelación lento. Sin embargo, el desarrollo del procedimiento de encapsulación-deshidratación (Fabre y Dereuddre, 1990), basado en la metodología de la semilla artificial, permitió obtener por primera vez viabilidad (González-Arnao et al., 1993) con diferentes variedades de caña de azúcar independientemente de la complejidad genética y la diversidad geográfica de localización del material (González-Arnao, 1996). 

Los ápices aislados de plantas in vitro provenientes de 15 variedades y encapsulados en alginato de calcio (3%, SIGMA, low viscosity), se precultivaron bajo agitación constante en medio líquido suplementado con 0.75M de sacarosa durante 24h y se desecaron en presencia de sílica gel hasta disminuir el contenido de humedad en las cápsulas entre un 20-25% (expresado en peso fresco). Posteriormente, las muestras se transfirieron de forma rápida al nitrógeno líquido en crioviales de 2ml conteniendo cada uno como máximo 10 cápsulas con los tejidos. La descongelación se realizó a temperatura ambiente mediante la exposición a la corriente del aire estéril en una campana de flujo laminar (2-3min) y los ápices encapsulados y descongelados, se pasaron al medio sólido de cultivo estándar durante una semana a la oscuridad y posteriormente a la luz. Los ápices que sobrevivieron a la crioconservación se tornaron progresivamente verde y comenzaron a crecer rompiendo la cubierta sintética de alginato y regenerando nuevos brotes. Bajo este procedimiento criogénico, tejidos de cinco variedades de caña de azúcar se mantuvieron almacenados en nitrógeno líquido a diferentes tiempos (0.5, 10, 120, 180 y 365 días) y se evaluó la efectividad del protocolo por la supervivencia del material a lo largo del período de conservación.  

Tabla 1. Aplicación a gran escala de la crioconservación a ápices de caña de azúcar. Técnica de encapsulación-deshidratación (González-Arnao et al., 1996).

	origen
	variedad
	sobrevivencia (%)

-nl                               +nl

	Colección in vitro

cnic, La Habana, Cuba

	c 87-51

c 266-70

b 34104

b 4362

poj 2878

cp 70-1133

ja 60-5

iac 5448
	90

90

60

88

56

80

70

50
	70

86

67

74

60

60

24

38

	colección in vitro

cirad, montpellier, Francia
	co 6415

b 69566

cp 68-1026

q 90

co 740

my 5514

iac 5118
	80

100

100

100

80

83

50
	64

91

64

82

38

75

38


  nL: Nitrógeno líquido
Tabla 2. Efecto del tiempo de almacenamiento en nitrógeno líquido sobre la viabilidad de ápices de diferentes variedades de caña de azúcar.  (González-Arnao et al., 1999).

	
	Sobrevivencia (%)

	Variedad
	     0.5d      
	10d
	120d    
	180d      
	365d

	C 266-70       

C 8751

B 4362          

B 34104

Ja 60-5                                
	86

70

76

67

14
	84

68

74

-

-
	80

67

68

67

-
	80

66

68

65

20   
	81 

67

67

66

21


Técnica de encapsulación-deshidratación (González-Arnao et al., 1993).  

CRIOCONSERVACIÓN DE ÁPICES DE PIÑA

Los métodos convencionales y la técnica de encapsulación-deshidratación no permitieron la crioconservación de los tejidos de diferentes variedades de piña. Esto hizo necesario estudiar un nuevo procedimiento criogénico denominado método de vitrificación (Sakai et al., 1990). La metodología de vitrificación implica el uso de soluciones crioprotectoras muy concentradas (PVS2, PVS3 ó PVS4) que inducen una intensa deshidratación osmótica, seguido por la inmersión rápida al nitrógeno líquido (Sakai, 2004). 

El protocolo de vitrificación que permitió obtener los mejores resultados con tres variedades de piña (Tabla 3), consistió en el precultivo de los ápices aislados de plantas in vitro, sobre medio sólido suplementado con 0.3M de sacarosa durante 48h, seguido por los tratamientos en las soluciones crioprotectoras, primeramente, en 0.75 M de sacarosa + 1 M de glicerol por 25min a temperatura ambiente y luego expuestos durante 7h a 0ºC a la solución vitrificadora PVS2 (Glicerol 30% (p/v)+etilénglicol 15% (p/v)+DMSO 15% (p/v)+sacarosa 0.4M). Los tejidos inmersos en la solución PVS2 y colocados en crioviales de 2ml, se transfirieron rápidamente al nitrógeno líquido. La descongelación se realizó en un baño de María a +40°C (2-3min) y los crioprotectores se lavaron (2-3 veces) utilizando medio líquido conteniendo 1.2M de sacarosa. El recultivo se llevó a cabo sobre el medio sólido estándar durante la primera semana a la oscuridad con el siguiente pase a las condiciones controladas de iluminación (González-Arnao et al., 1998).

Este protocolo criogénico permitió almacenar por primera vez con éxito ápices de piña en nitrógeno líquido. Recientemente se realizaron modificaciones al procedimiento combinando la encapsulación con la metodología de vitrificación (Gámez-Pastrana et al., 2004). Las condiciones óptimas contemplaron encapsular los ápices en alginato de calcio (3%, SIGMA, low viscosity), seguido por un precultivo progresivo de 48h, primero 24h en medio líquido con sacarosa 0.16M+prolina 0.3M durante y luego otras 24h en el medio con sacarosa 0.3M+prolina 0.3M. Las muestras tratadas se pasaron al medio líquido con 0.75 M de sacarosa + 1 M de glicerol por 25min a temperatura ambiente, se expusieron 1h a 0ºC a la solución vitrificadora PVS3 (Glicerol 50% (p/v)+sacarosa 50% (p/v)) e inmersos en PVS3 se transfirieron en crioviales rápidamente al nitrógeno líquido. La descongelación, el lavado de los crioprotectores y el recultivo, se realizó bajo las mismas condiciones descritas con anterioridad.

Tabla 3. Viabilidad de los ápices de diferentes variedades de piña antes (-nl) y después (+nl) de la crioconservación aplicando el protocolo de vitrificación (González-Arnao et al., 1998).

	
	Sobrevivencia (%)

	Variedades
	-NL
	+NL

	Puerto Rico
	80 ± 8.5
	65 ± 5.7

	Perolera
	50 ± 5.7
	35 ± 7.1

	Cayenna Lisa
	50 ± 7.1
	25 ± 4.2


                        nL: Nitrógeno líquido
Tabla 4. Viabilidad de los ápices de diferentes variedades de piña antes (-nl) y después (+nl) de la crioconservación aplicando el protocolo de encapsulación-vitrificación (Gámez-Pastrana et al., 2004).

	
	Sobrevivencia (%)

	Variedades
	-NL
	+NL

	Puerto Rico
	91 ± 1.3
	83 ± 1.1

	MD-2
	76 ± 1.9
	54 ± 2.8


                       nL: Nitrógeno líquido
CRIOCONSERVACIÓN DE EMBRIONES SOMÁTICOS DE CÍTRICOS

La crioconservación de embriones somáticos de cítricos obtenidos por el cultivo in vitro de óvulos de frutos inmaduros se logró por primera vez utilizando los métodos clásicos con una solución crioprotectora de dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% y un régimen de enfriamiento lento (Marin et al., 1993). Sin embargo, los niveles de viabilidad fueron muy bajos y poco reproducibles, además de requerirse una selección rigurosa del estado de desarrollo de los embriones para obtener supervivencia después de la crioconservación.

Recientemente, embriones somáticos de 14 especies de cítricos producidos por el cultivo in vitro de óvulos (11 especies), y de estilo, estigma y ovarios (3 especies); se crioconservaron exitosamente aplicando la metodología de encapsulación-deshidratación (González-Arnao et al., 2003). Los embriones se tomaron en diferentes fases de desarrollo (globular, torpedo y forma de corazón) independientemente de su fuente de obtención y el protocolo que permitió alcanzar los mejores resultados consistió en la encapsulación de los embriones en alginato de calcio (3%, SIGMA, low viscosity), el precultivo con agitación constante en medio líquido con 0.75M de sacarosa por 24h, el secado posterior de las muestras en sílica gel (hasta un 20-25% de humedad, expresado en peso fresco) seguido por la inmersión directa a -196°C. La descongelación y el recultivo se realizaron acorde a lo descrito anteriormente para esta técnica. Los embriones que sobrevivieron a la crioconservación mantuvieron su color verde, buen aspecto y germinaron con rapidez.

Tabla 5. Aplicación a gran escala de la crioconservación a embriones somáticos de cítricos obtenidos por el cultivo in vitro de óvulos de frutos inmaduros. Técnica de encapsulación-deshidratación (González-Arnao et al., 2003).
	
	Sobrevivencia (%)

	Naranjos dulces
	-NL
	+NL

	W. Navel
	85
	86

	Navelate
	100
	78

	Sucreña
	100
	95

	W. Foyos
	92
	95

	Bonanza
	70
	75

	Mandarinos e híbridos
	
	

	Mandarina común
	92
	95

	Page
	70
	86

	Naranjos amargos
	
	

	Calabacita
	67
	77

	Cajel
	64
	80

	Otras especies
	
	

	Limón Volkameriano
	90
	90

	Alemow
	95
	92


nL: Nitrógeno líquido
Tabla 6. Viabilidad de los embriones somáticos obtenidos por el cultivo in vitro de estilo, estigma y ovario antes (-nl) y después (+nl) de la crioconservación. Protocolo de encapsulación-deshidratación (González-Arnao et al., 2003).

	
	Sobrevivencia (%)

	Especies
	-NL
	+NL

	Limón (Limón Fino)
	67
	76

	Mandarino (Avana Apireno)
	90
	95

	Toronja (Star Ruby)
	-
	100


nL: Nitrógeno líquido
CONCLUSIONES

Los avances de la biotecnología han propiciado establecer nuevos procedimientos criogénicos y optimizar las condiciones metodológicas implementadas en un inicio. En el caso de los ápices de caña de azúcar, el desarrollo de la técnica de encapsulación-deshidratación permitió la aplicación efectiva y a gran escala de la crioconservación, así como los niveles de sobrevivencia fueron independientes del tiempo de almacenamiento en el nitrógeno líquido. Para los ápices de piña, la metodología de vitrificación hizo posible crioconservar los tejidos de diferentes variedades y las modificaciones al protocolo inicial dieron como resultado un incremento en la sobrevivencia y una disminución en el tiempo de exposición requerido ante la solución vitrificadora (de 7h a 1h). Con los embriones somáticos de cítricos, el procedimiento de encapsulación-deshidratación elevó significativamente los niveles de viabilidad alcanzados, los resultados se reprodujeron consistentemente en un buen número de especies y no importó ni la fuente embriogénica de procedencia (óvulos, estilo, estigma u ovario), ni el estado fisiológico de desarrollo de los embriones. La utilización del método de congelación rápido en los tres casos de estudio, abarató los costos y simplificó los protocolos de crioconservación establecidos.
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