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RESUMEN: Este trabajo resume investigaciones enfocadas a estudiar la tolerancia de las semillas a la desecacion y las
formas establecidas para preservarlas; asi como las propiedades del estado solido del citoplasma de las semillas tolerantes
desecadas. También, incluye las caracteristicas de las semillas sensibles a la desecacién y el procedimiento general para su
conservacion a largo plazo. Se hace referencia, a partir de diferentes trabajos, al modelo conceptual que incorpora los
efectos espacial y temporal de la pérdida de agua para explicar la compresion celular como origen del dafio por desecacion,
y la proteccion que ejercen las reservas de materia seca a la estabilidad del citoplasma solidificado y la longevidad de las
semillas.
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ABSTRACT: This paper summarizes researches focused to study seed desiccation tolerance and ways to preserve them.
The investigations it contains are related to the properties of the solid state of the cytoplasm of dried tolerant seeds. Also,
characteristics of desiccation sensitive seeds, and the general procedures for their long-term conservation are presented.
Reference is made, considering different research papers, to the conceptual model that incorporates spatial and temporal
effects of water loss to explain the cellular compression as damage origin, and the protection of dry matter reserves to the
stability of solid cytoplasm and seed longevity.
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semillas, o semillas que sobrevivan a las condiciones de la
congelacion (2).

INTRODUCCION

Los Bancos de conservacion de germoplasma tienen
como funcién esencial el mantenimiento de la viabilidad de
las semillas y reducir la frecuencia de la regeneracion de
la muestra original, con la consiguiente reduccion de los
costos y los riesgos de erosion genética (1).

Las semillas que toleran la desecacion extrema y las
bajas temperaturas, al parecer, pueden sobrevivir al menos
100 afios, si se usan para su conservacion las condiciones
convencionales de un congelador (de -18 a -20 °C).
Actualmente, existen en el mundo cerca de 1750 bancos
de semillas que conservan cerca de seis millones de
accesiones; sin embargo, no todas las plantas producen
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La longevidad expresa la retencion de la viabilidad y el
vigor de un lote de semillas durante el almacenamiento
(3,4), y diferentes laboratorios han aceptado como criterio
para la evaluacion de la longevidad el valor de P50,
definido como el tiempo de almacenamiento en el cual
la germinacién de un lote decae al 50 % de su valor
inicial (4,5).

El tiempo de supervivencia de las semillas
(la longevidad) depende de las condiciones de
almacenamiento, es decir, de la humedad relativa y la
temperatura (6) y de las propiedades inherentes a las
especies en comparacion con las otras (5).
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En este trabajo se presentan resultados obtenidos en
las dos ultimas décadas en relacion con las caracteristicas
fundamentales de las semillas tolerantes y susceptibles a
la desecacion, y las estrategias que se han desarrollado
para su conservacion, por lo que puede ser utilizado como
referencia por los especialistas que deseen actualizarse y
profundizar en este tema.

DESARROLLO

Semillas tolerantes a la desecacion (ortodoxas)
de larga y corta vida

Las semillas tolerantes a la desecacion se identifican
como semillas ortodoxas (7) debido a que pueden
almacenarse por periodos predecibles bajo condiciones
controladas (8). Estas semillas pueden sobrevivir en estado
seco por periodos de tiempo considerables y almacenarse
exitosamente a bajos contenidos de agua y temperaturas
por debajo de 0 °C (-18 a -20 °C) (9). Durante la
maduracion, las semillas tolerantes a la deshidratacion
experimentan un proceso de deshidratacion natural, en el
que pierden la mayor parte del agua de los tejidos hasta
llegar a un equilibrio con la humedad relativa del medio
circundante.

Los organismos secos se diferencian de los hidratados,
ya que tienen el citoplasma celular solidificado en oposicion
al citoplasma fluido de los organismos hidratados (10). Para
comprender la estabilidad del estado sélido de las semillas
y su relacion con la longevidad, se ha realizado una serie
de estudios sobre la estabilidad de las sustancias sélidas.

Los solidos cristalinos son estables termodinamicamente
debido a que la aproximacion muy estrecha entre las
moléculas minimiza el area superficial, y éstas tienen
pocos lugares a donde fluir. En contraste, los sdlidos
formados por el secado o por el enfriamiento, en los
cuales las moléculas no estan dispuestas de manera
alineada, constituyen matrices porosas referidas como
“solidos amorfos” y la temperatura a la cual se forman
(@ partir de un fluido) se denomina temperatura de
transicion vitrea. Ademas, producto de que estan alineadas
irregularmente, las moléculas van a tener cierta movilidad
(11); por ello, los poros no son estables desde el punto de
vista termodinamico, y la estructura solidificada de la matriz
porosa se relaja con el tiempo hacia un empaquetado mas
eficiente (12).

En el estado seco, los materiales biolégicos tienen
las caracteristicas de los solidos amorfos, ya que tienen
considerables espacios porosos, al estar formados por
grandes moléculas que no se comprimen bien; y por esta
condicion presentan fragilidad vitrea, lo que significa que
cambian abruptamente de sélido a fluido, en un estrecho
rango de temperaturas (10).

Durante el secado, el citoplasma embrionario de las
semillas tolerantes a la desecacion solidifica con las
caracteristicas de los sélidos amorfos, y a esa condicion
del citoplasma solidificado se le denomina estado vitreo o
matriz vitrea.

Estudios realizados sobre la velocidad de relajacion de
los estados vitreos de las semillas han demostrado que
en ellos existe considerable movilidad molecular, aun en
condiciones criogénicas, y confirman la verificacion practica
de que todos los sdlidos mantienen algun movimiento
molecular (12). Se ha sefialado que la cinética del
envejecimiento de las semillas estd regulada por la
tendencia al movimiento en la estructura molecular del
citoplasma solidificado (11-13).

Con el objetivo de encontrar la relacion entre la movilidad
molecular y la actividad fisiolégica de las semillas, se han
realizado estudios con diferentes tipos de analisis; entre
ellos, el andlisis de mecanica dinamica (DMA, por sus
siglas en inglés). Este analisis permite medir la relacion
entre una fuerza aplicada y la deformacion estructural que
se produce sobre el material que la recibe, de modo que
permite detectar diferencias en la estabilidad estructural de
los materiales (12); por lo cual, resulta una herramienta
valiosa para cuantificar la estabilidad estructural y la
movilidad molecular de los estados vitreos de las semillas
(12,14).

El DMA se aplico para estudiar los movimientos
moleculares en los cotiledones secos de guisante (Pisum
sativum) 'y demostré la existencia de movimientos
intramoleculares de la matriz vitrea de los cotiledones, y
que la naturaleza y la extensién de los mismos varian
considerablemente con la humedad y la temperatura (11).

Investigaciones enfocadas a estudiar la longevidad de
las semillas durante el almacenamiento han permitido
encontrar diferencias entre las familias de plantas. Asi,
algunas familias, como las Apiaceae y Brassicaceae,
se caracterizan por tener una vida corta durante la
conservacion, mientras que las semillas de las Malvaceae
y Chenopodiaceae tienen larga vida, lo que dio origen a
la hipétesis de que las especies individuales tienen un
potencial caracteristico de vida en el almacenamiento (5).

El DMA también se utilizd para estudiar los estados
solidos de los ejes embrionarios del guisante y la soya
(Glycine max), especies de semillas de larga y corta
vida en el almacenamiento, respectivamente. El analisis
permitié determinar que en el estado sélido del citoplasma
se producen movimientos moleculares vibratorios y de
rotacion; y que, a temperaturas entre 25 y 100 °C, en
los ejes embrionarios ocurren movimientos moleculares
difusivos que producen la transiciéon del material del estado
solido al fluido (10). Al comparar las dos especies, se
detecté que las matrices sélidas de los ejes embrionarios
de la soya mostraron evidencias de alta presencia de
movimientos difusivos y las propiedades de las matrices
vitreas fragiles, sugiriendo que pueden ser propensas al
envejecimiento; mientras que las estructuras dentro de
los ejes del guisante mostraron menor movilidad (10).
Los resultados de estos analisis son coherentes con las
caracteristicas de longevidad de estas especies, referidas
anteriormente.
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Conservacion de las semillas tolerantes a la

desecacion

Las normas para los bancos de germoplasma establecen
que las muestras originales y las duplicadas de seguridad
se deben almacenar en condiciones a largo plazo
(colecciones base) a temperaturas de -18 + 3°C vy la
humedad relativa del 15 + 3 %. Para la conservacion
a mediano plazo (colecciones activas) las muestras se
almacenan refrigeradas entre 5 y 10 °C, con una humedad
relativa del 15+ 3 % (1).

Se estima que las semillas ortodoxas secas, que
sobreviven de 25 a 50 afios en condiciones de
refrigeracion, pueden sobrevivir por un periodo de 100 a
200 afios en un congelador (2). Por otra parte, se
ha demostrado que la criopreservacion prolonga la
longevidad de las semillas desecadas en comparacion
con la conservacion en los congeladores tradicionales (de
-18 a -20 °C) (15). Sin embargo, en la respuesta a la
criopreservacion juega un papel importante el grado de
desecacion de las semillas. Se han encontrado resultados
en los que las semillas con un contenido de humedad
entre 5-13 % no mostraron dafios por las temperaturas
ultrabajas, mientras que las que presentaban contenidos de
humedad entre el 13-16 % si manifestaron dafios (16).

Semillas sensibles a la desecacién, (recalcitran-
tes, excepcionales)

El término recalcitrante se origind para describir a
las semillas cuya vida en el almacenamiento no se
incrementaba de manera predecible por la reduccién del
contenido de agua y la temperatura ambiente (8), de
manera que el término se convirtié en descriptivo para las
semillas sensibles a la desecacion y de limitada longevidad.

La condicion de sensibilidad a la desecacién se ha
asociado a la ecologia de los cultivos. Las especies que
producen semillas sensibles estan mayormente, aunque
no exclusivamente, confinadas a los habitats uniformes
que favorecen la germinacion de las semillas y el
establecimiento de las plantulas (17). Se estima que los
mecanismos de dispersion y la fisiologia postcosecha
han evolucionado para asegurar que la germinacion
ocurra cuando las condiciones sean favorables para
el establecimiento de las plantas, antes de la pérdida
de la viabilidad; lo cual puede explicar por qué las
semillas recalcitrantes son menos comunes en los climas
marcadamente estacionales que en los trépicos humedos.

Las semillas sensibles no presentan la fase final del
desarrollo de las semillas ortodoxas, no tienen o no
expresan la informacioén genética que permite el desarrollo
de la tolerancia a la desecacién. En el momento de
la cosecha del fruto, estdn metabdlicamente activas,
hidratadas y no se pueden almacenar a temperaturas
inferiores a 0 °C. Las semillas sensibles a la desecacion
muestran considerable variabilidad entre las especies y
dentro de las especies individuales respecto a la magnitud
de la pérdida de agua que pueden tolerar (9).

Recientemente, las semillas sensibles a la desecacion
se han identificado como “semillas excepcionales”,
considerando que, en el contexto de los bancos de
germoplasma y la criobiotecnologia, el termino recalcitrante
puede resultar confuso, ya que se aplica a las
semillas con requerimientos complejos para la germinacion
que involucran periodos separados y repetitivos de
humidificaciéon a temperaturas alternantes para estimular el
desarrollo del embrién rudimentario (2).

Para las especies lefiosas se ha desarrollado un método
para predecir la sensibilidad a la desecacion que establece
una relacién matematica la cual considera la masa seca
de la estructura de la cubierta de la semilla (endocarpo y
testa) y la masa seca de la semilla total. Si el resultado de
ese calculo, denominado probabilidad de sensibilidad a la
desecacion (P), es mayor que 0,5; la especie parece ser
sensible a la desecacion (18-19).

Conservacion de las semillas sensibles a la
desecacion

El Unico método posible para la conservacion a largo
plazo del germoplasma sensible a la desecaciéon es la
criopreservacion (20), que consiste en el almacenamiento
del material a la temperatura ultrabaja del nitrégeno
liquido (-196 °C). Para el éxito de la criopreservacion es
fundamental evitar la formaciéon de hielo en el interior de
las células, haciendo que el agua congelable, presente en
las células, vitrifique y forme un sélido amorfo (no cristalino)
de muy alta viscosidad (estado vitreo) (9), similar al estado
solido que adquiere de forma natural el citoplasma de las
semillas tolerantes a la desecacion.

En relacién con el secado de las semillas sensibles, se
ha encontrado que el material que se seca rapidamente
(en el término desde minutos a pocas horas) puede
sobrevivir (en corto plazo) a materiales con mas bajo
contenido de agua, pero que se secan lentamente. Ese
efecto es mas pronunciado a medida que el secado es
mas rapido, pero la mayoria de las semillas recalcitrantes
son demasiado grandes para obtener las velocidades de
secado requeridas. En estos casos, la escision del embrién
o el eje embrionario ofrece un explante de un tamafio
que si permite el secado rapido y los ejes embrionarios
parcialmente deshidratados pueden generar plantulas (21).

Los embriones cigoticos y los ejes embrionarios pueden
ser deshidratados mediante un secado rapido, colocando
los explantes en una desecadora con silica gel activada,
por la cual se hace circular el aire mediante un ventilador
computarizado; no obstante, es necesario tener en cuenta
que la velocidad del secado presenta diferencias entre los
explantes de las distintas especies, los lotes de semillas y
entre los tejidos que constituyen los embriones individuales
(22).

En un estudio de los embriones de cuatro especies de
semillas recalcitrantes, se determin6é que su morfologia
y la anatomia determinan las caracteristicas del secado
de los diferentes tejidos que componen el explante, y
de ahi la supervivencia a la criopreservacién; de modo
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que la intensidad del secado y su duraciéon también
interactian con la morfologia y el tamafio del embrion
(o el eje embrionario), para producir (o impedir) su
supervivencia (22).

Los embriones o ejes embrionarios de las semillas
sensibles también requieren que el enfriamiento se
produzca de manera muy rapida, debido a que en el rango
de temperaturas justo por debajo de 0 °C hasta los —80 °C
es posible la formacién y crecimiento de cristales de hielo
(en las células no suficientemente deshidratadas). Por esta
razén, la mayoria de los protocolos de criopreservacion
de tejidos multicelulares complejos incluyen velocidades de
enfriamiento y de retorno a la temperatura ambiente muy
rapidas. La velocidad de enfriamiento mas rapida se logra
colocando los explantes en lo que se ha llamado nieve de
nitrégeno (nitrogen slush), que se forma a - 210 °C (23).

Modelo conceptual que incorpora los efectos
espacial y temporal de la pérdida de agua

En los ultimos afios, han avanzado las investigaciones
que describen las caracteristicas de las semillas en
el almacenamiento mediante un modelo conceptual que
cuantifica la respuesta celular al estrés por la desecacion,
considerando escalas de tipo espacial y temporal. Segun
este modelo, la respuesta primaria al estrés hidrico se
considera espacial al valorar la cantidad de agua que
sale de las células en términos de cambio de volumen.
El modelo también vincula la proteccion al dafio con
el efecto que produce la acumulaciéon de las moléculas
de sustancias solidas de reserva, las cuales forman una
estructura estabilizadora (24).

La tolerancia a la deshidrataciéon y la longevidad
de las semillas se adquiere durante la etapa media
y tardia del desarrollo del embrion, debido a que las
células del embrion acumulan compuestos especificos,
que estan asociados a la habilidad de las células de
tolerar el estrés hidrico extremo, como los antioxidantes
de bajo peso molecular; carbohidratos complejos, como
los oligosacaridos; las proteinas LEAs (late embryogenesis
abundant proteins) y las proteinas HSPs (heat-shock
proteins) (12, 25).

El modelo asume que las caracteristicas espaciales que
adquiere el citoplasma solidificado, en el momento de la
desecacioén, van a determinar el tiempo de la conservacion
de su estado sdlido y la longevidad de las semillas (24).
El mismo se utilizé para identificar el nivel critico minimo
de acumulacion de materia seca celular requerido para
una apropiada tolerancia a la desecacion de Pritchardia
remota (una palma tropical sensible a la desecacion). Se
demostré que las semillas en desarrollo o los embriones
deben adquirir, al menos, un 35% de material de reserva
para evitar una reduccion letal del volumen celular durante
el secado (26).

Una relacién similar se encontrd en estudios realizados
con semillas de tabaco (Nicotiana tabacum L.), cultivar
‘SS-96’, en los que se observd que las semillas que se
cosecharon antes de alcanzar los 35 dias posteriores

a la antesis (35DDA) presentaron una disminucion de
la tolerancia a la desecacidon y, como consecuencia,
una disminucion de la longevidad después de la
crioconservacion (27). Congruentemente, en otro estudio
sobre las caracteristicas de las semillas de cinco
variedades de morera (Morus alba L.), se pudo apreciar
que su indice de sensibilidad a la desecacion (P) fue menor
de 0,5; caracteristico de las semillas tolerantes (ortodoxas),
y que mas del 60 % de la materia seca total formaba parte
de las reservas nutricionales (embrién-endospermo) (28).

La tolerancia a la deshidratacion de las angiospermas
de resurreccion (plantas que se mantienen viables a pesar
de una deshidratacién considerable y que recuperan la
actividad metabdlica cuando el agua se hace disponible)
estd basada en un espectro de mecanismos que
acompafan al secado de manera similar a como ocurre en
las semillas ortodoxas (29).

Al respecto, se estima que existen unas 153 especies
de angiospermas, comunmente referidas como plantas de
resurreccion, que sobreviven la pérdida de hasta un 95 %
del contenido del agua celular por prolongados periodos de
tiempo y después recuperan la actividad metabdlica de los
tejidos en un tiempo de rehidratacion de 24 a 72 horas (30).

El plegamiento activo y reversible de la pared celular
y la sustitucion del agua de las vacuolas por sustancias
no acuosas se consideran dos posibles mecanismos
generales usados por las plantas angiospermas tolerantes
a la desecacion para evitar el estrés mecanico durante
ese proceso (31). Esos mecanismos de proteccion
son coherentes con el modelo espacial y temporal,
respecto al criterio de que las moléculas comprimidas
forman una estructura que protege la estabilidad del
citoplasma solidificado y contribuye a la longevidad de las
semillas (24).

Teniendo en cuenta el modelo conceptual espacial y
temporal, se han realizado estudios sobre los mecanismos
que controlan la velocidad del envejecimiento y de las
variaciones de la longevidad entre tipos de células. Se han
propuesto tres tipos de interacciones entre la conformacion
estructural del citoplasma seco y el envejecimiento: 1) las
células que no contienen clorofilas y almacenan pocos
lipidos pueden exhibir larga vida en el almacenamiento y el
envejecimiento ocurre, probablemente, debido a procesos
auto oxidativos cuando el estado sdlido del citoplasma
se relaja; 2) las células con clorofila activa pueden morir
rapidamente, ya que son propensas al estrés oxidativo
originado por los pigmentos fotosintéticos en ausencia
de agua metabdlica y 3) las células que carecen de
cloroplastos, pero que tienen un alto contenido de lipidos
pueden morir rapidamente durante el almacenamiento a
-20 °C, posiblemente debido a que a esa temperatura los
lipidos cristalizan, se contraen y desestabilizan la matriz
vitrea (25).

Semillas intermedias

Las semillas denominadas intermedias tienen mas
caracteristicas de las tolerantes a la desecaciéon que de
las recalcitrantes, pero su vida en el almacenamiento no se
incrementa por la reduccion de la temperatura (32).
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La condicion de intermedias puede manifestarse de
formas diferentes, que incluye: 1) semillas que pueden
tolerar el secado a contenidos de agua mas bajos que
las recalcitrantes, pero no tan bajos como las ortodoxas;
2) muestran una longevidad anémala a temperaturas entre
+10 y -30 °C; y 3) tienen corta vida, independientemente
de cémo han sido secadas o enfriadas. La existencia
de una categoria intermedia de la fisiologia postcosecha
demuestra la variacion natural de las semillas en la
respuesta a la pérdida de agua (24).

La longevidad anémala a temperaturas entre +10 y
-30 °C parece provenir de la cristalizacion de los
triacilgliceroles (TAG), debido a que el citoplasma rico
en lipidos es un material compuesto, con diferentes
propiedades térmicas. La contraccion de los cuerpos
lipidicos produce vacios desestabilizadores en la matriz
citoplasmatica (24) y permite la entrada de grandes
moléculas de las especies del oxigeno reactivo (EOR).
Los TAG son una caracteristica comun de las células del
germoplasma caracterizado de comportamiento intermedio.
En el 80 % de las especies caracterizadas como
intermedias, el contenido de los TAG en las semillas
supera al 20 %; y excede al 40 % en el 57 % de estas
especies (25).

CONCLUSIONES

Los resultados de las investigaciones presentadas
muestran que los procedimientos utilizados para la
conservacion a largo plazo de las semillas, ya sean
ortodoxas de corta o larga vida, asi como los ejes
embrionarios de las semillas recalcitrantes, tienen
en comun con los protocolos que se emplean para
la criopreservacién de los materiales vegetativos, la
necesidad de lograr la solidificacion del citoplasma
celular, para ralentizar los movimientos de las moléculas
que participan en las reacciones quimicas propias del
envejecimiento y la pérdida de la viabilidad.

En los trabajos revisados se manifiesta que, existen
diferencias entre las especies en cuanto a las
caracteristicas de los movimientos moleculares que se
producen en el citoplasma solidificado con la variacion
de la temperatura, lo cual resulta congruente con
la teoria que considera a la longevidad como una
propiedad inherente de las especies. La existencia
de movimientos moleculares, aun a temperaturas
criogénicas, pone de manifiesto que, si bien la
criopreservacion puede alargar significativamente el
periodo de conservacion para muchas especies en
relacion con otros procedimientos, los métodos actuales
de conservacion requieren el control de la viabilidad del
material conservado y la renovaciéon del germoplasma
en las condiciones ambientales para garantizar su
preservacion. Actualmente, no existen métodos de
conservacion que garanticen la preservacion del
germoplasma a perpetuidad, por lo cual, con el tiempo,
es necesaria su renovacion.
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