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La crioconservacion, que describimos a continuacion,
puede ser aplicada ventajosamente a la conservacion de
especies y variedades vegetales silvestres o cultivadas
como alternativa a las colecciones y bancos de
germoplasma clasicos (bancos de semillas, colecciones
en campo). La crioconservacion de plantas es un
proceso consistente en la preparacion, mantenimiento
y preservacion a largo plazo de un material vegetal, en
unas condiciones de temperatura ultra bajas de —196 °C,
obtenidas mediante nitrégeno liquido (NL). Este método
de conservacion de material vegetal presenta una serie
de ventajas frente a otros sistemas de preservacion de
recursos filogenéticos: es un método rapido, sencillo,
no altera la estabilidad genética del material y reduce
sustancialmente el esfuerzoy los costes que representan
elmantenimiento de colecciones de germoplasma vegetal
in vivo o in vitro, al eliminar casi por completo la mano
de obra y evitar los riesgos fitopatoldgicos y fisiolégicos
que habitualmente aparecen en el mantenimiento de los
bancos de germoplasma vegetales. Hay que senalar el
importante ahorro de espacio que supone mantener una
coleccion de especies horticolas o lefiosas en pocos
metros cuadrados en vez de en plantaciones de cientos
o miles de metros cuadrados.

El elemento fundamental de la crioconservacion es el
NL que se almacena y mantiene en tanques especiales
herméticos que permiten que se mantenga en estado
liquido y se evapore muy lentamente, manteniendo una
temperatura de —196 °C. El NL es incoloro, inodoro y
no combustible y esta a una temperatura de —196 °C a
presién atmosférica, por lo que el contacto con los tejidos
provoca el congelamiento del area. Es de facil manejo
pero, teniendo en cuenta que desplaza el oxigeno del
aire, hay que tener cuidado al manipularlo, lo que se debe
hacer en lugares bien ventilados.

El material vegetal a utilizar puede proceder de
cualquier parte de la planta: meristemos, yemas, apices,
tallos, callos, embriones somaticos, etc. Debe ser selec-
cionado de plantas sanas y, en el caso de proceder de
material de cultivo in vitro, los parametros de cultivo se
deben optimizar antes de la crioconservacion, ya que el
éxito de éste proceso de conservacion va a depender
tanto de los tratamientos utilizados antes de someter al
material al NL, como de los utilizados una vez recuperado
elmaterial delNL. Porlotanto, es de extrema importancia
poner especial atencién en la composicion de los medios
de cultivo donde se incube el material vegetal antes y
después de introducirlo en NL para su conservacion
[Sakai y cols., 1993, Cryopreservation of Plant Genetic
Resources 6: 5-26].

Para la manipulacién del material es necesario
utilizar recipientes de materiales resistentes a las bajas
temperaturas, como los crioviales de polipropileno,
donde el material vegetal que queremos conservar se
deposita antes de introducirlo en el NL. Estos crioviales,
con capacidades entre 1,2y 15,0 ml, tienen un sistema
de cierre a rosca especialmente disefado para soportar
la rapida conversion del NL a gas, que tiene lugar a
temperatura ambiente, conversion que de otro modo
produciria laexplosion del contenedor. Debido alafacilidad
con que se evapora el NL, es necesario controlar su nivel
dentro de los tanques donde se almacena, para reponer
las pérdidas y mantener estable latemperaturaa—196 °C
y asi asegurar la perfecta conservacion del material.

Segun la bibliografia, existen dos métodos de conge-
lacion. Podemos hablar de un método de congelacién
lento, y un método de congelacion rapido.

El método de congelacion lento, también llamado
método convencional de precongelamiento [Sakaiy cols.,
1991, Plant Physiology 137:465-470], consiste en someter
el material a un descenso gradual de temperatura desde
—10°Chasta—-30°C 6—-40°C antes de introducir el material
en el NL. Esto puede realizarse bajando la temperatura a
saltos térmicos relativamente amplios (5 °C/5 min), o bien
a saltos térmicos muy pequefios (0,5 °C/5 min), siendo
este ultimo sistema mucho mas lento y dando lugar a
una bajada de temperatura aparentemente continua. En
el método de congelacion rapido o simple, el material
vegetal se congela inicialmente a —40 °C, para pasarlo
posteriormente al NL.

En general, conviene disminuir el contenido de
agua del material vegetal para reducir los efectos de la
formacién de hielo en la congelacion. Para ello el material
se deshidrata parcialmente antes de la congelacion. Esta
deshidratacion previa se puede realizar con sustancias
como el gel de silice 0 medios con altos contenidos en
glicerol o sacarosa.Asi, se elimina un gran porcentaje del
agua contenida en el material, teniendo en cuenta que
la mayoria de los materiales mantienen su viabilidad si
conservan entre el 16,5 % y el 20 % del agua existente
inicialmente en fresco [Uragami y cols., 1990, Plant
Cell Reports 9:328-331], siendo la determinacién de la
tolerancia ala deshidrataciony los métodos que permiten
alcanzarla uno de los objetivos mas importantes en el
estudio de la crioconservacion.

Porlotanto, elmétodo de congelacion, ladeshidratacion
y la utilizacién de sustancias crioprotectoras, de las que
hablaremos mas adelante, son los recursos existentes
parareducir al maximo los dafos que se pueden producir
en la célula durante el proceso de congelacién. De forma



resumida, aunque al formarse el hielo, ya causa por si
mismo danos celulares, estos dafnos se agravan debido
a que se produce el fendmeno de recristalizacion, que
consiste en que los cristales de hielo que se forman en
el interior celular durante el proceso de congelacion, se
derriten y vuelven a formarse dando lugar a estructuras
termodinamicamente mas estables, es decir, cristales mas
grandes, con un efecto sumamente dafiino ya que provoca
una extensadestruccién de estructuras protoplasmaticas
y la lisis celular.

En el sistema de congelacion lenta, el hielo comienzaa
formarse desde el exterior hacia el interior celular. Elagua
sale hacia el exterior desde el citoplasma y la vacuola,
lo que provoca una diferencia de potencial osmaético que
causa un aumento de la concentracion de soluto en el
interior celular, y esto va en detrimento de la posibilidad
de supervivencia de la célula. Desarrollar este sistema
requiere un equipo complejoy de gran coste que controle
la disminucion gradual y exacta de la temperatura y el
tiempo de permanencia del material en cada estadio
térmico programado en el protocolo. En el caso del
sistema de congelacion rapida ocurre lo contrario: se
forma hielo desde el interior celular al exterior. El agua
entra y la diferencia de potencial osmético provocada
es menor que en el método lento, por lo que los dafios
celulares que ocasiona una alta concentracién de solutos
no son tan criticos, si bien los dafios por formacién de
hielo persisten.

Aunque los métodos de congelacion son variados,
curiosamente casi todos los autores coinciden en que
el proceso de descongelacion debe realizarse de forma
rapida paraevitarla recristalizacion, siendo el método mas
habitual lainmediata introduccién del material congelado
en agua caliente a 38 °C.

Paraevitarlos dafios celulares se recurre generalmente
al uso de crioprotectores. Los crioprotectores son
sustancias de diferente composicion (DMSO, glicerol
o etilenglicol) que van a embeber y cubrir el material
a conservar, protegiéndolo, al facilitar el paso de
agua a través de la célula. Es decir, van a estimular
la deshidratacion celular antes de la congelacién
intracelular. Entran en la célula retrasando el proceso
de congelacién celular, disminuyendo los efectos

osmoéticos negativos de los solutos intracelulares. En
los procedimientos en que se utilizan crioprotectores, el
material se somete frecuentemente a pretratamientos
como son la encapsulacion-desecacion o la vitrificacion.
Elmétodo de encapsulacion-desecacion fue desarrollado
por primera vez por Fabre y cols. [1991, Cryoletters 11:
413-426] para apices de Solanum plureja y consiste
basicamente en envolver el material en una cuenta de
alginatoy, posteriormente, someterlo a desecacién, como
por ejemplo, usando gel de silice, antes de introducirlo
en el NL. En el método de vitrificacién [Sakai y cols.,
1990, Cryobiology 27: 657; Sakai y cols., 1991, Plant
Physiology 137: 465-470; Sakai y cols., 1991, Plant
Science 74: 243-248] se utilizan combinaciones de
agentes protectores, como DMSO, glicerol y etilenglicol,
a diferentes concentraciones para proteger el material,
ya que las combinaciones de agentes protectores son
mas eficaces que la utilizacion de cualquier agente en
solitario. Una de las mezclas mas utilizadas es: DMSO al
1 %, etilenglicol al 1 %, y glicerol al 30 %, o bien, DMSO
al 5 0 10%, glicerol al 5 0 10 % y sacarosa.

Para incrementar los efectos de la utilizacién de los
crioprotectores, el material vegetal puede precultivarse en
un medio que contenga altas concentraciones de azucar.
Los azucares, reducirian el contenido hidrico de la célula
disminuyendo asi la formacién de hielo intracelular. Por
ello, el trabajo preliminar para la conservacion en cada
especie es determinar su tolerancia a la deshidratacion
y ajustar los sistemas o protocolos de congelacion para
obteneruna elevada supervivenciay viabilidad del material
crioconservado.

Con esta técnica pretendemos contribuir a la
preservacion de un valioso recurso fitogenético de
Andalucia: las variedades autdctonas andaluzas de
esparrago originarias de Huétor-Tajar en la Vega del rio
Genil en Granada. Estas variedades autdctonas estan
protegidas por una Denominacion Especifica de Calidad
por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion
[BOE, 17 de Abril de 1997], pero la realidad es que
estan en peligro de desaparicion por la competencia de
variedades hibridas foraneas, ya que en la actualidad
ocupan menos de un 10 % de la superficie cultivada de
esparrago en la zona de Huétor-T3ajar.



