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Biodiversidad y conservacion

La biodiversidad o diversidad bioldgica se refiere a la amplia variedad de seres vivos
sobre la Tierra, resultado de miles de millones de ainos de evolucidn.

La biodiversidad mundial disminuye a una velocidad sin precedentes:

- 1996-2004:
- 8321 especies vegetales incorporadas a la Lista Roja de Especies Amenazadas.
- El numero de plantas consideradas en peligro critico aumenté un 60%



Biodiversidad y conservacion

Se requieren medidas inmediatas de conservacion:

i) Conservacion in situ: conservacion de especies a través del manejo de las poblaciones
silvestres y sus habitats naturales. Esto incluye proteccion de ecosistemas, lo que implica una
correcta ordenacion del territorio y declaracién de espacios naturales protegidos.

ii) Conservacion ex situ: conservacion de cualquier componente de la diversidad bioldgica fuera
de sus habitats. Este tipo de conservacion incluye tanto el almacenamiento de los recursos
genéticos en banco de germoplasma, como el establecimiento de colecciones de campo.




Germoplasma y recursos genéticos

GERMOPLASMA: cualquier material capaz de transmitir los caracteres hereditarios de una
generacion a otra. Se puede afirmar que el germoplasma representa la base fisica de la

transmision genética, o bien la suma de los genes y de los factores citoplasmaticos que rigen la
herencia.

GERMOPLASMA VEGETAL: distintas estructuras vegetales (esporas, tejidos o partes de plantas),
incluyendo sus células y compuestos con informacion genética (ADN, ARN, etc.) y, de especial
modo, las semillas. Estas constituyen la estructura mas representativa y evolucionada de las
plantas superiores para su perpetuacion, siendo ademas el agente de dispersion mas frecuente,
eficaz y con mayor capacidad de regenerar una planta vascular completa a largo plazo.



Germoplasma y recursos genéticos

El termino GERMOPLASMA hace referencia a cualquier forma de vida, pudiendo referirse, en
virtud de diferentes rangos taxondmicos:

i) aun género (ej. germoplasma de Oleaq)

ii) a una especie (ej. germoplasma de Olea europaea L.)

iii) a alguna categoria taxondmica de rango inferior, como subespecie o variedad (ej. O.

europaea L. var. sylvestris Brot.).

La expresion RECURSOS GENETICOS sustituye a menudo el concepto de germoplasma,
refiriéndose contextualmente a un conjunto de especies o géneros (recursos genéticos
vegetales, recursos genéticos microbianos, etc.) que ofrecen una utilidad econdmica, ambiental

o de otro tipo.
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Bancos de germoplasma: conservacion de semillas

BANCOS DE GERMOPLASMA: centros encargados de la conservacion de la biodiversidad
contenida en el germoplasma. si el material conservado se basa principalmente en semillas se

denomina BANCO DE SEMILLAS.

CIMMYTMaize

Germmplasm Bank

GRIVITIES AN

i 4 i feic % X .
International Maize and Wheat Improvement Center

Inicio...
Asociado al desarrollo de la agricultura, ya que era una actividad necesaria para mantener los

ciclos de recoleccién y siembra.

En infraestructuras...
Afos 20-30 del siglo XX en Rusia, aumentar los suministros de germoplasma de las especies de

uso alimenticio e industrial, y a la par proceder a su mejoramiento genético.



Bancos de germoplasma: tipos de semillas

Principal método de conservacion: desecado y almacenamiento a bajas temperaturas.

Las semillas se secan y luego se depositan en un contenedor adecuado para su
almacenaje a medio o largo plazo (si tenemos suficiente cantidad podremos dividir
en sublotes o réplicas nuestra muestra original). Por encima de ellas se colocara el
gel de silice. Si atin queda espacio libre hasta la abertura se puede colocar algodon
a papel para disminuir en lo posible la cantidad de aire. Luego se cierran
herméticamente y se llevan a una camara fria (4-5 °C).

» Ensayos iniciales
de germinacion

. Secado de las Ventajas del gel de silice

semillas

-Puede reducir la humedad

- hasta un 2-3 %
e Colocacion en

contenedores a
salvo de la
humedad

-Mantiene indefinidamente
estos niveles dentro de
contenedores sellados

-Avisa de la entrada de
humedad gracias a unos
marcadores adicionales de

* (Colocacién de
estos contenedores

’ N color
en camaras frias

-Se puede regenerar

»  Ensayos periodicos calentandolo

de germinacion

Bacchetta et al. 2008



Bancos de germoplasma: tipos de semillas

Semillas ortodoxas: tolerantes a la deshidratacidon. Pertenecen a este grupo la mayor parte de
las semillas de climas templados y mediterraneos.

Contenido de humedad Posibles alteraciones durante la conservacion

Inferior al 5% Oxidacidn de lipidos

Practicamente ninguna (nivel 6ptimo para la conservacion de semillas

EniTny de numerosas especies)

Entre 10y 18% Marcado desarrollo de la actividad de criptégamas
Superior al 18% Aumento de la respiracion

Superior al 30% Germinacion de semillas no durmientes

Tabla 7. Comportamientos de las semillas ortodoxas durante la conservacion a bajas temperaturas, en
funcion del contenido de humedad.

Bacchetta et al. 2008

La tolerancia a la desecacidn esta ligada a las propiedades del protoplasma celular. Para poder
afrontar la deshidratacion, los tejidos celulares deben ser capaces de limitar o reparar los dafnos
sufridos y mantener su integridad fisioldgica durante el periodo en el que el tejido esta seco.
Ademas, deben poner en marcha, durante la fase de rehidratacidon, los mecanismos necesarios
para la posible reparacion de los tejidos.



Bancos de germoplasma: tipos de semillas

Semillas recalcitrantes: sensibles a la deshidratacidn, no toleran una deshidratacion significativa
respecto al contenido de humedad presente en el momento de la diseminacion. Son
recalcitrantes las semillas de muchas plantas tropicales (coco, mango, aguacate, cacao, etc.) e
importantes especies arbdreas de regiones templadas y mediterraneas (ej. Quercus, Castanea).

Estas semillas no pueden conservarse con altos niveles de humedad porque tienden a germinar

en poco tiempo, ni pueden mantenerse a temperaturas inferiores a 02 C, ya que los tejidos
sufririan dafnos por congelaciéon del agua contenida en ellas.

El porcentaje de agua en el momento de la dispersion es un buen indice de la aptitud para la
conservacion: un valor elevado caracteriza las semillas de dificil conservacion.

El 7% de las casi 7000 especies estudiadas hasta la actualidad, pertenecientes a 65 familias,
presentan semillas recalcitrantes.



Bancos de germoplasma: tipos de semillas

Semillas intermedias: semillas que soportan mejor la deshidratacion que las recalcitrantes,
pero peor en comparacion con las ortodoxas.

Otros casos particulares:

o Plantas que no producen semillas y se propagan
vegetativamente (banana, platano).

Musa acuminata Musa balbisiana  Musa X paradisiaca

(Asian Banana) (Asian Banana) ~ (Hybrid Banana)
AA BB AAB or ABB (etc.)
(fertile) (fertile) (sterile)

Origin Of Triploid Banana From Asian Parents

A = one haploid set of chromosomes from M. acuminata
B = one haploid set of chromosomes from M. balbisiana

A. D’Hont, CIRAD



Bancos de germoplasma: tipos de semillas

Semillas intermedias: semillas que soportan mejor la deshidratacion que las recalcitrantes,
pero peor en comparacion con las ortodoxas.

Otros casos particulares:

o Especies que no producen semilla, con baja o nula fertilidad o con producciéon reducida de
semillas o de polen (patata, cafia de azucar, yam, casava, ...).



Bancos de germoplasma: tipos de semillas

Semillas intermedias: semillas que soportan mejor la deshidratacion que las recalcitrantes,
pero peor en comparacion con las ortodoxas.

Otros casos particulares:

o Clones con elevado grado de heterocigosis que han sido seleccionados por sus caracteristicas
en una poblaciéon natural y que deben ser mantenidos mediante propagacion vegetativa.

Para la conservacion de este tipo de semillas: técnicas alternativas como las colecciones in
vitro o la crioconservacion en nitrogeno liquido de embriones



SVALBARD GLOBAL SEED VAULT (la béveda del fin del mundo)

V : M‘%{ -)N\/W\SQ North Pole
9 2

Greenland
(DENMARK)

Almacén de semillas mas grande del mundo, creado
para conservar la biodiversidad de las especies de
cultivos que sirven como alimentos en caso de una
catastrofe mundial. Es resistente a la actividad
volcanica, terremotos, radiacion y crecida del nivel del
mar.

En funcionamiento desde 2008.

' En 2015: 1/3 de las variedades de cultivo mas
feve. /55 empleadas.

En caso de fallo eléctrico el permafrost que
rodea las instalaciones mantendria |la
temperatura baja que requiere el
almacenamiento de semillas.




SVALBARD GLOBAL SEED VAULT (la béveda del fin del mundo)
La “béveda del fin del mundo”

La Béveda Global de Semillas de Svalbard, también conocidacomola é
“béveda del fin del mundo”, acaba de lograr la marcade mediomillon = ;Plaqueta& e
de muestras, convirtiéndose en el deposito de semillas més diverso = Soom'mhs““”-m
del planeta. &' sellados con calor.
Banco de semillas |
Tiene por objetivo preservar la diversidad de Capacidad: 4.5 millones de muestras
sabores de los cultivos del planeta, ademas e distintas semillas (cada muestra
de la resistencia a enfermedades, valor contiene ias 500 semillas) Unacaade
nutricional y habilidad para crecer en dp"'n‘-’sdg‘%% 1'4i°° bancos L si a0k e
distintos climas. e guarda entre 400
A e bicrtisen Estd construido a 120 metros de Y500 envaligrios:
prueba de explosiones camara de aire profundidad en la gélida montafia. 4
. Cientos de
= it . cajas son
N ’ R archivadas y
almacenadas
J enlabdveda.

Manga: prot :
tﬁne?de con?c?ﬁnes
climaticas severas,

Zona de control
y oficina. Algunas semillas

prioritarias

El permahielo, o capa subterréneadel =N
hielo de los alrededores, mantienela %
refrigeracion natural y garantizaque %
la temperatura no suba de -4° Cy -6°C

si el sistema eléctrico fallara.

AL \ »Banana *Amoz
N «Frijol  «Papa
9 +Garbanzo «Trigo

Fuente: Reuters y MCT / Infografia: La Tercera



Bancos de germoplasma: plantas silvestres

Genus oryza: 12 representative species
Hasta hace poco las colecciones se centraban en

especies de interés agrondmico y en sus
antecesores silvestres (trigo, maiz, arroz,
alubias,...).

IRRI Rice Gene Bank and The National Institute of Genetics’ Oryza base,
combined, maintain >4,000 acc. of wild Oryza species and 1,500 cultivated
O . glaberrima acc.

Primer banco de germoplasma del mundo especializado en conservacion de plantas silvestres:
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos de la Universidad Politécnica de Madrid

Recoge principalmente endemismos ibéricos y macaronésicos; es especialmente rico en
Cruciferas.



Banco de germoplasma de la UPM

El banco estd organizado en dos grandes colecciones:
» coleccién base: conservacion a largo plazo

» coleccidn activa: para el trabajo cotidiano del banco

Las semillas de la coleccion base son conservadas
en ampollas de cristal, conservadas junto a silicagel,
gue asegura una optima deshidratacion del medio.

Vi B R PR s Leersrng

Sgeases it i B Guneggy o s

Se mantienen a una temperatura comprendida ' puBEas ,nu“\""”’\
entre -102y -52 C. T fiwed 4 FE

La encapsulacion se realiza entre cuatro y seis
meses después de la recoleccion, tras haber sido
sometidas a valoraciones sobre su capacidad de
germinacion, destinados a eliminar las muestras no
viables por envejecimiento.

Coleccion base del Banco de semillas



Banco de germoplasma de la UPM

La Coleccion activa esta dedicada a la preparacion de semillas para la coleccion base, el
intercambio y la investigacion, especialmente la mejora genética. Las muestras que la componen
se conservan a una temperatura de 52 C, en condiciones de deshidratacion no severas.

El Banco conserva mas de 10.000 muestras, en las que se encuentran representadas mas de
3.500 especies. Su formacion, iniciativa del Profesor Gomez-Campo, se inicid en la década de
1960, y desde entonces se ha erigido en elemento de referencia para el estudio de biodiversidad
de Cruciferas.
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Coleccion activa del Banco de Semillas



MILLENIUM SEED BANK PARTNERSHIP

Coordinado por los Jardines Botanicos de Kew (Reino
: Unido) desde 1995.

v | Propodsito: “podliza de seguro” contra la extincion de
""""{f.:i‘r',";,jjt“ (] plantas en su medio silvestre, almacenando las
semillas para su uso futuro.

En 2007> 1 billén de semillas
En 2015> representacion del 13% de la diversidad
Para 2020: 25% de la flora conocida

Al conservarlas incluyen un espécimen tipo
para identificar a la planta.

Se organizan expediciones por todo el mundo
para recolectar semillas, manteniéndose una *
copia en origen y otra se envia a Millenium.

Se hacen test de viabilidad de semillas, que se ===
repiten cada 10 anos.




MILLENIUM SEED BANK PARTNERSHIP

Etapas:
1. RECOLECCION DE SEMILLAS

1. Obtencidn de permisos

2. Expediciones para recolectar
semillas

3. ldentificacion y evaluacion de
semillas

4. Técnicas de recoleccion de semillas

5. Toma de datos en campo

6. Transporte de las colecciones de
semillas

7. Envio de semillas

2. ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS

W e

Desempaquetado de semillas
Identificacion de semillas

Toma de datos

Evaluaciéon de necesidades de
almacenamiento

Limpieza de semillas

Control de calidad de las semillas
Analisis de rayos X

Estimacion de la cantidad de semillas
Empaquetado de semillas

. Secado de semillas

. Almacenamiento en frio

. Evaluacion de la germinacion
. Test de germinacion



Particularidades en los bancos de germoplasma de plantas
silvestres

» A la hora de seleccionar el material se emplean criterios como rareza, amenaza,
vulnerabilidad o endemicidad.

» Gran parte de los bancos de germoplasma de plantas silvestres estan alojados en los
jardines botanicos.

» Importancia de la representatividad genética (intra e interpoblacional)

® L
® o o
[ Genbank Bayern Arche

Weo @
JARDIN GOTANICD CANARS “VIERA ¥ DAV BANCO DE GERMOPLASMA VEGETAL ANDALLY
JARDEN DE ACUMATACION D% LA DROTAVA ®

JARDIN BOTANICO-HSTORED “LA CONCEPCION"

Red Espafnola de Bancos de Germoplasma de
Plantas Silvestres y Fitorrecursos Autéctonos
(REDBAG)

European Native Seed Conservation Network
(ENSCONET) Consortium
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Conservacion in vitro

Los bancos de semillas resultan de gran utilidad en especies que se propagan sexualmente y
cuyas semillas son ortodoxas (se mantienen viables durante un largo periodo de
almacenamiento), pero no deben aplicarse para conservar especies de plantas con semillas
recalcitrantes, o plantas de propagacion vegetativa obligada.

Integracion de la biotecnologia vegetal en los programas de conservacion

La biotecnologia moderna ofrece el potencial de extender estos métodos tradicionales de
preservacion ex situ y propagacion a un rango mucho mas amplio de taxones y también de tipos
de tejidos vegetales, no solo semillas.

En estos casos, la diversidad genética de estas
especies se puede conservar mediante bancos de A
plantas en campo o mediante técnicas de qw
conservacion in vitro. ~

La conservacion in vitro, combinando técnicas de

cultivo de tejidos y criopreservacion, surge para '
estos casos problematicos como la unica formula | ,‘
fiable para la conservacion a largo plazo. e ;‘




Fundamentos del cultivo in vitro

El cultivo in vitro esta basado principalmente en tres fundamentos principales:

a) El concepto de totipotencia celular. La regeneracion de individuos completos a partir de
células ya diferenciadas demuestra que las células vegetales son totipotentes, es decir,
retienen la totalidad de su informacion genética, de manera que bajo determinadas
influencias externas esa célula ya diferenciada puede desdiferenciarse y reiniciar los
procesos de division celular y ser conducida hasta la obtencion de una planta completa.
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Fundamentos del cultivo in vitro

El control de la promocion de raices y tallos por la aplicacion de reguladores del
crecimiento. Muchos aspectos de la diferenciacion celular y la organogénesis en cultivo de
tejidos estan controlados por la interaccion entre citoquininas y auxinas, de manera que el
balance entre estos dos tipos de reguladores conduce a la diferenciacion in vitro de raices o
tallos dependiendo de su proporcion relativa.

2, 4-D (pg/mil)

0 0.05 05 1.0 1.5 2.0

Kinetin (ug/ml)

Rhizoids and callus induced by cytokinin and auxin. Effect of various combinations of 2, 4-D and kinetin
on the formation of rhizoids and callus from primary leaf explants of Rosa canina. Scale bar, 1 cm.



Fundamentos del cultivo in vitro

La sucesion morfogenética. Aungue en algunas especies cultivadas in vitro el desarrollo de
tallos y raices se produce de manera practicamente simultanea, el uso de reguladores del
crecimiento permite que la secuencia de acontecimientos sea usualmente la siguiente:
proliferacion de tallos, elongacion y enraizamiento. No obstante, el orden de esta sucesion
morfogenética también dependera de la estrategia de regeneracion seleccionada.




Técnicas biotecnoldégicas de cultivo in vitro

Organogénesis: Formacion o desarrollo de primordios caulinares y, posteriormente
diferenciacion de raices, que constituiran una nueva planta clonal.

Embriogénesis somatica: Formacion de un embrion bipolar, aislado del tejido materno
por una epidermis y sin conexion vascular con el mismo, capaz de germinar y originar
una nueva planta clonal.




Técnicas biotecnoldégicas de cultivo in vitro

ORGANOGENESIS A PARTIR DE YEMAS AXILARES

il
| —

Establecimiento Multiplicacion
del cultivo

Enraizamiento

Aclimatacion

Establecimiento en campo


http://www.infojardin.com/Frutales/cultivo/invitro-recipiente.jpg
http://www.infojardin.com/Frutales/cultivo/invitro-recipiente.jpg

Técnicas biotecnologicas de cultivo in vitro

ORGANOGENESIS A PARTIR DE YEMAS ADVENTICIAS

MORFOGENESIS DIRECT.

Diferenciacion

, ventic
MORFOGENESIS INDIRECTA Yoo oo

Diferenciacion yemas
adventicias



Técnicas biotecnoldégicas de cultivo in vitro

EMBRIOGENESIS SOMATICA

DIRECTA

Cultivo de inflorescencias

. Diferenciacion
masculinas

embriones somaticos

Formacion de callo Cultivo de callos Diferenciacion
embriogénicos embriones somaticos



Ventajas e inconvenientes del cultivo in vitro

Ventajas:
Disponibilidad de planta independientemente de la estacion del afo
Produccion de planta saneada
Propagacion rapida y en poco espacio
Propagacion de especies dificiles de multiplicar
Alta calidad de planta
Mecanizacion parcial

Inconvenientes:
Alto coste
Tecnologia compleja (diferentes procedimientos para cada especie)
Controles periddicos de viabilidad y crecimiento.
Inestabilidad genética

Métodos del cultivo in vitro para conservacion de germoplasma:
A. Crecimiento continuo
B. Crecimiento limitado
C. Crecimiento suprimido (crioconservacion)



Cultivo in vitro: estrategias de conservacion

field genebank

utilization

A

conventional
collecting/
exchange

in vitro
[ collecting

in vitro culture
initiation and multiplication

disease indexing
disease eradication
guarantine

cryopreserved
germpiasm active genebank in vitro
distribution in slow growth base genebank
- - i —




Cultivo in vitro: crecimiento continuo

* \entajas:
— Disponibilidad rapida de plantas
— Tasas muy altas de multiplicacion

* Desventajas:
— Necesidad de equipamiento costoso (fitotrones)
— Aparicién de cambios en el genoma (variabilidad somaclonal)
— Mucho tiempo para transferir los cultivos cada 4 o 8 semanas a medio fresco.




Cultivo in vitro: crecimiento limitado

El crecimiento limitado o minimo es el mas empleado, consiste en disminuir la velocidad de
crecimiento normal de la especie objeto de estudio, con lo cual se reduce la frecuencia de
transferencia de las plantas a medio de cultivo fresco.

Mediante la disminucién de la division celular y el metabolismo de la planta, se incrementa la
longevidad in vitro de los cultivos sin que se produzcan cambios genéticos, por tanto, no hay una
detencion total de los procesos celulares sino una disminucion en la velocidad con que ocurren
los mismos.

CIP: Centro Internacional de la Patata (Peru)



Cultivo in vitro: crecimiento limitado

Estrategias para reducir el crecimiento:

i) Limitacion del crecimiento fisico:
a. Bajatemperatura
b. Baja luz/restriccion de fotoperiodo
c. Estrés osmoético (agua)

ii) Limitacion del crecimiento quimico:
a. Inhibidores de crecimiento
b. Aplicacion de reguladores que retrasan el crecimiento

iii) Nutricidon minima:

a. Modificacidon en la composicion de los medios de cultivo: contenido de nitrégeno total
del medio de cultivo (efectivo para plantas de yuca); reducciéon de las sales del medio
(exitoso en plantas de cafia de azucar).

b. Aumento de la concentracion osmadtica del medio de cultivo, limitando asi la absorcidn
de agua y nutrientes del medio de cultivo: pueden ser agentes metabolizables como la
sacarosa, o no metabolizables, como el manitol y el sorbitol.



CIAT: Centro Internacional de Agricultura Tropical (Colombia)

Conservacion de germoplasma de yuca

Tubérculo nativo del trépico americano, la yuca (Manihot esculenta Crantz), en las ultimas
décadas se ha convertido en la tercera fuente mas importante de energia alimentaria del
mundo después del arroz y el maiz.

El laboratorio de conservacion in vitro establecido en 1979 tiene
como objetivo principal conservar y distribuir el germoplasma del
género Manihot a partir de una coleccion constituida en |Ia
actualidad por 6,467 materiales. Estos materiales se encuentran
agrupados en tres categorias: 5,184 materiales de yuca cultivada
(Manihot esculenta) procedentes de 28 paises, 883 materiales de
las especies silvestres del género Manihot (33 especies), y 400
materiales de yuca mejorados por el CIAT.

Un total de 6.592 materiales procedentes de 28 paises, discriminados en 5.709 clones de M.
esculenta y 883 genotipos de las especies silvestres se conservan empleando técnicas in vitro
para la conservacion y distribucion segura del germoplasma.

Esta coleccion es conservada bajo condiciones de crecimiento lento a una temperatura de 23-24
°C, iluminacién de 18.5 pmol.m-2.s-1 y fotoperiodo de 12 horas. Por cada accesiéon son
mantenidos cinco tubos con plantas in vitro. La renovacidn o subcultivo de los materiales se
realiza aproximadamente una vez al aho.
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Crioconservacion

Crioconservacion: mantenimiento de células, tejidos y drganos vegetales a temperaturas
extremadamente bajas (-196 2C, correspondiente a la temperatura del nitrégeno liquido).

En tales condiciones la dindmica celular progresa a una velocidad que es virtualmente cero. Si
las células soportan la transicion hasta las temperaturas criogénicas sin dafio, entonces es ya
poco probable que sufran algun problema, siempre que la temperatura se mantenga estable
durante todo el periodo de almacenamiento.

La crioconservacion esta indicada para las semillas recalcitrantes de especies raras, amenazadas
o en peligro de extincidn, para la conservacion de germoplasma de especies que se propagan

vegetativamente.
IRw T

F




Ventajas e inconvenientes de la crioconservacion

Ventajas:
Bajo coste
Almacenamiento por periodo de tiempo indefinido

Inconvenientes:

Protocolos especificos para cada especie y tasas de viabilidad bajas

Anther and poll
Pollen N\
embtyo /
\ Cell }ﬁi
suspension
Store disease free stocks— —Long term storage
International exchange of ___ | ——Save manpowar
malerials
; —Save space
Prolonged pollen longevity—  GerMPLASM —Save medium
Cold acclimatization-————]  BANK.<196°C |\, 00 10 subcutture
Preservation of haploids —
s y \ Retain morphogenetic
Conservation of important — potential
and rare germplasm

Maintaining genenc stability \
Prevent aging



Bases de la crioconservacion

El objetivo de cualquier protocolo de crioconservacion es evitar la formacion
de hielo intracelular: el 95% del agua de células y tejidos vegetales es agua
“libre” susceptible de sufrir congelacion y por tanto provocar dafnos
intracelulares.

Danger of Freezing

Rupturing of cell membranes by intracellular ice crystals

ool eco 2D

Normal tissue lce formation inside cells Intracellular ice crystals



Bases de la crioconservacion

Peligros de la congelacién de las células y tejidos:

- Danos fisicos directos ocasionados sobre la estructura celular por los cristales de
hielo (rotura de uniones celulares, incremento de la permeabilidad celular, cambios
de pH intracelular, rotura de organulos, ...).

- Danos mecanicos directos que se provocan por la expansion volumétrica de las
células que acompaia a la congelacion.

- Al congelarse, el agua liquida restante queda como unico disolvente para todos los
solutos celulares. Esto hace que la concentracidon de estos solutos aumente segun
desciende la temperatura, alcanzando niveles que pueden resultar toxicos: las altas
concentraciones de electrolitos afectan a las interacciones idnicas incluyendo
aquellas que ayuda a estabilizar los enzimas, provocando por ejemplo la
desnaturalizacion de las proteinas.

El control del estado del agua durante el descenso de temperatura se convierte,
entonces, en uno de los factores clave a la hora de implementar cualquier técnica de
criopreservacion.



Etapas en un protocolo de crioconservacion

+* Pretratamiento: Manipulaciones del germoplasma antes de proceder a la
crioconservacion, incrementando la supervivencia del material después del
enfriamiento.

Los pretratamientos mas comunes son:

(1) exposicion de los tejidos de plantas de climas templados a un régimen de
aclimatacion a bajas temperaturas;

(2) aplicacion de agentes osmoéticos que reducen el contenido en agua antes de la
congelacion;

(3) precultivo de los tejidos en sustratos que contienen compuestos antiestrés como,
por ejemplo, la prolina o el acido abscisico.



Etapas en un protocolo de crioconservacion

¢ Crioconservacion: Estrategias para reducir al minimo el contenido de humedad de
los tejidos o hacer que el agua tenga menos tendencia a formar cristales antes de
realizar la inmersion en nitrégeno liquido. La eleccion de una determinada
estrategia estara condicionada fundamentalmente por el tipo de material que se
debe crioconservar (células, callos, apices meristematicos, embriones tanto
somaticos como zigoéticos, o semillas).

Los tratamientos mas comunes son:
(1) Congelacidon lenta

(2) Vitrificacion

(3) Encapsulacion/deshidratacion



Etapas en un protocolo de crioconservacion

+»* Recuperacion post-congelacidon: presenta pocas exigencias. . Generalmente el
germoplasma se extrae del contenedor criogénico donde ha sido conservado en
nitrogeno liquido y se introduce en un bafo a 25-30 2C, o simplemente se deja a
temperatura ambiente.



Etapas en un protocolo de crioconservacion

Preferentemente han de ser meristemos proce-
Seleccion del material vegetal/explantos dentes de cultivo in witro por tanto ya adaptados
a este tipo de ambiente

Cultivo en un medio nutritivo enriquecido con sa-

Precultivo/adaptacion metabdlica
e carosa 0.4 M durante dos semanas

Vitrificacion o encapsulacion/deshidratacion (ver

Deshidratacion texto)

Generalmente ultra-rapida (inmersion directa en

Congelacion nitrégeno liquido)

Generalmente a temperatura ambiente o en un

Descongelacion bafio a 35-40°C

Recuperacion postcongelacion y valoracion de  Cultivo en medio nutritivo y oscuridad (opcional)
la viabilidad y potencial morfogenético durante 1-2 semanas

Transferencia a un medio de multiplicacion
previamente optimizado para continuar con la -
regeneracion in vitro

Tabla 12. Resumen de las principales etapas en el desarrollo de un protocolo de criopreservacion.

Bacchetta et al. 2008



Tratamientos de crioconservacion

(1) Congelacion lenta:

El tejido se congela lentamente (descensos de -0.1 a 102 C/min).

Este enfriamiento progresivo permite el flujo de agua desde las células al exterior, promoviendo
la formacién de hielo extracelular en lugar del letal congelado intracelular.

Tratamiento exitoso en crioconservacion de meristemos de patatas y fresas.

Iml of freering maslmm feasl of cald
; . T i
“:flt' re medinm + 10% DMSO0 in 1ml hH‘zo All freezeable water leaves cell.
vial ICE : Cell suffers dehydration injury
w
" Slouly freezing in BICELL SLOW FREEZING
] from 4 T- 1o -80°0
E ‘;:20 Only part of freezeable water leaves cell.
Next dav transfer the vials to the liquid ﬁ;{llrr;ot dehydrated sufficiently to cause

nifrogen laak

MODERATE RATE FREEZING

Little or no freezeable water leaves cell.

H20 Intracellular ice forms.

'd

RAPID FREEZING

ICE



Tratamientos de crioconservacion

(2) Vitrificacion:

La vitrificacion es la conversion de un liquido en un solido amorfo, no cristalino, mediante el
aumento de su viscosidad. En esta forma el agua no posee una estructura cristalina y por lo
tanto no forma cristales de hielo. La vitrificacion ocurre cuando la concentracién de solutos de
un sistema bioldgico se hace tan alta que su viscosidad evita la formacidon y posterior
crecimiento de cristales de hielo.

Almost all cryogenic strategies rely on the prevention of
intracellular ice crystal formation. The only way to preventice
crystal formation at ultra-low temperatures without an extreme
reduction of water content is through ‘vitrification’ (solidification of
a solution without ice-crystals).

fa) (b)

Vitrified Crystallized



(2) Vitrificacion:

Tratamientos de crioconservacion

Las soluciones vitrificantes son soluciones concentradas de sustancias como etilenglicol, DMSO,
polietilenglicol, generalmente combinadas con una alta concentraciéon de sacarosa.

A | B
Preculture Osmoprotection
TRRRIY |
| RIS T PP STh -
Excised apices “
(0.3 M sucrose for 16 h L
< 0
/ 2 M glycerol +
0.4 M sucrose
NI H A
THE I RIS
Donor plants i3
p :+
Additional Iy T AR |
preconditioning

Cold-hardening
or
sucrose pregrowth

G
Plating

Dehydration

e
&
e "
L X

PVS2 or PVS3
25°C or 0 %(

F

Dilution

(1.2 M sucrose

Rapid cooling

(tmmersion in LN)

.- LR

. LN
.

& L

= o ®

-

-

>

M »
.- »

300 °C min!

\

E

Rapid warming

-

-

Fig. 3.1 Vitrification procedure for in-vifro grown meristems

Plant Vitrification Solution
2 (PVS2) chemicals: 30%
glycerol, 15% ethylene
glycol, 15% dimethyl!
sulfoxide, and 0.4 M
sucrose.



Tratamientos de crioconservacion

Para que las células vitrifiquen es preciso cumplir dos requisitos:

i) una tasa de enfriamiento muy alta: inmersién directa en nitrégeno liquido

ii) Conseguir una solucién intracelular altamente concentrada

a) deshidratacion por aire: las muestras se secan bajo un flujo de aire estéril
en una cabina de flujo laminar, o0 mas accesible, desecacion del material vegetal con
una determinada cantidad de gel de silice.

b) deshidratacion por congelacidon: descenso programado de temperatura
(usualmente de 0,5 a 22C/min) que va a provocar la formacién de hielo en los espacios
extracelulares.



Tratamientos de crioconservacion

c) aplicacion de sustancias crioprotectoras. Existen dos tipos de sustancias
crioprotectoras: penetrantes y no penetrantes. Las penetrantes son compuestos de
bajo peso molecular, solubles en agua, de baja o nula toxicidad, capaces de entrary
salir facilmente de la célula. Por ejemplo dimetilsulfoxido (DMSO) o glicerol. Los
crioprotectores no penetrantes son sustancias ejercen los efectos osmoticos desde
fuera de las células. Por ejemplo el polietilenglicol (PEG), manitol o sorbitol.

d) adaptacion metabolica al frio: tratamiento para aumentar la capacidad
de los tejidos de sobrevivir a un estrés ambiental desfavorable, en este caso la
congelacion o la deshidratacion previa necesaria para soportar la congelacion. Esta
adaptacion se puede conseguir de multiples: el cultivo durante semanas previas a la
congelacion a temperaturas mas bajas de lo normal, o bajo unas condiciones de
menor duracion de las horas de luz, o en presencia de algunos compuestos
osmoticos a concentracion moderada, o bien con la aplicacion de inhibidores del
crecimiento como el acido abscisico (ABA).



Tratamientos de crioconservacion

(3) Encapsulacion/deshidratacion:

Representa una variante del método de deshidratacion al aire pensado
fundamentalmente para ser aplicado a apices meristematicos o a embriones zigoticos
y somaticos.

La técnica consiste en la generacion de una “semilla artificial” (con un embridén
zigbdtico o somatico o con un apice caulinar) mediante su encapsulaciéon en esferas de
alginato calcico.




Tratamientos de crioconservacion

(3) Encapsulacion/deshidratacion:

Precultivo

e s e
®o00°
N4
preparacion Solucién Solucién Medio con alta
del explanto de alginato de Ca+2 concentracion
de sacarosa

Descongelacion Desecacion
K 3 con gel de silice

Cultivo

Inmersién en NL

bafio de agua
(40° C)9

Se obtiene sumergiendo el material vegetal en una solucion de alginato libre de
calcio; después, el material y la solucién se aspiran y se dejan caer sobre una
solucion de Ca.-100 mM. El calcio provoca la polimerizacion del alginato alrededor
del material vegetal y la consiguiente formacion de la capsula.



Tratamientos de crioconservacion

(3) Encapsulacion/deshidratacion:

Precultivo

” I ‘ H -
Obtencibn y <
preparacion

e
L::J‘ ~ %

Solucién Solucién Medio con alta
del explanto de alginato  de Ca+? concentracién
de sacarosa

Descongelacién Desecacion
K L con gel de silice

Cultivo

Inmersién en NL

bafio de agua
(40° C)g

A continuacion se procede a una deshidratacion osmoética mediante el cultivo de
las capsulas de alginato en una solucién de sacarosa, y posteriormente se
desecan con el fin de reducir su contenido de humedad.



Tratamientos de crioconservacion

(3) Encapsulacion/deshidratacion:

Precultivo

” I ‘ H -
Obtencibn y <
preparacion

e
L::J‘ ~ %

Solucién Solucién Medio con alta
del explanto de alginato  de Ca+? concentracién
de sacarosa

Descongelacién Desecacion
K L con gel de silice

Cultivo

Inmersién en NL

bafio de agua
(40° C)g

La encapsulacidon cuenta con la ventaja de poder incluir en la matriz de alginato
compuestos nutritivos o reguladores de crecimiento que ayuden a mejorar la tasa
de recuperacion postcongelacion.



Tratamientos de crioconservacion
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Ejemplo especie amenazada

La implementaciéon de las técnicas de criopreservacion ha tenido un papel fundamental en el
progreso de la conservacion del germoplasma de plantas raras o amenazadas.

Bletilla striata Rchbf.: orquidea en riesgo de extincion.

Se criopreservaron semillas inmaduras de Bletilla, recogidas 4 meses después de la polinizacion,
con un porcentaje medio de humedad del 33%. Este procedimiento se realizo con un protocolo
de pretratamiento y vitrificacion:

Pretratamiento: mantenimiento de las semillas en un medio enriquecido con sacarosa.
Vitrificacion: introduccion en crioviales con la solucion crioprotectora (glicerol y sacarosa)
durante 15 minutos a 259C. Pasado este tiempo se elimina la solucidon y se deshidratan las

semillas a 02C durante 2 horas con solucidn vitrificante PVS2.

A continuacién, los crioviales con las semillas se introducen directamente en el nitrégeno
liguido.



GESTION DE ESPECIES AMENAZADAS

Introduccion a marcadores moleculares para la
evaluacion de amenaza y estrategias de conservacion



MARCADORES MOLECULARES

Un marcador molecular es un segmento de ADN con una ubicacion fisica identificable
(locus) en un cromosoma y cuya herencia genética se puede rastrear. Un marcador puede
ser un gen, o puede ser alguna seccidon del ADN sin funcidon conocida.

Cada marcador molecular difiere en las diferencias
genéticas que puede detectar, el tipo de datos que genera y
el grupo taxonomico al que puede aplicarse.



CARACTERISTICAS IDEALES DE UN MARCADOR

- Alto polimorfismo

- Herencia codominante (diferencia entre homocigoto/heterocigoto en
organismos diploides)

- Caracter selectivo neutral (la secuencia de ADN es neutral a las condiciones
climaticas o gestion de la especie)

- Disponibilidad

- Sencillez y rapidez

- Alta reproducibilidad

- Facil intercambio de datos entre laboratorios



TIPOS DE MARCADORES BIOQUIMICOS

i) Variantes de proteinas (isoenzimas/aloenzimas)

TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

i) Polimorfismos de ADN inespecificos (RFLP, RAPD, ISSR, AFLP)

i) Polimorfismos de ADN especificos (SSR)
iii) Secuenciacion de ADN (determinacion del orden de los nucledtidos)

i) Secuenciacion convencional (basada en secuenciacién tipo Sanger)

i) NGS (con o sin amplificacion)



TIPOS DE MARCADORES BIOQUIMICOS

i) Variantes de proteinas (isoenzimas/aloenzimas)



Aplicaciones:
cuantificacion de heterocigosis, diversidad genetica, diferenciacion genetica y otras medidas
de variacion genetica intra e interpoblacional.

Capparis spinosa L.

El alcaparro, debido a su uso medicinal, presenta una
sobreexplotacion, destruccidon de habitat y fragmentacion de
poblaciones

l

Necesidad de estrategia de conservacion in situ
y/o ex situ

l

Evaluacion de las poblaciones (diversidad genética,
priorizar)

Chibani et al. 2017



Evaluacion de 7 sistemas enzimaticos: ICD, 6-PGD, PGIl, PGM, MDH, GOT, SKDH.

alleles’ contribution to axes F1 and F2 [62,73 %)

Q75

025

F2 (22,56 %)
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Principal Component Analysis (PCA)

Chibani et al. 2017



Estrategias de conservacion

» in situ: poblaciones que presentan la mayor diversidad
alélica (5.Nebeur, 4.Nahli y and 6.Dyr) y las que tienen alelos
unicos (1.Matmata y 2.Khecham).

» ex situ: colecciones naturales de las poblaciones mas
representativas.

1: Matmata; 2: Khecham, 3: Bou Hedma; 4: Nahli; 5: Nebeur; 6: Dyr; 7: Melh; 8: Sidi Bouzid.

Chibani et al. 2017



TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

i) Polimorfismos de ADN inespecificos (RFLP, RAPD, ISSR, AFLP)



Comparacion de 3 marcadores moleculares no especificos (RAPD, ISSR, AFLP)

Dactylis glomerata L.

Planta forrajera cultivada perenne

l

Estudio de variabilidad genética en especies cultivadas y silvestres

l

Garantizar disponibilidad de material para produccién

Comparativa de los marcadores moleculares empleados

Marker Number of assay Total no. of loci/ MNo. of polymorphic locl/ % of Polymorphism MNo. of lociibands per assay
units bands bands {P) unit
RAPD 26 primers a7 40 41.2% 3.73
ISSR 22 primers 2] | 54 59.3% 414
AFLP 4 primers combinations 100 92 92.0% 25.00

Costa et al. 2016



Comparacion de 3 marcadores moleculares no especificos (RAPD, ISSR, AFLP)

» Cada color es una subespecie distinta, y cada simbolo un

2 area de recogida de material.
e | . .y . .
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TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

i) Polimorfismos de ADN especificos (SSR)



Aplicaciones:
variacion genetica intra e interespecifica.

» Nuevo género en 2005
» Especie rara y endémica de Brasil

Table 3. Genetic diversity indices based on the micos atellite profile in P. secreta. *Induding oll individuals and loci; Chr, microsatel fite location
[chromosom e number); SR, size ronge; A, number of olleles per locus; PIC, polymornphic ind ex content; AR, ollele richnes s; GD, gene diversity; He,

Petunia Secreta Ste h ma n n & Se m i r' observed heterozygosity; He, expected heterozygosity; Fis, inbreeding coeffident; NUL, frequency of null alleles. Bold walues represent HWE

deviation, significance after Bonferroni comection ot P = 005,

Lodi Chr SR A PIC AR GD Hy He Fis NUL (26)
e et 00 S 11l s 10
PM1S5 I 184214 7 0.57 512 0.65 030 066 054 036
PM101 I 37270 7 0.59 B4l 0.63 021 0.62 067 0.50
PM21 i} 89-128 3 038 156 0.50 003 045 094 088
PMES i} 142-170 7 0.64 577 0.70 018 070 072 056
PM183 1 102174 11 0.65 142 0.70 068 0.70 002 0.01
PM151 1 164170 3 0.4 188 0.53 0.24 053 055 0.38
PME ™ 163187 7 066 58T 072 024 07 067 050
PM173 v 157187 5 0.56 44T 0.62 031 0.62 0.51 0.34
PMTi v 186152 2 0.06 181 0.0 0.03 0.06 048 0.27
PM177 v 202-258 20 089 1461 0.91 032 050 085 048
PM1ET v 37332 11 0.78 811 0.82 033 0.82 060 043
PM152 v 236257 7 0.68 605 0.73 0.27 0.73 062 0.46
PM184 VI 90-108 7 045 506 0.51 016 051 068 053
PM20E v 128-132 3 0.40 188 0.52 0.06 051 089 079
Average! T 0.57 551 0.63 0.24 0.63 062 047
Popl-12 62 0.51 518 0.55 0.08 055 056 040
Popi3 35 035 138 041 018 0.40 047 035

Turchetto et al. 2016



Aplicaciones:
variacion genetica intra e interespecifica.

» Nuevo género en 2005
» Especie rara y endémica de Brasil

Petunia secreta Stehmann & Semir

Categoria IUCN: “en peligro critico de extincion”

Turchetto et al. 2016



TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

iii) Secuenciacion de ADN (determinacion del orden de los nucledtidos)

i) Secuenciacion convencional (basada en secuenciacién tipo Sanger)



TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

iii) Secuenciacion de ADN (determinacion del orden de los nucledtidos)

i) NGS (con o sin amplificacion)



MARCADORES MOLECULARES Y CONSERVACION

'

Try another molecular Did we detect enough Can we divide the population
: No e Yes Sl pop
marker and/or primers - ] genetic variability? B B into k independent groups
+ a priori?
Yoz € '
How chart repressmting the * .
main strategies 1o assess +
the genetic diversity in the Yor Are these !JF_DI:IE Y
- - consistent with the . . .
fiagship groups studied ganslic eters? Reinforcing the sampling
'K Asian populations l
American populations
|dentification of prionty Choose those o
populations to be ex situ populations which best
conserved represent each group

Samain & Cires 2012



