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To freeze or not to freeze

for long-term plant preservation
Congelar o no congelar para la

conservacion de plantas a largo plazo
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Imaginemos que vivimos en uno de los lugares mas frios del pla-
neta, con un promedio de temperatura en enero en -50°C. Por
ello, no es raro que Oymyakon sea considerado el asentamiento
mas frio con habitantes permanentes en todo el mundo. Este sitio
ubicado en Rusia es conocido como el “Polo del frio” y registro
en 1926 la temperatura mas fria jamas registrada en el hemisferio
norte que fue de -71.2°C. En esta zona del planeta, la vegetacion
es de tundra, la cual es un bioma que se caracteriza por su subsue-
lo helado, falta de vegetacion arbdrea y en sus suelos pantanosos
solo viven musgos y liquenes. En estas condiciones, las plantas
que habitan estos lugares desarrollan caracteristicas que les permi-
ten estar a temperaturas criogénicas. Esto ha sugerido, siguiendo
la biomimetizacion, desarrollar técnicas de conservacidén de mate-
rial vegetal.

La palabra criobiologia es derivada de la palabra griega "cryo" =
frio, "bios" = vida, y "logos" = ciencia. En la practica, la criobio-
logia es el estudio de materiales o sistemas bioldgicos a tempera-
turas inferiores a lo normal. Algunos de los primeros conceptos
de crio proteccion fueron establecidos por bidlogos en el siglo
XIX y principios del XX que estudiaron la congelacion, la resis-
tencia al frio y la resistencia a las heladas en el medio ambiente,
con mayor frecuencia en las plantas. Por ejemplo, Molisch en la
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Figura 1. Conversion a plantas de Agave tequilana F.A.C. Weber, Cultivar “Chato”. A. Planta derivada de embrion cigdtico después
de 60 dias de cultivo en medio MS. B. Planta derivada de embrion somatico no crioconservado después de 60 dias de cultivo en
medio MS. C. Planta derivada de embrion somatico recuperado después de la crioconservacion y cultivado durante 105 dias en
medio MS. (Tomado de: Delgado-Aceves eral. 2021. https://doi.org/10.3390/plants10020249).

década de 1890 examino la congelacion en plantas
mediante microscopia directa (Molisch 1896). Hoy
es evidente que Molisch sabia que la composicion y
la concentracion de sustancias dentro de las células
vegetales esencialmente controlaban la superviven-
cia o la muerte de estas después de la congelacion y
que estas caracteristicas se desarrollaban de manera
natural dependiendo de los ambientes en los cuales
se desarrollaban.

Se cree que hace 2500 a.C. los antiguos egipcios
utilizaban las bajas temperaturas en la medicina.
Hipocrates recomendé el uso de frio para detener el
sangrado y la hinchazon.

El hombre relacioné estas caracteristicas con la
conservacion y desde 1890 se ha estado trabajando
en la conservacion de plantas por estos métodos;
por lo tanto, la criopreservacion o crioconservacion

ha sido una herramienta fundamental de la criobio-
tecnologia actual. Este método utiliza nitrogeno li-
quido, que mantiene temperaturas muy bajas
(—196°C en liquido y <—150°C en vapor sobre liqui-
do), es relativamente econdémico, quimicamente
inerte y facilmente accesible.

La criopreservacion es considerado un método
de conservacidn ex situ, o sea fuera de su habitat.
Requiere evitar la formacion de cristales de hielo le-
tales dentro de las células vegetales (adénde rompen
las membranas) y consta de tres estrategias basicas:

1) Secado parcial, lo que reduce la cantidad de
agua dentro de los tejidos.

2) El uso de soluciones que protejan las estruc-
turas celulares de la congelaciéon, como
combinaciones de dimetilsulféxido, aztca-
res, glicerol, etilenglicol y otros productos
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quimicos, solos o mezclados, que eliminan
el agua de las células y cambian las propie-
dades de congelacion del remanente del
agua.

3) Por dltimo, el enfriamiento de los tejidos a
tasas de cientos a miles de grados por se-
gundo, logrado con la inmersion directa de
tejidos en contenedores en nitrogeno liqui-
do, para que no dar tiempo a la formacion
de cristales de hielo (Wesley-Smith e al.
2013).

Estos tres pasos estabilizan los cristales formados
dentro de las células en forma acuosa, un proceso
llamado vitrificacion. Hoy se desarrollan diferentes
técnicas de crioconservacion dependiendo de 1a na-
turaleza de los explantes. Por ejemplo, el método
clasico de congelacion rapida y controlada y las
técnicas basadas en la vitrificacién (pre-cultivo y
deshidratacion, encapsulacion/ deshidratacion, en-
capsulacion/ vitrificacidn, crioplacas, entre otros).

La conservacién de material genético vegetal es
hoy de vital importancia para mantener la biodiver-
sidad de un sinnimero de especies de diferentes
familias y mantener los acervos genéticos a salvo
para recuperar, si fuera necesario, especies en peli-
gro de extincion. El poder hacer esto es de urgencia
debido al deterioro de los ecosistemas por el cambio
global, que incluye el cambio climatico y la destruc-
cion de los ecosistemas por el avance de las fronte-
ras agricola y urbana.

Sin embargo, no todas las plantas se pueden
conservar de manera convencional, en campo, o en
bévedas frias, porque a veces sus semillas no resis-
ten la bajas temperaturas y humedades relativas.
(Qué y como podemos crio conservar las plantas
por estos métodos?

El hombre, por puro sentido comun, ha intenta-
do como primera opcién el conservar las semillas
como el 6rgano principal para originar de manera
directa una planta completa; sin embargo, como se
menciond anteriormente, no todas las semillas se
pueden conservar en camaras frias. Por tal motivo,
se han utilizado otros tejidos para cumplir este obje-
tivo. Por ejemplo, se han conservado ejes embrio-
narios de las semillas recalcitrantes que se definen
como aquéllas que pasan por un muy corto o nulo
secado de maduracién, y permanecen sensibles a la
deshidratacion, tanto en su desarrollo como des-
pués de su desprendimiento. También, se han con-
servado esporas, polen, brotes, meristemos y embrio-
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nes somaticos (Figura 1), gametofitos en plantas
con alternancia de generaciones, etc. Todos estos
tejidos, tedricamente, pueden estar en estado de
congelacién por tiempo indefinido y para ello se
han hecho las pruebas de viabilidad a diferentes
tiempos de almacenamiento.

Hoy y siempre, una de las preocupaciones im-
portantes de los conservacionistas es si ese material
estara en condiciones de producir una nueva planta.
Para ello se han utilizado diferentes métodos para
determinar estabilidad genética de estos materiales;
entre ellos tenemos, la citometria de flujo, el
analisis de cromosomas, los niveles de ploidia, las
amplificaciones al azar de segmentos polimorficos,
el analisis de polimorfismos en la longitud de frag-
mentos de ADN amplificados y los microsatelites
(Pence et al. 2020). Algo muy importante, siempre
hay que contar con un método de propagacion efi-
ciente de estos materiales para poder recuperar las
plantas.

La crioconservacion es factible en todos los pai-
ses del mundo, independiente del clima existente, y
es de vital importancia para conservar material ve-
getal de especies amenazadas y de importancia cul-
tural cuyas semillas son recalcitrantes. Sin duda es
un método valido y alternativo para la conservacion
ex situ. Hoy en dia, ain no hemos podido establecer
este método en nuestro Banco de Germoplasma del
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.
En cambio, en México hay instituciones que lo
utilizan hace afnos. Por nuestra parte, estamos traba-
jando en las estrategias para establecerlo y creemos
importante que se le dé difusion a esta técnica.
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