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Nowadays different iz vitro techniques are emplo-
yed in order to preserve plant species. Among these,
cryopreservation (the conservation of plant material
at ultralow temperature, usually at -196 °C, which
is the temperature of liquid nitrogen) is widely
employed for long-term storage of plant germplasm.
These techniques could complement other ex situ
strategies like seed banks or field collections, and are
the unique reliable way for long-term preservation
of species that are vegetatively propagated or have
recalcitrant seeds. Recently, cryopreservation pro-
tocols in Tetraclinis articulata and Thymus moroderi
explants have been developed.

In vitro conservation, cryopreservation, 779ymus
moroderi, Tetraclinis articulata, vitrification

L.S.S.N.: 1575-5495

Dentro de las diferentes estrategias existentes en
la actualidad para la conservacién ex sizu de germo-
plasma vegetal encontramos las técnicas de cultivo in
vitro, permitiendo conservarlo a corto, medio y largo
plazo. Para la conservacién a largo plazo, la técnica
empleada es la crioconservacién. Esta se define como
la preservacién de células viables, tejidos y 6rganos
a temperaturas ultrabajas, principalmente en nitr6-
geno liquido (NL), cuya temperatura es de -196°C.
Este procedimiento de almacenamiento puede ser
aplicado a un amplio rango de organismos y tejidos
biolégicos, y es considerado el método mds estable
de conservacién de germoplasma, puesto que la
actividad metabélica y muchos procesos fisicos cesan
a esa temperatura (PANIS & LAMBARDI, 2005).

Dentro de la crioconservacién, existen diferentes
técnicas para llevarla a cabo, aunque en todas ellas lo
que se persigue es evitar la formacién de hielo intra-
celular, lo que supondria causar dafos irreversibles
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en la membrana celular (PANIS & LAMBARDI,
2005). En general, distinguimos las técnicas cldsicas,
basadas en la deshidratacién inducida por la conge-
lacién (congelacién lenta o por etapas) y las moder-
nas, basadas en la vitrificacién (ENGELMANN,
2000). El término vitrificacién hace referencia a la
transicién de una solucién acuosa desde liquido a
un estado amorfo vitreo, evitando la formacién de
hielo (FAHY et al. 1984). Esto es seguido por la
inmersién directa en NL. Se han descrito diferentes
métodos de crioconservacién basados en la vitri-
ficacién: encapsulacién-desecacion, vitrificacidn,
encapsulacidn-vitrificacién, desecacién, precultivo,
precultivo-desecacién, congelacién en gota (droplet
freezing) y mds recientemente la vitrificacién en gota

(droplet vitrification) (ENGELMANN, 2000).

En nuestro laboratorio hemos empleado las
técnicas de vitrificacién, encapsulacién-desecacién
y vitrificacién en gota para la crioconservaciéon de
especies vegetales endémicas y/o amenazadas, que
describimos a continuacién:

La técnica de vitrificacién se basa en la exposi-
cién de los explantos a una solucién de vitrificacién
altamente concentrada durante periodos de tiempo
variables, seguida de inmersién directa en NL. Esto
resulta en la vitrificacién tanto intra- como extra-
celular. La solucién de vitrificacién mds utilizada es
la denominada PVS2 (Plant Vitrification Solution
2), descrita por SAKAI y colaboradores (1990) y
que consiste en glicerol 30%, etilenglicol 15%,
DMSO 15% vy sacarosa 0.4 M. La vitrificacién se
ha convertido en el protocolo de crioconservacién
mis utilizado, puesto que es fécil de llevar a cabo,
altamente reproducible y puede aplicarse con éxito
a un amplio rango de tejidos y especies vegetales
(PANIS & LAMBARDI, 2005).

En el método de encapsulacién-desecacién
(FABRE & DEREUDRE, 1990) los explantos
(normalmente meristemos o embriones) se incluyen
en cuentas de alginato, se exponen a altas concen-
traciones de sacarosa y seguidamente se desecan
utilizando gel de silice o el aire de la cabina de flujo
laminar hasta reducir el contenido de humedad al
20-30%, finalmente se sumergen las cuentas direc-
tamente en NL.
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La vitrificacién en gota (droplet vitrification)
es una combinacién de la congelacién en gota y la
vitrificacién. Los explantos se deshidratan en una
solucién de vitrificacién (PVS2 u otras), se disponen
en pequenas gotas sobre una hoja de papel de alumi-
nio y a continuacién se sumergen rdpidamente en
NL. Es una técnica mis reciente y ha sido empleada
con éxito en diversas especies (SAKAI & ENGEL-
MANN, 2007).

Thymus moroderi Pau ex Martinez es una especie
endémica de las provincias espanolas de Alicante y
Murcia, empleada como aromatizador de un licor
(cantueso) y en la medicina tradicional (sus infusos
tienen propiedades digestivas). Esta especie figura
como casi amenazada en la Lista Roja 2008 de la
Flora Vascular Espafiola (MORENO, 2008). Para
su conservacién se han desarrollado diferentes pro-
tocolos de crioconservacién: vitrificacién en gota
(MARCO-MEDINA et al., 2010a), vitrificacién y
encapsulacién-desecacién (MARCO-MEDINA et
al., 2010b).

Los mejores resultados se obtuvieron con la
vitrificacién en gota (hasta un 80% de supervivencia
post-descongelacién) (Fig. 1A,B,E) y la vitrificacién
(71% de supervivencia post-descongelacién) (Fig.
1D). Cabe destacar que la vitrificacién en gota
produjo mayores tasas de supervivencia empleando
un tiempo de exposicién a la PVS2 menor (30 min)
que con la vitrificacién (60 min). Estas técnicas son
menos laboriosas que la encapsulacién-desecacién
(Fig. 1C) y requieren un menor tiempo de deshi-
dratacién del material a crioconservar.

Por otro lado, cabe comentar que a la hora de
desarrollar una estrategia de crioconservacién es
fundamental la recuperacién del material tras la
descongelacién. En esta etapa post-descongelacion,
es frecuente la aparicién de hiperhidratacién, y en
algunas ocasiones s6lo se desarrolla callo puesto que
parte del meristemo apical resulta danado. En el caso
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de 7. moroderi, en un ensayo preliminar realizado
con explantos apicales se seleccioné el medio MS
con 0.5 mg I-1 de benziladenina (BA) para el cre-
cimiento de los explantos tras la crioconservacién.
Sin embargo tras dos semanas ya se podian observar
sintomas de hiperhidratacién. Para revertir este pro-
ceso fisioldgico probamos diferentes concentraciones
de BA, seleccionando finalmente para la regenera-
cién de los explantos crioconservados el medio MS
suplementado con 0.05 mg I-1 BA (Fig. 1A-B).
Esta citoquinina produce hiperhidratacién en 7
moroderi, por lo que tras tres semanas se recomienda
transferir los explantos a medio sin reguladores.

Aunque los diferentes experimentos de encap-
sulacién-desecacién realizados no consiguieron
mejorar los resultados obtenidos con las otras dos
técnicas, pudimos comprobar la influencia positiva
de la aclimatacién de los explantos al frio en la
supervivencia tras la congelacién. Cuando las plantas
son sometidas a estrés por bajas temperaturas, se
induce la expresién de numerosos genes (OUFIR
etal., 2008) y se producen una serie de cambios en
la estructura de la membrana, en la composicién
celular y en la pared celular (CHANG et al., 2000)
que, en conjunto, pueden determinar la adaptacién
a las bajas temperaturas.

Fig 1. Apices crioconservados creciendo en medio con
0.05 mg -1 BA, tres semanas tras la descongelacién (A-
B). Explanto tras la encapsulacién (C). Planta aclimatada
procedente de un dpice crioconservado por vitrificacion, 5
meses después del inicio de la aclimatacién (D). Explanto
superviviente a la vitrificacién en gota, dos meses después

de la descongelacién (E). Barra = 1 cm.
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Otra de las especies en la que se ha elaborado un
protocolo de crioconservacién en nuestro laboratorio
es Tetraclinis articulata (Vahl) Masters (Fig. 2A), una
conifera perteneciente a la familia Cupressaceae que
tiene un alto interés etnobotdnico y biogeogréfico.
Ademds, su madera ha sido empleada con diferentes
fines, tales como combustible, medicina tradicional
y artesanfa. Sin embargo, el principal motivo por el
que desarrollamos diferentes técnicas de cultivo iz
vitro para esta especie es que se encuentra catalogada
en la Lista Roja 2008 de la Flora Vascular Espanola
(MORENO, 2008) como vulnerable de acuerdo a
las categorfas UICN.

La crioconservacién de esta especie se realizé
mediante vitrificacién, empleando como material
dpices de 1 mm de longitud (SERRANO-MARTI-
NEZ & CASAS, 2011). La crioconservacién de esta
especie present6 una elevada dificultad puesto que
los dpices (Fig. 2B) resultaron altamente sensibles a
la aplicacién de las diferentes soluciones empleadas
en los sucesivos pasos del proceso de crioconserva-
cién (carga en una solucién concentrada de sacarosa
(0.4 M) y glicerol (2 M) durante 20 min, deshidra-
tacién en PVS2 a distintos tiempos y descarga en
una solucién de sacarosa (1,2 M) durante 10 min;
todas ellas en medio SH), ya que se observaba una
alta mortalidad incluso sin la inmersién en NL y
aplicando solo las soluciones de carga y descarga.
Esto hizo que fuese necesario variar la composicién
inicial de las soluciones para tratar de mejorar los
resultados. Para ello, se sustituyé la sacarosa por
sorbitol a la misma concentracién molar, mejorando
asi el porcentaje de dpices supervivientes a la aplica-
cién de las soluciones pero no a la congelacién en
NL. Este tltimo problema se solventé aclimatando
previamente en frio (4°C o 10°C) los explantos de
donde se obtenian los dpices para la crioconserva-
cién. Gracias a este paso, se consiguio una tasa rela-
tivamente alta de supervivencia post-descongelacion
(35.41%) (Fig. 2C). Al igual que en la aplicacién
de la técnica de encapsulacién-desecacién en 7
moroderi, la aclimatacion al frio resulté beneficiosa
a la hora de incrementar las tasas de supervivencia
post-descongelacién del material.
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Fig 2. Explanto de Terraclinis articulata (A). Apice es-
cindido previamente a la crioconservacién (B). Apice
superviviente a la descongelacién (C). Barra = 1 mm.

La crioconservacion es una herramienta de con-
servacion ex situ que se emplea con éxito en numero-
sas especies vegetales tanto de interés agricola como
amenazadas. Existen diversas técnicas para poder
llevarla a cabo tales como la vitrificacién, encapsu-
lacién-desecacién o vitrificacién en gota entre otras.
La seleccién de una técnica en concreto dependerd de
cada especie. Ademds, es incluso necesario, optimizar
para cada genotipo las diferentes etapas que com-
prende el protocolo de crioconservacién (precultivo,
deshidratacién, congelacién, descongelacién...)
con el fin de obtener una alta tasa de recuperacién
post-descongelacién. También cabe comentar que
la aclimatacién al frio puede resultar una estrategia
util para mejorar la respuesta del material a la crio-
conservacidn, tal y como hemos podido comprobar
en 1" moroderiy 1. articulata.
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