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ARTICULO DE REVISION

LA CRIOPRESERVACION VEGETAL: SU APLICACION A LA CONSERVACION
DEL GERMOPLASMA DE AJO (ALLIUM SATIVUM L.)

Plant cryopreservation: its application to garlic
(Allium sativum L.) germplasm conservation

Maria de los Angeles Torres Mederos*

Departamento de Recursos Fitogenéticos y Semillas, Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical
“Alejandro de Humboldt” (INIFAT). Calle 188 no.38754 e/ 397 y Linderos, Santiago de las Vegas, La Habana, Cuba.

RESUMEN: El interés en las investigaciones sobre la criopreservacion vegetal se ha incrementado debido a la necesidad de
una alternativa efectiva para la conservacion del germoplasma de las especies que no pueden ser almacenadas en los
bancos de semillas convencionales. Las primeras técnicas de criopreservgcién utilizaban protocolos con velocidades de
enfriamiento lentas y eran conocidas como técnicas de enfriamiento lento. Estas probaron ser sistemas muy eficientes para
los callos y las suspensiones celulares, pero fueron menos exitosas para los tejidos vegetales organizados. Posteriormente,
se desarrollaron protocolos con alta velocidad de enfriamiento, los cuales son mas apropiados para los explantes
constituidos por poblaciones celulares, como los apices, las yemas y los ejes embrionarios. La vitrificacion, la gota-
vitrificacion y las V y D crio-placas estan entre los protocolos mas estudiados y son utilizados para la implementacion de
colecciones criopreservadas. La criopreservacion de germoplasma de ajo se ha estudiado mediante diferentes protocolos
debido a su importancia como planta de interés culinario y medicinal. En el presente, se mantienen colecciones
criopreservadas de ajo mediante los métodos de la vitrificacidn, la gota-vitrificacion o la V crio-placa en Europa, Corea del
Sur, Japén y Los Estados Unidos de América.
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ABSTRACT: The interest on plant cryopreservation researches have increased due to the necessity of an effective
alternative of germplasm conservation for species which conventional seed banks is not a suitable strategy. First
cryopreservation techniques were based on low freezing velocity protocols, known as slow freezing techniques. These
proved to be very efficient systems for callus and cell suspensions, but are less successful for organized plant tissues.
Lately, protocols with high freezing velocity were developed, which were more suitable for explants constituted for cellular
populations as apices, buds and embryo axis. Vitrification, droplet vitrification and V y D cryo-plates were among the most
studied protocols and were used for the implementation of cryopreserved collections. Garlic germplasm cryopreservation
has been studied by different protocols due to its importance as culinary and medicinal plant. At present, garlic
cryopreserved collections were maintained by vitrification, droplet-vitrification or V cryo-plate methods, in Europe, Japan,
South Korea and the United States of America.

Key words: cryopreservation protocols, cryoprotectants, vitrification.

INTRODUCCION

La pérdida creciente de especies vegetales, debido

causas, el interés de los investigadores por conservar
el germoplasma vegetal. El 90 % de las plantas

a la deforestacion, el cambio climatico, la salinizacion
de los suelos y la sustitucion de las variedades
tradicionales por cultivares mejorados en grandes
extensiones agricolas, ha generado, entre otras

angiospermas pueden conservarse en bancos de
semillas, pero a partir de modelos predictivos y
andlisis de datos, se estima que la mitad de las
especies vegetales no pueden ser almacenadas
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en estos bancos. Entre ellas se encuentran las
especies de reproduccion vegetativa y las que
poseen semillas excepcionales o intermedias;
ademas, de otras que no producen semillas como
los helechos y los musgos. Se ha calculado que
entre las especies que no pueden ser preservadas
en los bancos convencionales existentes, alrededor
de 60 000 son de interés para la conservacion
(Walters y Pence, 2020).

Para las especies que no pueden
ser conservadas mediante las semillas, la
criopreservaciéon es la Unica técnica disponible en
la actualidad para garantizar la conservacion de su
germoplasma de forma segura y econdmicamente
eficiente (Engelmann, 2012). Producto de mas de
60 afos de investigaciones, se han desarrollado
protocolos que permiten obtener altos porcentajes
de recuperacion de plantas post-criopreservacion,
y se considera que alrededor de 10 000 accesiones
se conservan, actualmente, de forma segura
mediante esta criobiotecnologia (Panis, 2019).

En este trabajo se explican los principios
basicos de la criopreservacion y se resumen las
caracteristicas fundamentales de los protocolos
mas estudiados hasta el presente, con especial
atencion a su aplicacién para la conservacion del
germoplasma de ajo, una especie de reproduccion
vegetativa y de importancia agricola y medicinal, lo
cual le confiere especial interés a su preservacion.

DESARROLLO
Principios de la criopreservacion

La criopreservacion es el proceso mediante
el cual las células o los tejidos bioldgicos
se preservan por enfriamiento a temperaturas
ultra-bajas, como la del nitrogeno liquido (-196
°C). A estas temperaturas, cualquier actividad
biolédgica (incluyendo las reacciones bioquimicas
que conducen al envejecimiento y la muerte
celular) es ralentizada, de manera que el material
biolégico mantenido en esas condiciones puede ser
almacenado por periodos muy prolongados.

La criopreservacion se basa en la extracciéon del
agua congelable de los tejidos por deshidratacion
fisica u osmotica, seguido por el enfriamiento
ultra-rapido por inmersion en el nitrégeno liquido;
y actualmente, se considera que es la perspectiva
biotecnoldgica mas novedosa y asequible que
permite la conservacion segura, por largo tiempo,

de la biodiversidad vegetal, sin riesgos de
modificaciones genéticas (Benelli, 2021). Este
método de conservacion es crucial para las plantas
que no producen semillas o que producen semillas
que no germinan y se propagan vegetativamente
(Jiroutova y Sedlak, 2020)

Como se menciond anteriormente, Ila
criopreservacion tiene como primer paso la
eliminacién del agua congelable de los tejidos,
mediante la deshidratacion. A un contenido de
agua menor de 0,25 gH,0.gms! (ms, materia
seca) se le denomina frecuentemente “agua no
congelable” y las células vegetales que contienen
de 0,25-0,4 gH,0.gms™!, usualmente, sobreviven a
la exposicion al nitrogeno liquido (Volk y Walters,
2006; Jiroutova y Sedlak, 2020).

La Unica forma de evitar la formacién de
cristales de hielo a temperaturas ultra-bajas sin
una reduccién extrema del contenido de agua es a
través de la fase fisica denominada “vitrificacion”,
que es la solidificacién de un liquido formando
una estructura amorfa o vitrea (Panis, 2019;
Panis et al, 2020), lo que significa que cuando
se alcanza el estado sdlido las moléculas se
asocian sin adquirir la estructura ordenada que
corresponde a la cristalizacion.

Todos los procedimientos desarrollados para la
criopreservacion de los materiales bioldgicos estan
basados en la optimizacién de la vitrificacion,
la que necesita dos condiciones para que
se produzca: 1) velocidades de enfriamiento
ultra-rapidas, para evitar que transcurra el
tiempo necesario para que un cristal de hielo
pueda formarse antes que todas las moléculas
queden inmovilizadas por la temperatura ultra-
baja, y 2) concentrar la solucién celular, para
que relativamente mas moléculas (de soluto)
interfieran la organizacion de las moléculas
de agua para formar los cristales de hielo
(Panis et al 2020). Por ello, la vitrificacion
requiere de una solucidén altamente concentrada,
que deshidrate suficientemente los tejidos sin
causar dafios, y haga posible que estos formen
un estado vitreo estable (con la solucion altamente
concentrada circundante) cuando sea sumergido
en el nitrdgeno liquido (Matsumoto, 2017).
La combinacion de la deshidratacion con el
enfriamiento rapido de las células causa que
el agua residual solidifique sin cristalizacion,
la cual podria dafiar a las células vivas
(Taylor et al,, 2004).
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Los agentes crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias que protegen
las membranas y pueden formar un estado
vitreo en las células. Se dividen en penetrantes
y no penetrantes. Los que penetran al interior
de las células tienen la funcidn de reducir
la deshidratacion celular y el crecimiento de
los cristales de hielo. Ellos son los principales
constituyentes de las soluciones de vitrificacion.
Entre los mas utilizados estan el glicerol,
el etilenglicol y el dimetilsulféxido (DMSO),
componentes de la solucion de vitrificacion PVS2,

Se considera que la actividad crioprotectora
del glicerol se debe a que forma enlaces de
hidrogeno con el agua, lo cual dificulta la
formacién de los cristales de hielo. Es el menos
téxico en altas concentraciones comparado con
otros crioprotectores. El etilenglicol también actta
alterando los puentes de hidrdgeno y se ha
encontrado que cuando se une con el agua, la
mezcla de 40 % de agua y 60 % de etilenglicol
disminuye el punto de de congelacion y va a ser
incapaz de formar sustancias cristalinas, pero se
ha observado alguna toxicidad vinculada a este
crioprotector (Bhattacharya, 2018).

En cuanto al DMSO, Faltus et al (2021)
en su estudio, sobre la habilidad de
diferentes agentes crioprotectores para producir
la vitrificacion, concluyeron que el DMSO es el
agente crioprotector mas efectivo. Al respecto,
Samuels et al (2021) sefalaron que se conoce
que el DMSO rompe la red de enlaces de
hidrogeno del agua y favorece la vitrificacion
sobre la cristalizacion. Esta caracteristica puede
ser el factor significativo que sustenta Ia
inclusion del DMSO en la combinacion de
agentes crioprotectores y la frecuencia del
uso de las soluciones basadas en el DMSO
(Faltus et al, 2021).

Mediante la espectroscopia CARS
(espectroscopia coherente anti Stokes Raman)
y el uso de d6-DMSO (DMSO marcado con
deuterio, un isotopo no radiactivo del hidrégeno),
se pudo comprobar que el DMSO no se
distribuye uniformemente en el interior de las
células, sino que se acumula dentro de los
organelos (Samuels et al, 2021). Sobre la
base de sus experimentos, los autores estiman
que los organelos que captan el DMSO son
los amiloplastos y los cuerpos de almidon.

Un incremento en la concentracién del DMSO en
esos organelos pudiera favorecer su proteccion vy al
mismo tiempo, son los que estan en mayor riesgo
de dafo debido a la toxicidad del DMSO, el cual en
altas concentraciones puede producir la ruptura de
las membranas.

En cuanto a la funcién de los crioprotectores
no penetrantes, se consideran que pueden
incrementar la tonicidad de las soluciones de
vitrificacion, lo cual contribuye a evitar el dafno por
congelacion. La sacarosa, que es un carbohidrato
natural en las células, a baja temperatura (—45
°C) proporciona la nutricion requerida para
la preservacion de las células y combinada
con el DMSO mantiene buenas propiedades de
crioproteccién (Bhattacharya, 2018).

Generalmente, se recomienda una combinacion
de agentes crioprotectores para evitar el riesgo
del dafio de las muestras por la citoxicidad.
La combinacion de los agentes crioprotectores
puede disminuir la porcién de los componentes
individuales por debajo de su umbral de toxicidad
(Faltus et al, 2021).

Sobre la base del efecto preservador de
los crioprotectores y, al mismo tiempo, su
posible toxicidad en altas concentraciones, se han
disefiado diferentes soluciones combinando los
crioprotectores penetrantes y no penetrantes. De
ellas, las mas utilizadas son la solucién PVS2 (plant
vitrification solution) y la PVS3. La PVS2 esta
constituida por 30 % glicerol + 15 % etilenglicol +
15 % DMSO + 0,4 M sacarosa (Sakai et a/, 1990);
y la PVS3, por 40 % glicerol y 40 % de sacarosa
(Nishizawa et a/ 1993); aunque también aparece
en la literatura con la proporcién 50 % de glicerol
y 50 % de sacarosa (Keller y Senula, 2013;
Panis, 2019).

Aplicacion de la criopreservacion a
diferentes tipos de material vegetal

Se han aplicado distintas técnicas criogénicas
a un amplio rango de explantes, incluyendo
el polen, las semillas, los embriones cigoticos
y somaticos, las suspensiones celulares o los
cultivos de callos, las yemas apicales, los apices
y las yemas dormantes. La seleccion del explante
también estd relacionada con el mejor método
de recuperacion /n vitro (post-criopreservacion) del
material bioldgico, para un genotipo en especifico
(Benelli, 2021.)
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Protocolos para la criopreservacion vegetal

Técnicas clasicas.
Enfriamiento lento (slow freezing)

Quatrano (1968) describié el primer reporte
sobre la aplicacion del protocolo de enfriamiento
lento a los tejidos vegetales. Con la reduccién de
la temperatura mediante el enfriamiento lento, se
inicia la formacion de cristales de hielo (seeding)
en el medio exterior a la célula, la membrana
actla como una barrera fisica y previene la
formacién de hielo dentro de la célula; por lo
éstas se mantienen sin la formacion de hielo
(sobreenfriadas). A medida que la temperatura
disminuye, una cantidad creciente de la solucion
extracelular se convierte en hielo, lo que resulta
en la concentracion de los solutos intracelulares.
En dependencia de la velocidad del enfriamiento y
de la temperatura de pre-congelacién, van a salir
diferentes cantidades de agua de las células antes
de que solidifiquen.

El protocolo del enfriamiento lento incluye
los siguientes pasos: 1) precultivo de las
muestras, 2) la crioproteccion, 3) el enfriamiento
lento (0,5-2,0 °C.min' hasta una temperatura
determinada; usualmente -40 °C), 4) la inmersion
rapida de las muestras en nitrégeno liquido,
5) el almacenamiento, 6) transferencia rapida
de las muestras a la temperatura ambiente
(recalentamiento) y 7) la recuperacion. Aunque su
desventaja consiste en que requiere del uso de
equipos especificos para producir el enfriamiento
lento, ha sido aplicado exitosamente para la
criopreservacion de cultivos indiferenciados, como
las suspensiones celulares (Engelmann, 2012)

Por su parte, Matsumoto (2017) senaldé como
técnicas clasicas para la criopreservacion el
enfriamiento lento y el enfriamiento simple.
Describe el método enfriamiento lento (slow
freezing), en concordancia con lo referido por
Engelmann (2012), con los pasos siguientes:
1) las muestras (apices, embriones y células) se
empacan en criotubos; 2) se tratan con agentes
crioprotectores (DMSO, glicerol, etilenglicol y
sacarosa); 3) se induce la iniciacion del hielo
(extracelular, seeding) a -7 °C; 4) se enfrian
a 0,3-0,5 °C min?! hasta -40 °C usando un
congelador programable (para la deshidratacion) y
5) se sumergen en el nitrogeno liquido. Respecto
al método enfriamiento simple (simple freezing)
indica que las muestras se empacan en los

criotubos, se tratan con un crioprotector a 25 °C,
se enfrian a -30 °C para la deshidratacion y se
sumergen en el nitrégeno liquido.

Protocolos de enfriamiento rapido
Gota ("Droplet freezing”)

Este protocolo fue desarrollado por Schafer-
Menuhr ef al (1996) para criopreservar una
coleccion de variedades de papa (Solanum
tuberosum L.). Los apices de las vitroplantas de
2-3 mm de largo y 0,5-1 mm de ancho se
mantuvieron en medio de cultivo durante la noche.
Al dia siguiente, se colocaron durante dos horas
en una solucion crioprotectora (10 % DMSO en
medio de cultivo) a la temperatura ambiente.
A continuacién, se pipetearon gotas de 2.5 pL
de la solucién crioprotectora sobre laminas de
aluminio estéril de 0,7 por 2 mm y 0,03 mm
de grueso, a razon de seis gotas por lamina. Se
transfirid un apice a cada gota y el enfriamiento
se realizd por inmersion directa en el nitrégeno
liquido. Para la conservacién, se colocaron dos
laminas por cada criovial de 2 mL, los que
se habian enfriado previamente en el nitrdgeno
liguido. La utilizacion del soporte de aluminio y la
introduccion de la muestra en el nitrogeno liquido
sin otra superficie intermedia que la gota, permite
obtener un enfriamiento ultra-rapido, en favor de
evitar la cristalizacion del agua celular durante
los procesos de enfriamiento y el retorno a la
temperatura ambiente.

Segun Faltus et al. (2021), este método no esta
basado en la vitrificacién de la muestra, ya que
la baja concentracién del DMSO utilizada no es
suficiente para impedir la congelacion del agua,
de ahi su nombre droplet-freezing. Sus resultados
positivos se asocian a que el DMSO induce algunos
cambios ultraestructurales en las células tratadas
gue ayudan a superar la congelaciéon del agua sin
dafos que conduzcan a la muerte celular.

Protocolo encapsulacion-deshidratacion

Fue desarrollado por Fabre vy Dereuddre,
en 1990, para la criopreservacion de apices
del género Solanum. El protocolo consta de los
pasos siguientes: 1) los apices, se suspenden
en un medio libre de calcio suplementado con
alginato de sodio al 3 %; 2) se dejan gotear
sobre un medio con 100 mM de cloruro de
calcio, para formar capsulas de alginato de calcio;
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3) las capsulas, de aproximadamente 3 mm
de didmetro, conteniendo de wuno a dos
apices, se ponen a cultivar en medios liquidos
enriquecidos en sacarosa; 4) las capsulas, con
alta concentracion de sacarosa, se deshidratan
en la corriente de aire de un flujo laminar,
a un contenido de humedad del 20-30 % vy
5) las capsulas deshidratadas se trasladan a
crioviales y se sumergen en el nitrogeno liquido. La
deshidratacion también se puede lograr poniendo
las capsulas en placas de Petri colocadas en
recipientes con silica gel activada.

El tratamiento con sacarosa combinado con
la deshidrataciéon resulta en la vitrificacion de
la matriz de alginato y el explante embebido.
La principal limitacion de este método es que
algunas especies resultan muy susceptibles a las
altas concentraciones de sacarosa seguidas de la
deshidratacion y a que requiere de varios dias para
la ejecucion del protocolo (Panis, 2019).

Protocolos basados en la vitrificacion

Estos protocolos se basan en producir la
deshidratacion celular antes del enfriamiento,
exponiendo las muestras a medios crioprotectores
concentrados y/o a la desecacion por aire, seguido
del enfriamiento, con lo cual se evitan los factores
que favorecen la formacion de hielo intracelular
(Engelmann, 2012).

Los protocolos basados en la vitrificacion tienen
como ventaja, respecto a los protocolos clasicos,
que en ellos el paso critico para la supervivencia
es la deshidratacion y no el enfriamiento; de modo
que si las muestras pueden ser deshidratadas a un
contenido de humedad suficientemente bajo, sin
que la supervivencia disminuya o disminuya poco
respecto al control no deshidratado; generalmente,
no se observa la caida de la supervivencia
después de la criopreservacion, o ésta es limitada
(Engelmann, 2012). El autor también sefiald6 que
estos protocolos son mas apropiados para los
organos complejos como los apices de crecimiento
y los embriones.

Protocolo vitrificacion

Estas técnicas se basan en exponer las muestras
a las soluciones crioprotectoras altamente
concentradas (para producir la deshidratacion
de la muestra), seguido de un enfriamiento
rapido. El protocolo de la vitrificacion tipicamente

incluye los pasos siguientes: 1) exponer la
muestra a una solucidon concentrada compuesta
por glicerol y sacarosa (solucion de carga) que
tiene como finalidad el aumento gradual de la
concentracion de solutos; 2) la deshidratacion
con la solucién de vitrificacidon (mas cominmente
la PVS2 y la PVS3); 3) el enfriamiento rapido,
mediante la inmersion directa de los crioviales
en el nitrogeno liquido; 4) el retorno de las
muestras a la temperatura ambiente (después
de la criopreservacion) sumergiendo los crioviales
en un bafio de agua, a la temperatura de 40
°C, por 80 s. y 5) la disminucion gradual de la
concentracion de solutos, una vez que la muestra
ha sido retirada del nitrégeno liquido, mediante
una solucién 1,2 M de sacarosa (solucion de
recuperacion; Panis et al, 2020).

El método de la Vvitrificacion tiene como
ventajas sobre la encapsulacion deshidratacion
mayor tasa de regeneracion después de la
recuperacion y un periodo de tiempo mas corto
para la ejecucion del protocolo (Matsumoto,
2017). Este protocolo fue propuesto por Keller
y Senula (2013) para la criopreservacion de
ajo, utilizando la solucion de vitrificacion PVS3 .
En Cuba, se han obtenido buenos resultados
aplicando el protocolo vitrificacion con la solucion
PVS3 para la criopreservacion de apices de la pifia
(Villalobos et al, 2016) y el ajo (Torres, 2022).

Encapsulacion-vitrificacion

Fue desarrollado por Matsumoto ef a/, en 1995.
Es una combinacion del protocolo encapsulacion-
deshidratacion vy la vitrificacién. El mayor mérito de
esta técnica combinada es la mejor proteccion de
las muestras encapsuladas durante la vitrificacion
y la reduccion del tiempo necesario para la
deshidratacion, comparado con el método clasico
de encapsulacion deshidratacion (Jiroutova vy
Sedlak, 2020).

Protocolo gota (droplet)-vitrificacion

Este método combina las soluciones altamente
concentradas (PVS2 y PVS3) de la vitrificacion
con el enfriamiento ultra-rapido del protocolo
“droplet freezing”. Se utilizd por primera vez
por Pennycooke y Towill, en el 2000, para la
criopreservacion de apices de plantas /n vitro de
boniato (Jpomea batatas L. Lam). Los apices de
0,5 a 1 mm, se precultivaron en sacarosa por
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24 horas, y se trataron segun el protocolo de la
vitrificacion (respecto a la exposicion a la solucion
de carga y la deshidratacion con la solucién de
vitrificacién PVS2). A continuacion, se colocaron
en 10 YL de esa solucion de vitrificacion sobre
ldaminas de aluminio estéril (40 x 2 mm), las que
se sumergieron en nitrégeno liquido parcialmente
solidificado (velocidad de enfriamiento de 400
°C.s).

El protocolo gota Vvitrificacion, utilizando la
solucion PVS2, se ha empleado con éxito para
la creacion de colecciones criopreservadas de
diferentes cultivos. Se optimiz6 en el Centro
Internacional de la Papa (CIP), radicado en Peru
(Vollmer et al, 2017), y se ha aplicado para
un amplio rango de especies y genotipos de
papa (~ 3250), con una alta tasa media de
recuperacion de plantas completas (~ 60 %)
(Vollmer et al, 2021). También se empled para
la implementacion de colecciones criopreservadas
de apices de Musa spp. en el Centro Internacional
de Transito de Germoplasma de Musa, en
Bélgica (Panis et al, 2011) y de apices de
yemas de citricos en el Laboratorio Nacional
para Preservacion de Recursos Genéticos (NLGRP,
por sus siglas en inglés) de Fort Collins, E.U.
(Volk et al,, 2019).

Wilms et al (2020) también publicaron Ila
optimizacion del protocolo gota vitrificacion,
con la solucién PVS2, para la criopreservacion
de diez cultivares de boniato, originarios de
cuatro continentes, procedentes del Banco de
Germoplasma del CIP. Los autores determinaron
que el 70 % de los cultivares evaluados mostraron
valores de regeneracién superiores al 45 %.

El protocolo gota vitrificacion, utilizando la
solucién PVS3, también se ha aplicado en gran
escala, como es el caso de la implementacién
de una coleccion criopreservada de Allium en
el Banco de Germoplasma de la Administracion
de Desarrollo Rural de la RepuUblica de Korea
(Kim et al., 2012).

La principal ventaja del protocolo gota-
vitrificacion es la posibilidad de obtener muy
altas velocidades de enfriamiento y calentamiento
(warming) debido al pequefio volumen del medio
crioprotector en el que se colocan los explantes
(Matsumoto, 2017) y el uso de la lamina de
aluminio, buen conductor de la temperatura.

Estos resultados son congruentes con Ila
afirmacion de Roque-Borda et al (2021)
quienes sefialaron que el método gota
(droplet)-vitrificacion es el mas aplicado a
la criopreservacion de las plantas de interés
agrondmico. Se estima que, en el presente, se
aplica a 111 especies de plantas, entre las que se
encuentran especies agricolas de gran importancia

(Panis et al, 2020).

Protocolos V y D crio-placas

Estos métodos siguen el mismo principio que
el método de la gota-vitrificacion: los pequefios
volumenes (goticas) se enfrian mas rapidamente
a la temperatura del nitrégeno liquido comparado
con los volimenes grandes. La principal diferencia
es que en los métodos de las crio-placas los
meristemos se retienen en pequefias gotas de
alginato de calcio, colocadas en una placa
de aluminio, antes de ser deshidratados vy
subsiguientemente, inmersos en el nitrégeno
liquido (Panis et al., 2020)

En cuanto a la encapsulacion de los explantes en
alginato de calcio, las crio-placas son similares al
protocolo encapsulacién-deshidratacién. En el caso
de las crioplacas, se colocan gotas de alginato
de sodio al 2-3 % en las concavidades de las
crioplacas, y en ellas se colocan los explantes,
que generalmente reciben un precultivo antes
de la encapsulacidn. A continuacion, se hace
gotear, sobre los explantes, una solucién de cloruro
de calcio 0.1 M en medio Murashige y Skoog
(MS, 1962) basal. Una vez que los explantes
quedan adheridos a las criopacas, éstas se colocan
en la solucion de carga para su osmoproteccion.

Niino et al (2019) sefialaron que la placa
de aluminio (que actia como soporte de los
explantes) es resistente y reutilizable, con una alta
conductividad térmica; la cual permite alcanzar
velocidades de enfriamiento en el entorno de
los 4000 a 5000 °C.min?' y velocidades de
recalentamiento (el retorno a la temperatura
ambiente) de 3000 a 4500°C min?, aspecto
fundamental para evitar la cristalizacion del agua
que pueda quedar en las células. Las crioplacas
de aluminio tienen dimensiones de 37 mm de
largo, 7 de ancho y 0.5 de grosor; contienen
10 pequenas concavidades cuyo tamano (que debe
ser seleccionado de acuerdo a las dimensiones
del explante) varia de 1 a 3 mm de didmetro y
0,75 mm de profundidad.
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A partir de este paso, las técnicas se
diferenciaran es V crio-placa (vitrificacion crio-
placa) o D crio-placa (deshidratacion crio-placa),
segun el procedimiento a seguir. En el caso de
la V crio-placa, las muestras se exponen a una
solucion de vitrificacion para la deshidratacion de
los explantes, y a continuacion se siguen los
mismos pasos del protocolo vitrificacién. En el
método D crio-placa los explantes se deshidratan,
ya sea colocandolos dentro de un recipiente con
silica gel, o expuestos a la corriente de aire de
una cabina de flujo laminar, y a continuacion se
sigue el procedimiento de la técnica encapsulacion-
deshidratacion (Niino et al, 2019).

Segun Matsumoto (2017) la clave de la
criopreservacion exitosa con el protocolo D crio-
placa radica en inducir la osmoproteccion de
los apices mediante el precultivo en sacarosa,
el tratamiento con la soluciéon de carga (LS),
y en determinar el tiempo O&ptimo para la
deshidratacion. Niino et al. (2013), por su parte,
reportaron que las ventajas de esa técnica radica
en que puede ser aplicada a especimenes grandes
y que es menos laboriosa que otros métodos
de criopreservacion. Este protocolo supera la
dificultad asociada a la sensibilidad a la PVS2, una
deshidratacion insuficiente o excesiva, asi como el
dafio o la pérdida de material durante la escision y
la manipulacién (Matsumoto, 2017).

En cuanto a la duracion del tratamiento,
Niino et al. (2013) sefialaron que con la V crio-
placa la duracion dptima de la exposicion a la
solucién PVS es de 30-40 min, mientras que la
duracion de la deshidratacion con el método D
crio-placa es de 2-4 h. El mayor tiempo requerido
por este método también ha sido sefialado
por otros autores (Yamamoto et al, 2015;
Wang et al.; 2020)

Yamamoto et al. (2015) utilizaron los protocolos
V crio-placa y D crio-placa para la criopreservacion

de dpices de papa Yy obtuvieron valores
de regeneracion de 96,7 % y 93,3 %,
respectivamente. Estas técnicas tienen dos

ventajas principales: son de facil manipulacion
debido a que las muestras estan sostenidas en
las placas de aluminio y tienen una alta tasa de
regeneracion a causa de las altas velocidades de
enfriamiento y calentamiento (a la temperatura
ambiente) conferidas por la transmision de la
temperatura que aporta la placa de aluminio
(Niino et al.,, 2013).

Otra alternativa similar a las crio-placas es el
protocolo denominado “crio-mesh” propuesto por
Funnekotter et al. (2017) para la criopreservacion
de Anigozanthos viridis, una especie endémica de
Australia. El procedimiento general es similar al
del protocolo V crio-placa. La mayor diferencia
entre ambos protocolos es que el crio-mesh usa
como soporte una malla de acero inoxidable
(Wang, et al, 2020). Este nuevo protocolo
se compard con la gota/vitrificacion para la
criopreservacion de apices de A. viridis, sin
que se encontraran diferencias significativas
en la supervivencia o la regeneracion. No
obstante, como los propios autores sefialan, el
protocolo crio-mesh debe ser evaluado en otras
especies vegetales.

Comparacion entre el método gota-
vitrificacion y las V y D crio-placas

Debido a que el método gota-vitrificacion
y los protocolos V y D crio-placas tienen
principios comunes, ha sido de interés de los
investigadores comparar la eficiencia de estos
métodos en cuanto a la tasa de regeneracion
de plantas post-criopreservacion. Diversos autores
han sefialado que el método gota-vitrificacion y
los métodos V y D crio-placas poseen similares
velocidades de enfriamiento y de retorno a la
temperatura ambiente (recalentamiento; warming)
(Yamamoto et al, 2011; Niino et al, 2013, 2019;
Funnekotter et al, 2017; Wang et al,, 2020). Tanto
la gota-vitrificacion como las V y D crio-placas
son aplicables a un amplio rango de genotipos
de una especie, asi como de las especies de un
género y producen niveles de regeneracion de
apices comparables (Masumoto, 2017; Niino et al,
2019; Normah et al, 2019; Panis, 2019;
Wang et al, 2020), de manera que segln
Panis et al. (2020) la seleccién de un método u
otro queda al criterio de los investigadores.

Aplicacion de la
criopreservacion a gran escala

En la actualidad, cerca de 19 bancos de
germoplasma criopreservan plantas de cultivo

(Acker et al, 2017; Panis et al, 2020),
y en diez instituciones ubicadas en Bélgica,
Republica Checa, Colombia, Nigeria, Perq,

Alemania, Corea del Sur, la India y los Estados
Unidos se conservan cantidades sustanciales
de accesiones criopreservadas de cultivos de
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importancia econdmica. Se estima que cerca
de 10 000 accesiones de cultivos propagados
vegetativamente, iniciados como cultivos in vitro,
se conservan de forma segura mediante la
criopreservacion  (Panis, 2019). Al respecto,
Agrawal et al. (2019) sefalaron que en la India,
el Banco de Germoplasma del Centro Nacional
de Recursos Genéticos Vegetales (NBPGR, por
sus siglas en inglés) mantenia 150 accesiones
criopreservadas (62 de Allium) en la fase
liquida del nitrégeno y 13,363 en la fase de
vapor, incluyendo diversos cultivos en forma de
semillas, embriones, ejes embrionarios, polen,
yemas de esquejes y ADN. Dentro de esta
coleccién 7,517 accesiones corresponden a
especies horticolas de importancia.

Estabilidad genética

Existen pocos eventos y reportes en la literatura
que refieran modificaciones genéticas relacionadas
con la criopreservacion, y si éstas ocurren
el mecanismo exacto y la naturaleza de Ia
inestabilidad genética no ha sido esclarecida,
considerando los multiples estados involucrados
en el proceso (cultivo in vitro-criopreservacion-
regeneracion) (Benelli, 2021).

A partir de los resultados de 20 publicaciones en
las que se utilizaron los marcadores moleculares
para la evaluacién de la estabilidad genética de
material conservado in vitro y criopreservado,

Agrawal ef al (2019) concluyeron que esos
estudios no mostraron mayores variaciones
del material conservado en relacién con el

original, reforzando las afirmaciones realizadas
por Engelmann, en 2011 y Matsumoto, en 2017.
Coherentemente, Panis et al. (2020) sefialaron que
en los tejidos mantenidos en el almacenamiento
a la temperatura ultra-baja del nitrogeno liquido
(-196 °C) la ocurrencia de variaciones somaticas es
muy escasa. A este respecto, la criopreservacion es
la mejor opcion para la conservacion segura, por
largo tiempo, de los cultivos regenerativos.

Otras aplicaciones de la criopreservacion

Crioterapia. Ademas de la aplicacion de las
temperaturas ultra-bajas para la conservacion
de germoplasma, éstas tienen un efecto en la
erradicacion de patdgenos, por lo que también se
ha utilizado para esos fines, lo que se denomina
crioterapia.

La crioterapia se basa en que el
tratamiento con el nitrégeno liquido destruye
las células diferenciadas, mientras que las

células meristemdticas sobreviven y tienen la
capacidad de renovarse, dividirse, diferenciarse
y regenerar en una nueva planta libre de
virus. Jiroutova y Sedlak (2020) senalaron la
combinaciéon de la termoterapia y la crioterapia
como un procedimiento efectivo para la limpieza
de virus, argumentando que la termoterapia
inhibe el movimiento de los virus hacia las
células meristemdticas de los apices y al mismo
tiempo causa alteraciones subcelulares (como el
agrandamiento de las vacuolas), lo cual resulta en
que una menor cantidad de células diferenciadas
(e infectadas) sobrevivan después de la inmersion
en el nitrégeno liquido. Este procedimiento se ha
aplicado exitosamente a especies vegetales como
la papa, el boniato, el platano (Musa spp.), la mora
(Rubus idaeus L.), la uva (Vitis vinifera L.) y la
manzana (Malus spp.).

La criopreservacion del germoplasma de ajo

En el presente, mas de 10,000 accesiones de
plantas propagadas in vitro estan criopreservadas
en forma segura y mas del 80 % de éstas
pertenecen a cinco cultivos principales: Ila
papa, la yuca, el platano, la mora y el ajo
(Allium sativum L.) (Jiroutova y Sedlak, 2020).

Protocolo vitrificacion

El primer articulo sobre criopreservacion de ajo
fue publicado por Niwata (1995). Los explantes
de los discos basales de dientes post-dormantes
se trataron mediante el protocolo vitrificacion con
la solucion PVS2. Posteriormente, Makowska et al.
(1999) ensayaron la criopreservacién de apices
de bulbillos y dientes de ajo con las soluciones
de vitrificacion PVS2 y PVS3, y sefalaron que
el tratamiento con la solucién PVS3 permitid la
regeneracion de los apices, mientras que no se
obtuvieron resultados positivos con la solucion
PVS2. Estos resultados fueron confirmados vy
ampliados por Keller, en el 2002.

En contraste, Ellis ef a/ (2006) criopreservaron
12 genotipos de ajo con el protocolo vitrificacion
y encontraron que de los 10 genotipos que
regeneraron, cinco mostraron mejor respuesta
al tratamiento con la solucidon PVS2 y cuatro
respondieron mejor a la PVS3.
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En abril del 2007, comenz6 el proyecto
EURALLIVEG (EURropean ALLIum germplasm
VEGetatively maintained), con la participacion de
Alemania, Republica Checa y Polonia, para la
creacion de un criobanco tripartita de ajo. En
ese estudio, para las accesiones que producen
vara floral se tomaron como explantes apices
de bulbillos y para las que no las producen, se
tomaron apices de vitroplantas. El protocolo de
criopreservacion utilizado fue la vitrificacion con la
solucién PVS3 (Zanke et al,, 2011).

Por otra parte, segun lo sefialado por
Keller et al (2012), el alcance de ese proyecto
se extendié al desarrollo de una coleccién nucleo
europea formada a partir de las colecciones
nacionales de Alemania, Republica Checa, Polonia,
Italia y Francia. La coleccion crioconservada contd
de 200 accesiones; y en esos ensayos se encontro
que los explantes del cultivo /in vitro tuvieron
porcentajes de regeneracion mas bajos que los
esperados y que la distribucion de los porcentajes
de regeneracion entre las muestras tuvieron
valores medios del 50 % para los genotipos que
producen vara floral y del 32 % para los que no
las producen.

Al respecto, Olas-Sochacka y Kotlifnska (2015)
publicaron que para esa fecha el criobanco
europeo de Aflium mantenia 220 accesiones y que
el proyecto EURALLIVEG constituyd un modelo
para posteriores actividades de criopreservacion en
los bancos de germoplasma europeos.

Para los genotipos que producen vara floral,
se desarrolld, en el 2010, el proyecto de
colaboracion AEGIS entre Alemania, Polonia vy
Portugal (Keller et al, 2011), en el que se
estudio la criopreservacion, tomando como fuente
de explantes los primordios de bulbillos de las
inflorescencias. Las inflorescencias desinfectadas y
separadas de la espata se cortaron en fragmentos
de 1 mm de didmetro y 2 mm de largo, incluyendo
la base (conteniendo los primordios de bulbillos)
y se llevaron a medio de cultivo. De los nuevos
brotes se obtuvieron explantes secundarios, en
los que se probaron los métodos vitrificacion y
gota-vitrificacién con las soluciones PVS2, PVS3 y
PVS4 (35 % glicerol + 20 % etilenglicol +
0.6 M sacarosa) (Sakai, 2000). En la mayoria
de los casos los explantes de las inflorescencias
inmaduras mostraron mayor regeneracion que la
gue se habia obtenido con los bulbillos o los apices
de vitroplantas. EI método gota-vitrificacion fue

mas efectivo que la vitrificacion, y a pesar de
que los resultados no fueron coincidentes entre
las instituciones, la regeneracion con la solucion
PVS3 fue algo mayor que con la PVS2, mientras
que la PVS4 resultd inefectiva.

En China, Liu et al (2017) estudiaron la
criopreservacion del cultivar ‘Gailiangsuan’ 'y
los resultados se verificaron con otros siete
cultivares chinos representantes de tres patrones
diferentes de maduracion. Como tipo de explante
se seleccionaron apices de yemas adventicias
formadas /n vitro a partir primordios de bulbillos
de inflorescencias inmaduras. Como protocolo de
criopreservacion se probd la vitrificacién con las
soluciones PVS2 y PVS3, y se obtuvo mejores
porcentajes de regeneracion con la solucion
PVS3. En esas condiciones, cuatro cultivares de
maduracion temprana mostraron baja tasa de
regeneracion debido a la formacion de bulbillos;
mientras que para los cultivares de ciclo de
cosecha medio y largo la regeneracién post-
criopreservacion fue del 51,5-82,6 % vy del
44,8-75,9 %, respectivamente.

Protocolo gota vitrificacion

Los estudios realizados en el Centro Nacional
de Agrobiodiversidad de la Repulblica de Korea,
cristalizaron en el establecimiento de una coleccién
criopreservada de germoplasma de Allium en
el Banco de Germoplasma de esa Institucion
(Kim et al, 2012). Segun los autores, para las
variedades que producen vara floral, la fuente de
explantes mas apropiada fueron los primordios
de los bulbillos formados en las inflorescencias
inmaduras, debido a que presentaron altos
porcentajes de regeneracién post-criopreservacion
y niveles mas bajos de contaminacién, seguido de
los apices de los brotes apicales de los bulbos
sencillos y de los dientes. Para el procesamiento de
las muestras, desarrollaron un protocolo estandar
optimizado, consistente en un precultivo en medio
con sacarosa 0.3 M, por 2-3 dias a 10 °C; seguido
por la deshidratacion con la solucién PVS3, por
150 min. y el enfriamiento rapido en gotas de
la solucion PVS3 sobre laminas de aluminio. La
transferencia de las muestras a la temperatura
ambiente se realizd de 1-2 dias después de
la criopreservacion. Ese protocolo se aplicd a
1651 muestras de Allium de origenes diferentes,
las que se almacenaron en el criobanco del
Centro Nacional de Agrobiodiversidad de Korea.
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La coleccion esta integrada por muestras de
bulbillos de inflorescencias inmaduras, bulbillos
maduros, bulbos simples o dientes, de acuerdo a
las caracteristicas morfoldgicas de las accesiones.
La regeneracion post-criopreservacion estuvo en
el rango del 33,6 al 100 %, con un valor medio
del 65,9 %.

Protocolo V crio-placa

Las investigaciones realizadas por el Centro de
Recursos Genéticos de Japdn, en colaboracion con
las Universidades de Tsukuba y Shimane, dieron
como resultado que el protocolo V crio-placa,
con la solucién PVS2 resultd apropiado para la
implementacion de un criobanco para las especies
de Allium, con tasas de regeneracion cercanas al
100 % (Tanaka et al, 2020). Los autores afirmaron
que la efectividad de ese protocolo para la creacion
de un criobanco de Allium radica en que la
inmersion directa en el nitrdgeno liquido de los
apices adheridos a las crioplacas permitié alcanzar
velocidades de enfriamiento y de recuperacion
de la temperatura ambiente mas rapidas que los
protocolos vitrificacion y gota vitrificacion, lo que
resultd en mayores tasas de regeneracion.

Los resultados expuestos mediante diferentes
protocolos tanto para la criopreservacion de
germoplasma de ajo, como en general, muestran
que es posible obtener la regeneraciéon a la
criopreservacion utilizando diferentes protocolos;
por tanto, la seleccion del protocolo, segun
Tanaka et al (2018), puede depender de la
situacion del laboratorio, los costos, la sensibilidad
de los explantes a las soluciones de vitrificacion
(PVS) y/o la destreza del personal.

Colecciones criopreservadas de ajo

En la actualidad, se cuenta con tres
criobancos mundiales para la conservacion de
germoplasma de ajo: el Criobanco Europeo
Tripartita que mantiene 220 accesiones, de ellas
202 pertenecientes a la Coleccién Nucleo Europea
(Olas-Sochacka y Kotlinska, 2015); el criobanco
del Centro Nacional de Agrobiodiversidad de la
Republica de Korea, con 1158 accesiones de ajo
y otras especies de Alfium, utilizando el protocolo
gota-vitrificacién (Kim et a/ 2012) y una coleccion
de 100 accesiones criopreservadas mediante la
vitrificacién que se mantiene en Sistema Nacional
de Germoplasma Vegetal (NPGS, por sus siglas en
inglés) en Colorado, EU. (Jenderek y Reed, 2017).
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