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METODOS DE CONSERVACION DE LA VID MEDIANTE EL CULTIVO IN VITRO

1. RESUMEN

Las variedades de vid forman parte del patrimonio vitivinicola mundial,
constituyendo una pieza fundamental para la mejora y el enriquecimiento de la
cultura y la economia. En paises como Espafa es aun mas evidente, donde la
tradicion, el clima y la superficie de cultivo hacen de la viticultura un factor clave
para el desarrollo econédmico de muchas zonas. Actualmente, una de las grandes
preocupaciones en el ambito vitivinicola global es la pérdida de la variabilidad
genética, conocida como erosion genética, que ha ido aumentando desde finales
del siglo XIX con la llegada de enfermedades (filoxera, oidio y mildiu) desde
América y que se ha acentuado en la segunda mitad del siglo XX con las
subvenciones de arranque, el fomento del cultivo de variedades de interés
econdmico en las denominaciones de origen o el cambio climatico. En esta
revision bibliografica se pretende estudiar como las técnicas de cultivo “in vitro”,
ya utilizadas sobre otras plantas lefiosas, pueden reducir la erosion genética en
la vid.

Palabras clave: vid, conservacion ‘in situ”, conservacion “ex situ”, cultivo “in
vitro”, germoplasma, bancos de germoplasma, crioconservacion, meristemos
apicales.

ABSTRACT

Vine varieties are an essential part of the world's wine heritage what constitutes
a key element in the improvement and enrichment of culture and economy. This
is even more evident in countries such as Spain where tradition, climate and
surface area of cultivation make viticulture a key factor in the economic
development of many rural areas. Currently, one of the major concerns in the
global wine industry is the loss of genetic variability, known as genetic erosion,
which has been increasing since the late nineteenth century with the arrival of
diseases (phylloxera, oidium and mildew) from America and has been
accentuated in the second half of the twentieth century with grubbing subsidies,
the promotion of the cultivation of varieties of economic interest in the Apellations
of origin or climate change. This bibliographical review aims to study how “in vitro”
cultivation techniques, already used on other woody plants, can reduce genetic
erosion in vine.
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2. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es una planta que se propaga de forma vegetativa y cuyo
cultivo se extiende entre los paralelos 50° LN y 400LS. Su produccion va
destinada principalmente a la elaboracion de vino, seguido de la produccion de
uva de mesa segun la O.1.V. A nivel mundial en el 2018 se cultivaron 7,4 millones
de hectareas de vifiedo, que produjeron 78 millones de toneladas de uva.
Restando las uvas destinadas al consumo en fresco y a la produccion de pasas
se obtuvieron 292 millones de hectolitros de vino. Es de gran importancia
destacar que a pesar de que la superficie de viledo haya disminuido ligeramente
durante los ultimos afios y que el volumen de produccién se mantenga
practicamente constante, su valor en el mercado internacional ha aumentado
notablemente hasta llegar alcanzar los 30 billones de €.

Evolucion de la superfice del vifiedo
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Fig. 1. Evolucién de la superficie mundial de viiiedo (en millones de hectareas) y
el valor en el mercado internacional (en billones de euros). (Fuente: OIV Stadistical
report on World Vitiviniculture, 2018)

Genéticamente Vitis vinifera L. es una especie del género Vitis perteneciente al
subgénero Euvitis que posee una dotacion cromosomica de 2n=38 (Xu & Lu et
al., 2004; Chu et al., 2018).

La vid cultivada (V. vinifera subsp. vinifera), ha sido domesticada a partir de su
pariente silvestre y dioica, V. vinifera subsp. sylvestris. El acervo genético de las
vides actuales se ha formado por la acciéon de la hibridacién espontanea, la
variacion somatica, la seleccién y la propagacion a través de esquejes o semillas.
El uso durante la domesticacion y la seleccion de los progenitores mas
interesantes favorecié la aparicién de grupos de variedades afines (Myles et al.,
2011; Zinelabidine et al., 2015; Laucou et al., 2018).

Actualmente estamos destinados a la imposicion de la uniformidad en vez de la
diversidad ocasionando una pérdida de biodiversidad causada por la destruccién
de los habitats, por la seleccidon natural y por los agentes biéticos que se conoce
como erosién genética (Alvarez et al., 2000).
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En la viticultura, con la llegada en el siglo XIX de vides desde América trajo
enfermedades como la filoxera (Phylloxera vastatrix) y otros patégenos como el
oidio (Erysiphe necator) y el mildiu (Plasmopara viticola), que supuso la pérdida
de gran parte del vifiedo y de la diversidad, que en el siglo XX esta pérdida se
agrando debido a la tendencia de plantar vifiedos con variedades de interés
econdmico y con el abandono de vifiedos situados en zonas donde se cultivaban
variedades locales (Pouget et al., 1990).

Segun datos obtenidos de la OIV, el cultivo de la vid alcanz6 su maxima
extension entre los afnos 1975-1980 con una superficie de 10.213.000 ha., a
partir de aqui debido a las politicas de arranques y los intereses econémicos se
suprimieron muchas hectareas de vifiedo llegando a contar con 7.877.700 ha en
los inicios del siglo XXI. A dia de hoy, los datos mas recientes indican una
estabilizacion de las superficies de vifiedo, contando con 7.429.000 ha
registradas en 2018.

Otro de los factores que favorece a la perdida de la diversidad es el cambio
climatico. Segun los datos climaticos a escala global de los ultimos 50 afios,
revelan un incremento en las 10 principales regiones vitivinicolas del mundo de
1,26 °C de la temperatura media, este incremento puede influir en la produccion
y en la calidad de la uva, este incremento también puede ocasionar un mayor
riesgo de plagas y enfermedades (Fraga et al., 2013).

Temperatura media mundial en relacion al promedio 1981-2010
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Fig. 2. Grafica de la temperatura media mundial en relacién al promedio 1981-2010
(Fuente: Servicios de cambio climatico de Copérnico, epdata).

A nivel mundial, se prevén importantes danos en los vifiedos, aunque seran muy
diferentes en funcién de la localizacién geografica y de las variedades que se
utilicen. Hasta mediados del siglo XXI se esperan incrementos de 0,42 °C por
década en las regiones vitivinicolas de Francia, Italia y Espafia entre muchas
otras que llevaran a una disminucion de las areas optimas para el cultivo de la
vid entre un 25y 73% (Hannah et al., 2013).
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En Europa, este incremento de la temperatura ya ha producido en regiones
vitivinicolas como la situada en la cuenca Mediterranea un adelanto de la
brotacion, del envero, de la maduracion o un adelanto de la vendimia entre
muchas otras cosas (Davis et al., 2000).

En Espafia, los principales problemas se produciran en las zonas viticolas mas
calidas, el calentamiento global podria causar la modificacion de las zonas
optimas para el cultivo de la vid, incrementaria la evapotranspiracién y haria que
el riego fuera imprescindible para mantener el vifiedo (Resco et al., 2012). Como
consecuencia de las altas temperaturas la produccion seria irregular teniendo
efectos negativos en la calidad, al ocasionar una concentracion elevada de
azucares en la uva (Fraga et al., 2013).

3. JUSTIFICACION

En consecuencia a los grandes cambios que ha tenido el cultivo de la vid a lo
largo de su historia y dada su gran importancia a nivel mundial, se deben buscar
formas de conservar su material genético para asi evitar a la grave pérdida de
diversidad que esta sufriendo.

A finales del siglo XIX, debido a la introduccion en Europa de la filoxera,
proveniente de América, estaba ocurriendo una importante pérdida de material
vegetal arrasando con millones de hectareas por culpa del ataque del insecto
citado, Por esto, para evitar la fuerte erosién genética se crean los primeros
Bancos de Germoplasma de vid, siendo una de las estrategias que contribuye a
la conservacidon y multiplicacion de variedades autéctonas de vid en Europa y
también en Espania.

Actualmente el problema viene por las nuevas plantaciones, que se estan
realizando principalmente con variedades de interés econémico o con plantas
procedentes de seleccidn clonal que poseen muy poca variabilidad genética. Por
tanto, en estos momentos el vifiedo esta sufriendo una erosion genética a nivel
intravarietal, facilitando la pérdida de variedades locales que poseen poca
superficie de cultivo y se encuentran en peligro de extincion.

A dia de hoy, hay suficientes indicios de que el cultivo “n vitro” puede ser una
buena opcion para conservar la biodiversidad en plantas, pero hay poca
experiencia en vid y los protocolos que hay estan menos avanzados que en otras
especies. Por consiguiente, nos ha parecido pertinente revisara la informacion
disponible en vid y su viabilidad como sistema de conservacion, basandonos en
estudios con otras especies lefiosas.

Este tipo de conocimiento permitira desarrollar nuevas estrategias de
conservacion siendo mas efectivas que las existentes con el fin de proteger a
escala mundial el patrimonio inestimable que representan las variedades y
especies de vid ante los riesgos cada vez mas urgentes de erosion genética, de
desaparicion definitiva de genotipos originales y empobrecimiento global de la
diversidad.
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4. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta revision bibliografica es el siguiente:

- Revisar las técnicas de conservacion de germoplasma basados en el cultivo “in
vitro” y discutir su viabilidad para la conservacion de variedades y variantes de
vid, a la luz de la experiencia en otras especies lefiosas.

5. METODOS Y MATERIALES

5.1 Busqueda y recopilaciéon de informacién

Esta revision bibliografica se ha elaborado utilizando buscadores de interés
académicos como Web of Science (WOS), Web of Knowledege (WOK),Dialnet
plus, Uva Doc, Science Direct o Springer Link entre otros, para luego realizar una
seleccidn de los articulos, tesis o libros teniendo en cuenta el factor de impacto,
segun la relevancia del autor/es asi como del numero de citas en las que
aparecen en otros articulo o revisiones bibliograficas. Por ultimo, también se ha
tenido en cuenta la fecha de publicacién del articulo, aunque este factor no es
muy importante, en este caso se dispone de bastante informacién sobre el cultivo
‘in vitro” y toda ella es actual.

Los métodos utilizados para buscar y recopilar informacion han consistido en
buscar las palabras claves (keywords) de este trabajo tanto en inglés como en
espafol en los buscadores nombrados anteriormente, con el objetivo de hacer
un filtro de busqueda y asi conseguir informacion acorde con el tema de esta
revision bibliografica.

La seleccion de los articulos mas importantes se ha realizado teniendo en cuenta
los criterios nombrados anteriormente y en particular aquellos que trataban de
los métodos de conservacion “in vitro” de cualquier especie vegetal y en concreto
los que especifiquen este tipo de conservacion en la vid o en algunas de sus
variedades.

Después de esta seleccion, se han utilizado algunas referencias relacionadas
con las busquedas realizadas, lo que ha resultado interesante para encontrar
algunos documentos con informacion util para complementar la busqueda.

Otro método utilizado consistia en la busqueda de los articulos mas relacionados
o de los autores mas citados en la bibliografia dentro de los articulos ya
seleccionados para recopilar cualquier tipo de informacion valida para facilitar el
trabajo.

Una vez encontrada la informacion basica de esta revision, se ha ido realizando
busquedas profundas sobre temas mas concretos de algunos de los apartados
de que se compone el trabajo con el fin de obtener informacion mas precisa.

5.2 Elaboracion de la revision bibliografica

Una vez recopilada la bibliografia disponible, he leido los abstracts de todas las
referencias y las he agrupado en las siguientes categorias:
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e Atrticulos sobre la vid y los problemas que le afectan a su cultivo

e Articulos generales sobre la conservacion de germoplasma vegetal

¢ Articulos relacionados con la conservacion ‘“in vitro” y sus alternativas

e Articulos de métodos de conservacion de vid y de otras especies con sus
correspondientes ensayos

Asi he definido los capitulos de la revisién en tres apartados que reflejan los
aspectos que me han parecido mas interesantes.

Esta revisioén bibliografica se ha realizado siguiendo las normas recogidas en el
documento “Normas de Estilo y Formato de TFG Enologia”asi como en la nueva
propuesta aprobada por la Junta de Centro y el Comité del Grado de Enologia
que entro en vigor en el curso 2018/2019, en formato de “Normas de Revision
bibliografica para Enologia”.

La mayoria de la informacion genérica sobre cultivo “in vitro” estaba recogida en
articulos de entre 1990 y 2018, considerando que cuando la informacion esta
recogida en mas de dos articulos, se opta por poner el mas reciente o de mayor
impacto.

6. ANALISIS BIBLIOGRAFICO

6.1. Conservacion de germoplasma vegetal:

6.1.1 Perspectiva histérica

La historia de la conservacion de germoplasma vegetal comienza en el Neolitico,
con el inicio de la agricultura y el sedentarismo que llevé a la necesidad de
conservar recursos para asi asegurar la disponibilidad en las distintas
poblaciones de alimento.

En el siglo XX la actividad de conservar germoplasma vegetal aumento, a
mediados de los afnos 70 debido a la sustitucion de variedades primitivas por
otras variedades de interés econdmico y nuevos cultivares supuso un problema
para la diversidad vegetal que se fue agravando con el deterioro de los
ecosistemas naturales por la actividad humana (Maxted et al., 1997).

En la actualidad la conservacion de recursos genéticos esta aceptada como una
responsabilidad social dentro del contexto de preservacién de la biodiversidad
(UNCED et al., 1992).

Algunos de los principales hechos histéricos y los responsables del desarrollo de
esta técnica son: Cultivos de raices de tomates (White et al., 1934); tejidos de
zanahorias (Gauthere et al., 1934; Nobecourt & White et al., 1934); embriones
de tomates (P. G. Smith et al., 1944); yemas (Ernest. A. Bola et al., 1946); granos
de polen de orquideas (Tulecke et al., 1953; Guha & Maheswari et al., 1966).

6.1.2 Revision de alternativas

La conservacion es una técnica utilizada para la preservacion, mantenimiento,
estudio y utilizacion del acervo que representa la biodiversidad. La conservacion
se puede realizar de dos maneras distintas: “n situ”y “ex situ”, estos dos tipos
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de conservacidon son complementarios y garantizan la conservacién de las
distintas especies y sus poblaciones tanto a medio como a largo plazo.

Segun el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica firmado en rio de Janeiro en el
1992, la conservacion ‘in situ” se define como: “conservacion, mantenimiento y
recuperacion de poblaciones viables en sistemas dinamicos y evolutivos del
habitat original o, en el entorno en que hayan desarrollado sus caracteristicas,
generalmente en parques nacionales, reservas biologicas y reservas ecologicas”
y la conservacion ‘ex situ” la define como: ‘la conservacion de muestras
genéticamente representativas de las especies o cultivos, que se mantienen
viables a través del tiempo, fuera de sus habitats naturales o lugares de cultivo,
en ambientes controlados y con el apoyo de tecnologias adecuadas” (Frankel &
Soulé et al., 1992).

Tabla. 1. Tabla comparativa de las ventajas e inconvenientes entre la conservacion
“in situ” y la conservacién “ex situ” (Elaboracion propia).

Ventajas Inconvenientes

- Es dinamica
- Permite la evolucién natural y el desarrollo

- Vulnerabilidad a los diversos factores tanto
antropicos como naturales

‘insitu” | de nuevas caracteristicas genéticas vy | - Problemas en cuanto a la representatividad
adaptaciones a los cambios ambientales genética de las especies y a la concentracién de
- Permite la coevolucion con otras especies | biodiversidad que conservan
formando variantes en los complejos | - Problemas derivados de la fragmentacion de los
genéticos que favorecen Ilos procesos | habitats sugiriendo un aumento del nimero y la
adaptativos superficie de las areas protegidas

Ventajas Inconvenientes

- Facilta el conocimiento de las | - Alto coste y mantenimiento

“ex situ” | caracteristicas anatomicas, fisioldgicas y | - Se elimina la seleccion natural

bioquimicas del material almacenado

- Hay limitacién de espacio por lo que hay poca

- Control directo sobre el material
- Facil accesibilidad y disponibilidad

representatividad

Dentro de la conservacion “ex situ” hay dos tipos de alternativas: las colecciones
de plantas y los bancos de conservacién de germoplasma.

Las colecciones de plantas forman el método tradicional de conservacién “ex
situ” de recursos, esta alternativa esta formada por los jardines botanicos y las
colecciones de plantas. Los jardines botanicos se pueden considerar como las
primeras instituciones implicadas en la conservacion “ex situ” de recursos
vegetales. Actualmente hay cerca de 2.000 jardines botanicos por el mundo, en
los que se conservan alrededor de 100.000 especies distintas de plantas
vasculares y de especies de interés econdmico (Wyse Jackson & Sutherland et
al., 2000).

Por otra parte, los bancos de germoplasma son espacios dedicados al
almacenamiento de una fraccion representativa de la variabilidad genética de
determinadas especies, normalmente se utilizan para la conservacion de
especies raras o en peligro de extincion. Dentro de esta alternativa se encuentran
distinto tipos de bancos, como son los bancos de semillas, los bancos de polen
y los bancos de ADN (Iriondo Alegria et al., 2001).
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”

Los bancos de semillas son uno de los procedimientos de conservacion “ex situ
mas extendidos en la actualidad debido a su gran utilidad en plantas que se
propagan mediante semillas ortodoxas y no recalcitrantes, de origen sexual.
(Bacchetta et al., 2008).

Se entienden que las semillas son ortodoxas cuando mantienen su viabilidad
conservadas a menos de 5-10% de contenido en humedad, siendo asi un
material adecuado para el almacenamiento a largo plazo en bancos de
conservacion. Por el contrario, las semillas recalcitrantes pierden la viabilidad
cuando se desecan por debajo de un contenido minimo de humedad, de modo
que no pueden ser objeto de conservacion como tales en bancos de semillas
(Chin & Roberts et al., 1980).

Si bien la conservacion “ex situ” en bancos de semillas es una de las alternativa
mas utilizada, en ciertas especies, entre las que se encuentra la vid, hay diversos
casos en los que la conservacion de semillas no esta recomendada.

Dentro de la conservacion “ex situ” en bancos de cultivo “n vitro” hay otras
técnicas de conservacion, como el crecimiento minimo, la crioconservacion y la
embriogénesis somatica , que se explicaran en el apartado 5.2 “El cultivo “in vitro”
y su potencial en conservacion de germoplasma”.

Debido a la evolucion de las técnicas de ingenieria genética, hay una nueva
alternativa de conservacion “ex situ” que se esta empezando a utilizar, la
instalacion de bancos de ADN. Esta alternativa es solo util en especies o géneros
en las que su genoma ha sido estudiado y donde se conocen las secuencias de
numerosos genes. Sin embargo, en un futuro este tipo de bancos seran mas
utilizados segun se vayan perfeccionando las técnicas de ingenieria (Iriondo
Alegria et al., 2001).

Los bancos de polen y los bancos de yemas son otras dos alternativas de
conservacion que se pueden aplicar en la conservacion de especies raras 0 en
peligro de extincidn. La ventaja de los bancos de polen, es que requieren un
espacio minimo y se pueden aplicar tanto a especies con semillas ortodoxas
como con semillas recalcitrantes. Sin embargo, entre sus inconvenientes se
pueden citar: que solo conservan la mitad del genoma y la necesidad de tener
una coleccidon de campo que proporcione flores femeninas para poder realizar
una propagacion convencional (Wang et al., 1993). Los bancos de yemas
vegetativas se utilizan en la conservacion de clones de especies frutales, pero
también se podria ser utilizada en especies arbustivas o arbéreas en peligro de
extincion.

6.2 El cultivo “in vitro” y su potencial en conservacion de germoplasma

6.2.1 Panoramica

La historia del cultivo de tejidos comenz6 en 1838, con la teoria celular basica
enunciada por los investigadores Schleiden y Schwann, en la que explicaban la
autonomia que presenta la célula formulando asi la teoria de la totipotencia, su
teoria que fue el inicio del cultivo de tejidos y células. En 1853 Trécul realizd
ensayos de cicatrizacion de heridas y formacién de callo en distintas especies
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vegetales. Rechinger (1893) realiz6 un ensayo en el que determino el limite de
la divisibilidad de las plantas, lo que supuso una aproximacion al cultivo de
tejidos.

Haberlandt fue el primero en realizar el cultivo “in vitro” de tejidos vegetales en
1902, en sus ensayos utilizé células aisladas, pero fracaso al no ser capaz de
mantener vivos los tejidos. Mas tarde, Simon (1908) observé el crecimiento de
segmentos de tallo de alamo, que produjeron callos, raices y yemas, pero al no
ser aseépticos los cultivos sus resultados no se tuvieron en cuenta. White (1934)
consiguid cultivar con éxito “in vitro”, apices radiculares de tomate y tejidos
tumorales de tabaco. Gautheret (1939) realiz6 el cultivo “in vitro” de cambium de
diferentes especies utilizando diferentes factores de crecimiento. De este modo,
utilizando raices de zanahorias obtuvo un cultivo indefinido de tejidos vegetales,
lo que supuso el primer cultivo de tejidos autentico.

Por primera vez en 1944, el investigador Morell logré con grandes resultados el
cultivo “in vitro” de tejidos de cambium de vid.

En la segunda mitad del siglo XX, las investigaciones se aceleraron
considerablemente. A partir de los afos 50, el desarrollo de este campo ha
evolucionado rapidamente con grandes resultado para la agricultura, la
silvicultura y la horticultura (Pierik et al., 1990).

6.2.2 Potencial del cultivo “in vitro” como sistema de conservacion

La conservacion “in vitro” se define como, la conservacién del material vegetal
que involucra el cultivo de tejidos, para un mantenimiento prolongado y un
almacenamiento de recursos cultivados ‘“in vitro”, utilizando procesos que
suponen la disminucion o el cese de la division celular, sin causar dafio bajo unas
condiciones controladas (Bhojwani & Dantu et al., 2013).

La conservacion ‘in vitro” surge de la necesidad de solucionar los problemas
ocasionados por la conservacion ‘in situ”y “ex situ” y también para crear copias
de colecciones conservadas in vivo (Becerrill et al., 2010; Bhojwani & Dantu et
al., 2013). En el 2011 Engelmann y Pence propusieron una serie de razones en
las que se deben emplear las técnicas de conservacion in vitro:

1) Algunas plantas no producen semillas y se reproducen vegetativamente.

2) Algunas especies generan genotipos estériles o genotipos, que aunque
generan semillas ortodoxas, éstas son altamente heterocigotas, por lo
cual es preferible conservarlas como clones.

3) Especies frutales y forestales tropicales que, generalmente, producen
semillas recalcitrantes.

4) La conservacion de especies con semillas recalcitrantes es aun
problematica.

Entre sus principales ventajas destaca la obtencion de materia libre de virus, la
alta tasa de multiplicacioén, el bajo costo de produccién o la necesidad de un
espacio pequefio de almacenamiento entre muchas otras. Sin embargo, los
mayor inconvenientes, son que hay que mantener un ambiente de asepsia para
evitar contaminaciones, se necesita de operarios cualificados y que el material
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conservado puede estropearse con cualquier tipo de alteracion (Mohan et al.,
2011; Iriondo et al., 2011). En consecuencia, cualquier especie que se esté
conservando “in vitro” debe ser revisada periddicamente y a ser evitar los ciclos
largos para no favorecer las variaciones somaclonales.

El cultivo “in vitro” ha facilitado el progreso en varios campos, por lo que hay una
bibliografia muy abundante de las distintas aplicaciones, entre las que podemos
destacar las siguientes: la produccion en horticultura, erradicacion de
enfermedades originadas por virus (Galzy et al., 1964), seleccion y mejora
genética de plantas (Skene et al., 1974), preservacion del germoplasma (Blaich
et al., 1985), propagacion vegetativa (Barlass & Skene et al., 1978) y seleccion
de clones resistentes a enfermedades y estrés (Hazel et al., 1994).

6.2.3 Posibles alternativas y ejemplos de éxito en otras especies

Los métodos de conservacion ‘in vitro” se pueden agrupar en dos grandes
categorias: una formada por aquellos métodos basados en el crecimiento
minimo o a corto plazo, que permiten la conservacion del material a medio plazo
entre los que destacan la frigoconservacion y la encapsulacion, y otra formada
por aquellos métodos basados en la crioconservacion, los cuales permiten la
conservacion del material vegetal a largo plazo (Llacer & Badenes et al., 2010;
Bhojwani & Dantu et al., 2013).

En la conservacion de germoplasma el método de crecimiento minimo ha sido
muy utilizado Este método es muy sencillo y puede ser establecido con facilidad
con el equipamiento que normalmente existe en un laboratorio de cultivo de
tejidos. El principal objetivo de este método es el de incrementar la longevidad
“in vitro de los cultivos sin que exista el riesgo de producirse cambios genéticos
(Roca et al., 1994).

Dependiendo de la temperatura, la intensidad de la luz o la adicion de
compuestos osmoéticos al medio como la sacarosa o el manito y/o la adicion de
compuestos retardantes del crecimiento, los porcentajes de crecimiento puede
verse afectada. La edad, el tamafio o el estado fisiolégico del material a
conservar puede afectar al tiempo de almacenamiento, por lo que se deben
definir estos factores para cada especie (Ozudogru et al., 2010). Por esto,
algunas de las estrategias empleadas para limitar el crecimiento y aumentar los
periodos entre subcultivos, consisten en la reduccién de la temperatura
combinada con poca intensidad de luz en la camara de crecimiento (Bhojwani &
Dantu et al., 2013).

Otras estrategias consisten en cambiar la composicion del medio de cultivo
utilizando inhibidores del crecimiento, con el objetivo de limitar el crecimiento, o
también la adiccion de agentes osmdticos anteriormente comentados con el
objetivo de disminuir el potencial osmético del medio para conseguir una
deshidratacion de los tejidos para que puedan soportar mejor las bajas
temperaturas. Los agentes osmoéticos y los retardantes de crecimiento como
ancimidol o ABA se pueden combinar con las bajas temperaturas para minimizar
el crecimiento y desarrollo de los cultivos conservados (Bhojwani & Dantu et al.,
2013).
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La frigoconservacion es un método de conservacion “in vitro” a medio plazo, que
mediante el uso de bajas temperaturas se consigue ralentizar el crecimiento de
las plantas (Xia et al., 2009).

Otras de las técnicas de conservacion es la encapsulacion, esta surgié con la
idea de crear semillas sintéticas para el desarrollo de embriones somaticos y asi
protegerlos durante su transporte y manipulacién. La encapsulacion puede ser
muy util en micropropagacion, puede ser empleada para la conservacion de
germoplasma o como un método para reducir el subcultivo del material durante
un periodo de tiempo, ya que las secciones encapsuladas a bajas temperaturas
no requieren la transferencia a medio fresco (Preece & West et al., 2009).

En cuanto al empleo de la encapsulacion para la conservaciéon del material a baja
temperatura, se han realizado ensayos en distintas especies, algunos de los mas
importantes se muestran en la Tabla. 2. “Condiciones de los experimentos de
encapsulacion y conservacion a corto plazo en distintas especies”.

Tabla. 2. Condiciones de los experimentos de encapsulacién y conservacion a
corto plazo en distintas especies (Fuente: Cabello Moreno, Borja 2016).

Cedrela fissilis s.a. 4% 100mM MS 6 meses 25°C 44% Nunes et al., 2003

| Dalbergia sisoo s.n. 3% 75mM MSs 3 meses 4°C 30% Chand y Singh, 2004
Drimiopsis kirkii Tejido 2.5% 75mM MS 6 meses 15°C 15% Haque y Ghosh, 2014
Baker. embriogénico

| Eucalipto s.n. 3% 75mM azlcar 3 meses 10 °C 47% Watt et al., 2000

3mM

| Fresa s.a. 3% 75mM MS 9 meses 4°C 58% Lisek y Orlikowska, 2004 |
Frambuesa s.a. 3% 75mM Boxus 9 meses 4°C 60% Lisek y Orlikowska, 2004
Granado s.n. 3% 100mMm MSs 1 mes 4°C 51% Naik y Chand, 2006
Guayaba s.n. 3% 100mM MS + Sac 1 mes 4°C 25% Rai et al., 2008a
Hemidesmus Tejido 3% 75mM MS 4 meses 5°C 86% Cheruvathur y Najeeb,
indicus embriogénico 2013
Hibiscus s.n. 2,75% S50mM DKW 6 meses 5°C 80% Preece y West, 2009
moscheutos oscuridad
Morus spp s.n. 4% 75mM MS 3 meses 4°C 13-18% Pattniak y Chand, 2000

| olivo s.n. 2,50% 1,10% oMM 1 mes 4°C 100% Micheli et al., 2007b
Olivo s.n. 2,50% 1,10% oMM 2 meses 4°C 60% lkhlag et al., 2010

| Phyllanthus amarus s.n. 3% 75mM MS 2 meses 4°C 47% Singh et al., 2006
Populus s.n. 4% 1,40% MS 1 mes 24°C 100% Tsvetkov et al., 2006
Roble s.n. 4% 1,40% GD 1 mes 4°C 95% Tsvetkov y Hausman,

2005
Solanum Nigrum 5.n. 3% 100mMm MS 2 meses 4°C 25% Verma et al., 2010
oscuridad

Vitex negundo s.n. 3% 100mM MS 2 meses 4°C 50% Ahmad y Anis, 2010

Por otro lado para conservar apices, polen, callos y suspensiones celulares se
utiliza el método de conservacién a largo plazo, este método garantiza la
conservacion de explantos durante periodos indefinidos y a la vez evita que en
plantas con propagacion vegetativa se produzcan variaciones somaclonales
(Sanchez & Jiménez et al., 2010).

Para la conservacion a largo plazo de células y tejidos vegetales se emplea la
crioconservacion, esta técnica consiste en conservar explantos vivos a bajas
temperaturas, normalmente utilizando nitrégeno liquido (-196 °C), con el objetivo
de paralizar la division celular y los procesos metabdlicos, pero sin causar ningun
tipo de dano. Por lo tanto, la crioconservacion debe de evitar la formacién de
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cristales de hielo que pueden causar la muerte celular (Hairai & Sakai et al.,

1999).

Dentro de la crioconservacion se reconocen dos tipos de métodos:

a) Los métodos convencionales o clasicos, mas adecuados para crioconservar
células y callos, y también utilizados para congelar meristemos apicales.

b) La técnica de encapsulacidon-deshidratacion y el método de vitrificacion, que
han resultado ser utiles para la crioconservacion de apices y embriones

(Gonzalez-Arnao et al. 2009).

En la figura 3, se recoge esquematicamente los distintos procedimientos para la
realizacion de la conservacion “ in vitro®.

v

| A corto plazo |

!

| Crecimiento reducido |

!

Modificaciéon medio de
cultivo

!

.l < (elementos minerales)

Y

—I>| > potencial osmético

Y

_._l > gelificantes

Y

_ | Adiccion de reguladores de
= crecimiento

Lo Encapsulacién

Conservacion in vitro

[

| Alargo plazo

!

| Crioconservacion

'

ultrabajas (-80°C)

Almacenamiento temperaturas

_.p-| Disminuir metabolismo

-

Encapsulacién-deshidratacién |—>

Encapsulacién+deshidratacién-+vitrificacién

A

—>|

vitrificacion |—>

Crioprotectores+Deshidratacion
>(soluciones vitrificantes)+ enfriamiento
-40°C+ Recalentamiento+Eliminacion

crioprotectores+Recuperacion

A

—I-| Encapsulacién-vitrificacion |

A

'

Explantos+cubierta gelatinosa (Alginato
de calcio) = semilla artificial

—h—| Precrecimiento-deshidratacion

Cultivos de los

explantos+crioprotectores+
deshidratacian+congelacion

A

Encapsulacién-deshidratacion

'

| Vitrificacion de gota |

Bajar humedad (20-30%) y congelar en NL

Se disponen en gotas en papel de
aluminio y se sumergen en NL

NL: Nitrégeno liquido

Fig. 3. Esquema resumen de la estrategia de conservacion “in vitro” para los
recursos filogenéticos (Fuente: Conservacion “in vitro”: Una perspectiva para el
manejo de los recursos filogenéticos UNAD)
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Estos dos métodos han sido el punto de partida para la creacion de nuevos
protocolos criogénicos, como la encapsulacidon-deshidratacion, la vitrificacién, la
encapsulacion-vitrificacion 'y la gota-vitrificacion. Estos protocolos han
contribuido en la mejora de los distintos tratamientos crioprotectores (Gamez-
Pastrana et al., 2004), en facilitar los procedimientos criogénicos (Yamamoto et
al., 2012) y, por ultimo en el mayor uso de los bancos de germoplasma (Panis et
al., 2011).

Entre las especies crioconservadas se encuentran platano (Musa spp.), yuca
(Manihot esculenta), zarzamora (Rubus), pera (Pyrus), solanaceas, café (Coffea
arabica), palma aceitera (Elaeis Guineensis), t&€ (Camellia sinensis) (Mohan et
al., 2011), distintas especies de orquideas (Vanda pumila, Bletilla striata,
Geodorum densiflorun, Doritaenopsis orchid), el boniato (Ipomoea batatas) y el
rabano (Armoracia rusticata) (Bunnag & Monthatong et al., 2007). La
crioconservacion de semillas recalcitrantes ha resultado exitosa en citricos como
la naranja marga (C. aurantifolia) y la mandarina (C. limonia) (Normah & Reed et
al., 2011).

Otro de los métodos de conservacion ‘in vitro” anteriormente nombrado es la
embriogénesis somatica. La embriogénesis somatica, es un proceso que
consiste en inducir embriones a partir de las células de los explantos (hojas,
anteras, ovarios etc.) con el objetivo de formar un organismo completo. Por este
método se ha conseguido la regeneracion completa de Vitis vinifera, asi como
otras especies como Aloe vera (Gomez Kosky et al., 1998).

6.3 La crioconservacion:

6.3.1 Técnicas y alternativas de crioconservacion

Gracias a todo lo explicado anteriormente, hoy disponemos de una gran cantidad
de conocimientos, y de procedimientos criogénicos definidos para aplicar en la
conservacion. La combinacion de algunos de estos procedimientos ha generado
una mayor variedad de protocolos criogénicos, que resultan mas adecuados
dependiendo de la especie ya crioconservada utilizando otro protocolo, o incluso
pueden garantizar la crioconservacion en otras especies que no pudieron
sobrevivir. Sin embargo, no es posible disefiar un protocolo criogénico unico que
funcione adecuadamente para todas las especies ni para una misma forma de
cultivo “in vitro” (Gonzalez-Arnao et al., 2013).

Todo lo anterior justifica que se hayan elaborado una serie de recomendaciones
para la crioconservacion de germoplasma vegetal como para la seleccion de los
protocolos o0 métodos mas adecuados para la crioconservacion de diferentes
formas de las plantas.

En las tablas.3 y .4 se muestran algunas de las recomendaciones para realizar
una crioconservacion optima del germoplasma dependiendo de los métodos y
protocolos que se apliquen.
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Tabla. 3. Recomendaciones de uso de las distintas técnicas de conservacion
segun el tipo de 6rgano o explanto para seleccionar un método adecuado (+) para
su crioconservacion. (Fuente: Gonzalez-Arnao, 2010).

Método Susp. celulares  Apices Embriones Semillas
y callos somaticos/cigéticos
1. Protocolos convencionales o+ + - -
2. Encapsulacion-deshidratacion - +++ ++ -
3. Vitrificacion y protocolos
derivados: gota-vitrificacion, - R ++ -
encapsulaciénivitrificacion y
crio-lamina
4. Precultivo-desecacion - - ++ -
5. Desecacion - - - ++

Tabla. 4. Algunas recomendaciones adicionales para la conservacion adecuada
de germoplasma vegetal (Elaboraciéon propia).

Recomendaciones para la crioconservacién de germoplasma vegetal

Seleccion del material

Proteccidn y crioconservaciéon de germoplasma

La congelacion de suspensiones celulares, las
células deben tomarse cuando se encuentran
en la fase exponencial de crecimiento

Los tratamientos con soluciones crioprotectoras muy
concentradas son menos nocivos si se realizan a 0 °C

Para la congelacion de callos y estructuras
organizadas, el material generalmente se toma
15 dias posteriores al ultimo subcultivo en
medio fresco

La descongelacion rapida generalmente resulta mas
apropiada, sobre todo si el material no esta
suficientemente deshidratado

Los embriones cigéticos inmaduros y los
somaticos (globular-torpedo-corazén) son mas
tolerantes a la congelacion que a otras fases
de desarrollo

La crioconservacion de apices de especies de
propagacién vegetativa asegura el mantenimiento de la
estabilidad genética y la manipulacién del material libre
de virus; ademas, puede ser una estrategia apropiada
para el saneamiento por crioterapia

El material proveniente de cultivos “in vitro”
(apices aislados de vitroplantas) es mas
homogéneo y permite estandarizar mejor las
condiciones de crioconservaciéon que el
material obtenido de plantas in vivo.

Temperaturas muy superiores (por ejemplo, de entre -
20°C y -70 °C) a la temperatura del nitrégeno liquido (-
196 °C) con el transcurso del tiempo provocan el
deterioro del material biolégico almacenado

En el caso de las especies de crecimiento lento
(por ejemplo, algunas especies de orquideas),
lo importante es que el material de partida
refleje un estado vigoroso.

Luego de la crioconservacion, el material debe
recuperarse en la oscuridad por al menos una semana,
con el fin de evitar la fotoxidacién

En el apartado ”6.2.3 Posibles alternativas y ejemplos de éxito en otras especies”
fueron nombrados los protocolos criogénicos, de estos los mas utilizadas en la
crioconservacion, son la encapsulacion-deshidratacion, vitrificacion y la gota-
vitrificacion.

La técnica de encapsulacion-deshidratacion se utilizé por primera vez en 1990
con el objetivo de crioconservar apices de pera y patata (Fabre & Dereuddre et
al., 1990). Mas tarde se utilizé para crioconservar apices de yuca (Benson et al.,
1992), café (Mari et al., 1995) y cafna de azucar (Gonzalez-Arnao et al., 1993;
Paulet et al., 1993).

En la actualidad, se han probado distintos protocolos de encapsulacion-
deshidratacion para mas de 20 especies vegetales, obteniendo unos porcentajes
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de recuperacion elevados después de sumergirles en nitrégeno liquido
(Gonzalez-Arnao y Engelmann et al., 2006).

Esta técnica consiste en introducir normalmente apices o embriones en cubiertas
de alginato, exponiéndolas a altas concentraciones de sacarosa y seguidamente
desecarlas hasta reducir su contenido de humedad al 20-30%, para finalmente
sumergirlas en nitrogeno liquido (Fabre & Dereuddre et al., 1990).

La encapsulacion-deshidratacion es un método muy simple, se puede manipular
una gran cantidad de tejidos encapsulados en cubiertas de alginato y que
sustituye el uso de equipos de congelacion por la inmersion en nitrégeno liquido,
ademas no es necesario adicionar la solucion crioprotectora como en otros
protocolos criogénicos (Gonzalez-Arnao & Engelmann et al., 2006).

El método de vitrificacion se caracteriza por la fuerte deshidratacién que sufre el
material bioldgico al exponerse a mezclas crioprotectoras muy concentradas
conocidas con la formulacion de PVS.

En los procedimientos criogénicos que se utiliza PVS es necesario definir el tipo
de PVS, la duracion y la temperatura de la exposicidén. Para que los tejidos sean
mas tolerantes a la deshidratacion con PVS y a la crioconservacion, antes se
realiza un tratamiento breve, conocido como tratamiento de carga, en el que se
utiliza una mezcla de sacarosa-glicerol (Sakai & Engelmann et al., 2007). El
proceso de calentamiento y aclimatacion del medio de cultivo se realiza siempre
de forma rapida, para evitar una posible recristalizacion. Para lavar los
crioprotectores se utiliza una solucidn compuestas por sales minerales y
sacarosa (Sakai y Engelmann et al., 2007).

En la figura. 4 se indica el procedimiento de crioconservacion por vitrificacion
con todas sus fases.

oo o, W e b
Precultivo Osmoproteccion Deshidratacion Congelacion rapida |
[inmersian en NL)
| f‘ I\
apices
0.3 M S5acarosa 16h 5 |‘.':.:J -l
-
" - o o .
x 2M glicerol + ':; 52‘ = F\:g:’ l <t ] *
0.4M Sacarosa H%Cal v

ARV RN

Plantas donadoras |I E;-E i ||

o

Fig. 4. Esquema representativo del método de crioconservacion por vitrificacion
(Reed et al., 2008).
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Por ultimo la gota-vitrificacidn, es un protocolo que combina las ventajas de los
protocolos de gotas con la vitrificacion y se diferencia de este procedimiento, en
que se logra una velocidad muy rapida de enfriamiento y de calentamiento de las
muestras, los tejidos se transfieren a una gota o a un volumen muy reducido de
la solucion vitrificadora colocada sobre una lamina de papel aluminio, para
después sumergirlas en nitrégeno liquido. Esta técnica se considera una de las
mas prometedora para evitar las limitaciones de cada especie o del genotipo
(Wang et al., 2014).

Otros dos protocolos criogénicos que se utilizan menos son la encapsulacion-
vitrificacion y el método de crio-lamina, estos parten de la base de encapsular
los tejidos en cubiertas de alginato de calcio, pero con la diferencia de que en el
método de encapsulacidn-vitrificacion las capsulas tienen forma esférica,
mientras que en la técnica de la crio-lamina la encapsulacién se realiza con una
capa fina de alginato que gelifica sobre la superficie de una lamina de papel
aluminio (Yamamoto et al., 2011).Una caracteristica comun de las dos
metodologias es que se logra reducir la duracién del protocolo criogénico en
comparacién con el de la encapsulacion-deshidratacion (Yamamoto et al., 2012).

6.4 El caso de la vid: perspectiva histérica y de futuro

En la vid, los esfuerzos principales de conservacidn de recursos genéticos se
centran en variedades y clones de Vitis vinifera.

Sin embargo, la gran parte de otras especies del género Vitis también son
importantes debido a que podrian jugar un papel de reserva natural de la
diversidad genética en el area geografica donde estan presentes, o porque sus
habitats naturales se encuentran alterados por el hombre. Las formas primitivas
silvestres de vid, han ido perdiendo sus habitats naturales, debido a la accion
humana sobre sus areas de supervivencia. A estas pérdidas se afiade otra
referente a los cultivares y clones de las formas domesticadas, que ven cémo
van siendo sustituidos por grupos con mejores caracteristicas agrondmicas
(Boursiquot et al., 1998).

Por estas razones, y para controlar el problema que supone la erosion genética,
organismos como la F.A.O y la O.1.V, han reconocido las necesidades de crear
colecciones o bancos de genes y vides cultivadas y silvestres (Pérez Ruiz et al.,
1990).

Actualmente los bancos genéticos de la vid consisten en colecciones en las
cuales cada clon o variedad esta representado por un numero de 5-10 plantas
por cada clon como ocurre en la coleccion de El Encin. Su puesta en cultivo y el
seguimiento de estas colecciones debe realizarse en condiciones
extremadamente rigurosas, teniendo en cuenta los factores climaticos o bioticos
y su elevado coste (Ibafiez Torres et al., 2004).

Para evitar estos inconvenientes de los bancos de planta viva y en campo y para
garantizar un perfecto estado sanitario, de las variedades o de los clones
obtenidos por seleccion genética. Actualmente laboratorios de cultivo “in vitro”
de plantas como el IRTA esta investigando las condiciones adecuadas que
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permitan el establecimiento de colecciones ‘in vitro”. Dichas colecciones pueden
establecerse empleando distintos métodos, como se explicé en el apartado
“6.2.3 Posibles alternativas y ejemplos de éxito en otras especies”, siendo los
mas utilizados

1) El cultivo con limitacién quimica y/o fisica del crecimiento vegetal.
2) La crioconservacion de apices o lineas celulares embriogénicas.

i [_
@ . % s ﬁ }ﬂj s % 7 FRaC05 0 CULTVO g

EXCISION TRAMNSFEREMNCLA, SUBCULTIVO  ALMACENAMIENTO  ADAPTACION  SUBCULTVO
& LARGO PLAZOD

—— WECK(R) ———a= [NVERNADERO

DURACION (8-12 semanas)  (12-20semanas) (> 52 semanas) {4semanas) (8-12 semanas) {6-10 sermanas)

Fig. 5. Protocolos para la conservacion “in vitro” de la vid mediante el método de
limitacién del crecimiento vegetal (Fuente:, M. Harst-Langenbucher & G. Alleweldt,
1990).

Efecto de la temperatura:

En el cultivo con limitacién del crecimiento de la vid, caben destacar los trabajos
en los que se utilizé la baja temperatura como factor limitante del crecimiento. A
continuacién, se recogen los trabajos mas representativos de este tipo de
ensayos:

Galzy, en numerosos ensayos (publicados en 1969, 1972 y 1985), conservo
clones de Vitis rupestris que, cultivados a 9° C y en oscuridad, que aguantaron
durante 250 dias sin necesidad de ser subcultivados. Aparentemente, el éxito de
esta metodologia depende del genotipo, ya que algunas variedades de Vitis
vinifera no soportaron estas condiciones.

De hecho, los resultados de Barlass y Skene (1983), son contrarios a los de
Galzy. En sus ensayos, la especie que peor soportd la conservacion a 9° C fue
Vitis rupestris, con lo que se llegd a la conclusion de que las temperaturas
oOptimas de conservacion pueden ser caracteristicas de cada clon.

Otros estudios emblematicos son los de Blaich (1985), quien conservd plantas
de vid a temperaturas cercanas a los 7° C, por lo que se redujo el crecimiento,
pero se recupero al transferir el cultivo a las condiciones utilizadas por Galzy en
SuUs ensayos.

Pérez-Ruiz (1990), quien conservé plantulas de vid a 5° C de temperatura y en
oscuridad y haciendo subcultivos cada afio, obtuvo una viabilidad de casi el 90%
de los explantos.
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Efecto de los inhibidores quimicos del crecimiento:

Otro grupo de investigadores utilizaron inhibidores quimicos del crecimiento,
como Harst-Langenbucher y Alleweldt que fueron los primeros en usar
inhibidores del crecimiento tipo CCC en vid (cloruro de clorocolina). Los cultivos
‘in vitro” de solo unos pocos cultivares mostraron una mejor tasa de
supervivencia en condiciones de crecimiento reducido cuando se trataron con
CCC. Sin embargo, después de un almacenamiento durante 1 afio, estas plantas
tratadas con CCC exhibieron una brotacién mas temprana y un desarrollo de
brotes mas rapido cuando fueron subcultivadas en medio fresco. En la tabla 5,
se muestra la evolucion del ensayo realizado por Harst-Langenbucher y
Alleweldt.

Tabla 5. Tasa de supervivencia (%) de cultivos de Vitis riparia tratados con CCC
durante diferentes periodos de almacenamiento respecto a un control no tratado
(Fuente: Bourqui & Alleweldt, 1970).

Periodo de almacenamiento Tasa de supervivencia (%)
(meses) Sin tratamiento cce

3 100 100

b 71l 100

12 36 64

El principal inconveniente que tienen estos métodos es el de llevarlos a la
practica, ya que los resultados en cuanto a los porcentajes de supervivencia de
las plantas, dependen mucho de la variedad que se utilice. Otros investigadores
consideran que, con este tipo de conservacion se puede tener el riesgo de
multiplicar plantas que hayan sufrido variaciones morfoldgicas, y errores de
manipulacion en los subcultivos. No obstante, Skene (1988) demostré que el
nivel alterado de ploidia, también descrito en este tipo de experimentos, no es
debido a la conservacioén a largo plazo, sino por los sucesivos subcultivos (Ibafiez
Torres et al., 2004).

Sin embargo, la crioconservacion de la vid es atractiva pero desafiante, ya que
este tipo de metodologia requiere de la adecuacién de medios y condiciones de
cultivo para evitar causar dafnos fisiologicos.

Los estudios pioneros fueron realizados por Parfitt y Aimehdi en 1983, Ganeshan
en 1985 y Ganeshan con la colaboracion de Alexander en 1990, quienes
informaron de la exitosa crioconservacion del polen de la vid, sin embargo este
experimento no resuelve el problema de la reproduccién sexual. Mas tarde en
1989 Ezawa, publico por primera vez la crioconservacion de los meristemos
apicales, mucho mas interesante por tratarse de 6rganos vegetativos. Otros
trabajos utilizan la misma prometedora técnica: Esensee y Stushnoff en 1990 y
Plessis en 1992, siendo esta una de las técnicas mas prometedoras.
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Unos afios mas tarde, en 1997, Moukadiri describio con éxito la crioconservacion
de lineas celulares embriogénicas, con el inconveniente de poder ser aplicada
unicamente en variedades de vid que responden perfectamente a la
embriogénesis somatica. De hecho su principal finalidad es la de poder
conservar las suspensiones que resultan dificil de obtener, sin perder su
capacidad embriogénica (Ibafiez Torres et al., 2004).

Hasta la fecha se han descrito nuevos procedimientos criogénicos para los
meristemos apicales y las lineas de células embriogénicas de vid basados en la
vitrificacion, como la encapsulacion-deshidratacion, la vitrificacion, la
encapsulacion-vitrificacion y la gota-vitrificacion (Engelmann et al., 1997)
descritas en el apartado “6.3.1 Técnicas y alternativas de crioconservacion”
Recientemente, también se ha descrito la crioterapia para la erradicacion
eficiente de los virus de la vid (Wang et al., 2003; Markovi¢ et al., 2015; Pathirana
et al., 2015; Bettoni et al., 2016).

1—-| Shoot ﬁpsH Encapsulation |—~| Stepwise preculture }—- Eye: i’;d(?:;:!; —-| Directly place in LN H Rapid thawing }—

with % PV52 and PVS2

2] Shoot tis || Procultre [ Loading |--| StPvise dehycration ‘_| Directly place in LN || Unloading || Rapid thawing |——

In vitro stock 1 | culture of

| Shoot tips | [ Preculture | [ Loading |~

—— Post-thaw
Dehydration with PV52 " - Unloadi -
d formation of droplets —-| Directly place in LN |—~| nloading }—' culture for

cultures shoot segments
4| First step - Second step Dehydration |_| Directly place - -
preculture preculure | by air drying | | in LN Rapid thawing
L__.| Embryogenic
cell suspension

5| Stepwise | : —_| Dehydration |_| Directly place |_| Rapid |_ .
preculture |Encapsulaﬂm H Lnadmg| with PVS2 in LN thawing _

Fig. 6. Procedimientos criogénicos de meristemos apicales y las suspensiones de
células embriogénicas en la vid: 1) encapsulacion-deshidratacion); 2)
vitrificacion; 3) gota-vitrificacion; 4) encapsulacion-deshidrataciéon ;5)
encapsulacion-vitrificacion. NL nitrégeno liquido, solucion de Vvitrificacion
PVS2(Fuente: in ”in vitro” Cellular & Developmental Biology, 2017).

Crioconservacion de polen de vid:

Como ya he mencionado Parfitt & Almehdi (1983) fueron los pioneros en
crioconservar con éxito el polen de las variedades Black champa y Queen
mediante un proceso de enfriamiento en dos etapas, que también fue utilizado
por Ganeshan (1985). En este proceso el polen, primero se congela y después
se sumerge en nitrégeno liquido. Por ultimo, se pone a germinar en un medio
suplementado con sacarosa. En este protocolo, los porcentajes de germinacion
oscilaban entre el 54.7 y el 77.3%.
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Crioconservacion de semillas de vid:

Una de las técnicas mas recientes que se han aplicado en la vid fue
crioconservacion de sus semillas. En 2013 Hassan informé de Ia
crioconservacion de semillas de vid recogidas de bayas maduras, que se
deshidrataron antes de su inmersion en nitrogeno liquido. Las semillas
posteriormente se descongelaron para sembrarlas en un sustrato mixto 1:1
formado de musgo de turba y arena y se mantuvieron en un invernadero para su
germinacién. En este protocolo las tasas de germinacién oscilaban entre un el
50 y el 70% de germinacion después de 4 semanas.

Estas dos técnicas de crioconservaciéon son bastantes sencillas, pero no
garantizan que la planta final que se produce sea genéticamente igual a la planta
madre debido a su elevada heterocigosidad. El uso de meristemos apicales y de
yemas latentes tomadas directamente de vides cultivadas en invernaderos o en
el campo para su crioconservacion evitaria el cultivo de tejidos “in vitro” para el
establecimiento de cultivos de reservas antes y/o después de la regeneracion de
las plantas tras la crioconservacion, simplificando asi los procedimiento de
crioconservacion (Towill et al., 2004).

Crioconservacion de meristemos apicales de la vid:

En los primeros estudios sobre la crioconservacion de los meristemos apicales
de la vid se utilizé también un proceso de enfriamiento en dos etapas: Ezawa en
su estudio en 1989, utiliz6 meristemos apicales de tres variedades de vid
(Buffalo, Campbell early y Delaware) cultivadas en el campo para realizar sus
ensayos de crioconservacion. Los meristemos se trataron con una solucion
crioprotectora formada por Dimetilsulfoxido (DMSO) y sacarosa y se congelaron
a distintas temperaturas (-20, -30 y -40°C), antes de sumergirlos en nitrégeno
liguido para su crioconservacion. Posteriormente, se descongelaron y se
cultivaron para su recuperacion y posterior desarrollo. En sus ensayos, recogio
meristemos en distintos momentos del afo y comprobd que el momento de la
recogida afectaba de forma muy importante a su regeneracion y desarrollo.

Asi, cuando los meristemos se recolectaron en septiembre y se crioconservaron,
cerca de la mitad de los meristemos de la variedad “Buffalo” y la mayoria de los
de la variedad “Campbell early” congelados a -30°C no sobrevivieron y los que
sobrevivieron a la congelaciéon a -20 y -30°C volvieron a crecer lentamente y
fallaron en la regeneracion.

Los que fueron recogidos y crioconservados en noviembre, sobrevivieron en
mucha mayor medida en ensayos de congelacion previa a -20, -30 y -40°C: en
las tres variedades probadas, los meristemos que se congelaron a -30°C se
regeneraron rapidamente, mientras que los que se congelaron a -40°C
sobrevivieron solo 1 mes y no pudieron desarrollarse. En la variedad “Campbell
early”, la mayoria de los meristemos formaban solo callo pero sin ningun tipo de
alargamiento.
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Por ultimo, respecto a los meristemos recogidos y crioconservados en diciembre,
los de la variedad “Delaware” produjeron una recuperacion similar
independientemente de la temperatura de congelacion, los de la variedad
“Buffalo” congelados a -20°C crecieron lentamente comparados con los
congelados a -30 y -40°C que tuvieron la tasa mas alta de supervivencia después
de 6, 12 y 18 meses; por ultimo, la mayoria de los meristemos de la variedad
“Campbell early” congelados previamente a distintas temperaturas solo formaron
callos sin ningun tipo de alargamiento.

También la reduccion de la humedad antes de la criogenizacion parece favorecer
la supervivencia y regeneracion de las plantas: Esensee y Stushnoff (1990)
realizaron un proceso de crioconservacion de las yemas latentes de las
variedades “Valiant” y “Riesling” cultivadas en campo, las que se llevo a cabo
una deshidratacion parcial, hasta alcanzar un contenido del 18 o 25% de
humedad antes de la inmersion en nitrégeno liquido. Con este protocolo algunas
yemas crioconservadas de “Valiant” sobrevivieron cuando las muestras se
secaron al 25%, mientras que las yemas secadas al 18% sobrevivieron todas.
Sin embargo, las yemas de la variedad “Riesling” no sobrevivieron a la
deshidratacion previa a la crioconservacion.

Plessis, en 1991 ensay6é un método de encapsulacién-deshidratacion en dos
etapas para la crioconservacion de la variedad “Chardonnay”: Los meristemos
apicales se encapsularon en microesferas y luego se precultivaron por etapas
con concentraciones crecientes de sacarosa. Las microesferas precultivadas se
deshidrataron y luego se congelaron antes de la inmersion en nitrégeno liquido.
Después de recuperar la temperatura inicial, las microesferas se transfieren a un
medio basico (MB) para su recuperacion. Se obtuvo alrededor de un 24% de
supervivencia, resultando la inclusion de DMSO en el medio de precultivo
beneficiosa para los porcentajes de supervivencia (Plessis et al., 1993).

Otros ensayos de encapsulacién-deshidratacion para la crioconservacion de
meristemos utilizaron distintos agentes desecantes y/o encapsulantes. Wang
(2000),aplicd un protocolo sobre el portainjerto “LN33” y la variedad “Superior”.
Los meristemos se extrajeron de brotes cultivados ‘in vitro” de 4 semanas de
antigledad y se encapsularon en microesferas utilizando una solucion de
alginato y una de cloruro de calcio. Las microesferas se precultivaron con
concentraciones crecientes de sacarosa y luego se deshidrataron hasta un
contenido del 15,6 y 17,6% de humedad antes de la inmersion directa en
nitrogeno liquido. Después de descongelarse rapidamente los meristemos
crioconservados se cultivaron para su regeneracion en un medio de
recuperacion Murashige & Sakai (MS). Con estos parametros optimizados se
obtuvieron un 60 y un 40% de regeneracion de los meristemos crioconservados
para el portainjerto “LN33” y la variedad “Superior”, respectivamente (Wang et
al., 2000).

Respecto a la vitrificacion, los primeros en establecer un protocolo para la
crioconservacion de los meristemos de vid fueron Matsumoto y Sakai en el afio
2000y 2001. En su protocolo, los meristemos extraidos de plantas cultivadas “in
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vitro” durante 4 y 5 meses, se precultivaron con sacarosa y luego se cargaron a
una solucion concentrada de sacarosa y glicerol, seguida de dos exposiciones a
la PVS2 de distinta fuerza. Los meristemos se deshidrataron y se sumergieron
en nitrégeno liquido para su crioconservacion, después se descongelaron y se
cultivaron para su regeneracion en un medio de recuperacion MS de fuerza
media complementado con benciladenina (BA), este procedimiento se realizé en
otras diez variedades de vid obteniéndose una regeneracién media del 64%.

En lo que se refiere a la encapsulacion-vitrificacion, el primero en establecer un
meétodo para la crioconservacion de meristemos apicales de vid fue Benelli en el
2003. En este protocolo, los brotes del portainjerto “Kober 5BB” se endurecieron
en frio a una temperatura de 4°C y se extrajeron sus meristemos apicales.
Posteriormente, estos se encapsularon en microesferas de alginato de sodio v,
a continuacion se expusieron a PVS2. Después de la crioconservacion, los
meristemos contenidos en microesferas se descongelaron y se cultivaron en
medio especifico para su regeneracion, aunque las tasas de recuperacioén de
estos fueron bajas (Benelli et al., 2003).

Otra de las técnicas que se esta utilizando en la crioconservacion de los
meristemos de vid es la gota-vitrificacién. Hasta la fecha, se ha aplicado la gota-
vitrificacion en una serie de variedades de uva de mesa y de vinificacion,
portainjertos (Markovic et al., 2013-2015; Pathirana et al., 2016; Bi et al., 2018)
y en germoplasma de vid silvestre (Carimi et al., 2016; Bi et al., 2017).

Fig. 7. Gota-vitrificacion para los meristemos apicales de vides presentes en la
camara de crecimiento (A, C) o in vitro (B, D). Los meristemos apicales se
incubaron en el medio de precultivo (E), la solucién de carga y PVS2 de fuerza
media a 22°C (F), seguido de PVS2 de fuerza completa a 0°C antes de colocarlas
en tiras de papel de aluminio con unas gotas de PVS2 (G). A continuacion se
sumergieron en NL (H). Después de 1 h los meristemos apicales se calentaron en
la solucion de descarga a 22°C () y luego se transfirieron al medio de
recuperacion. Los meristemos apicales de 'Chardonnay’' expuestos al NL se
recuperaron durante 15 dias (J) y 2 meses (K) y sin exposicion al NL después de
2 meses de la regeneracion (L) (Fuente: Successful cryopreservation of Vitis
vinifera ‘Chardonnay’ from both in vitro and growth chamber source plants, Acta
horticulturae , 2019).
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Hassan y Haggag, informaron en 2013 de un protocolo de gota-vitrificacion para
la crioconservacion de meristemos apicales de dos variedades de vid (Bez EI-
Anza y Black Matrouh). En su estudio, los meristemos se recogieron de vides
cultivadas en invernaderos, primero se desinfectaron y luego se cultivaron en la
oscuridad para identificar su estado sanitario. Los meristemos apicales se
cargaron en una soluciéon concentrada de sacarosa y glicerol seguidos a una
primera exposicion a PVS2 de fuerza media y luego a otra de PVS2 de fuerza
completa. Después de la deshidratacion con PVS2 y colocarlas en tiras de papel
de aluminio para sumergirlas en nitrégeno liquido se descongelaron
transfiriéndolas a una solucion de descarga y se cultivaron para su regeneracion.
Se obtuvieron unas tasas de supervivencia del 47% para la variedad “Ben El-
Anza” y un 40% para “Black Matrouh”.

Crioconservacion de tejidos embriogénicos somaticos:

Por otro lado, en la crioconservacion de la vid, también se han utilizado los tejidos
embriogénicos somaticos. El primero en realizar estudios fue Dussert en el 1991.
Su estudio consistia en un enfriamiento en dos etapas, se establecieron
suspensiones celulares embriogénicas (SCE) a partir del callo que habia sido
inducido en el portainjerto “41B”. Las SCE se mezclaron con un medio que
contenia maltosa y DMSO y se incubaron. En un proceso de enfriamiento en dos
etapas las suspensiones celulares tratadas se congelaron previamente seguido
de la inmersién en nitrégeno liquido. Después de una rapida descongelacion, las
SCE crioconservadas fueron cultivadas en un medio liquido para su
recuperacion.

El enfriamiento en dos etapas dio como resultado una tasa de recuperacién del
63%, mientras que la congelacion rapida no produjo ninguna recuperacion, la
adiccion de acido naftalenacético (ANA) en el medio de subcultivo mejoré las
tasa de regeneracion de las SCE crioconservadas y permitié aplicar el protocolo
a otras tres variedades de vid (Dussert et al., 1992).

Wang en el 2002, describio la encapsulacion-deshidratacion para la
crioconservacion de las SCE de la variedad “Red globe”. El callo embriogénico
se mantuvo en un medio sélido de mantenimiento compuesto por un medio NN
(Nitsch & Nitsch et al., 1969). Las SCE se precultivaron con distintas
concentraciones de sacarosa y se encapsularon en microesferas.

Wang (2002), descubrié que las células crioconservadas regeneraban los
embriones mucho antes y producian muchos mas embriones en diversas etapas
de desarrollo que las células del control, lo que indica que la exposicion al
nitrogeno liquido puede tener efectos selectivos en las células con mayor
capacidad de diferenciaciéon morfolégica . De hecho, el analisis histoldgico
demostré que solo las células con caracteristicas meristematicas en
indiferenciadas podian sobrevivir tras las crioconservacion, mientras que todas
las células diferenciadas morian o resultaban gravemente dafiadas tras las
exposicion al nitrégeno liquido (Aguilar et al., 1993; Haggman et al., 1998: Mikula
et al., 2011).
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Recientemente, la encapsulacién-deshidratacion descrita por Wang se extendid
con éxito en la crioconservacion de SCE de varias variedades de vid incluidas la
“‘Albarifo” y la “Tempranillo” con una recuperacién del 19y 27% respectivamente
(Gonzalez-Benito et al., 2009), la variedad “Riesling” con aproximadamente un
60% vy el portainjerto “110 Richter” con un 78% de recuperacion (Ben-Amar et
al., 2013). Los embriones somaticos desarrollados en las SCE crioconservadas
proliferaron y pudieron iniciar embriones secundarios después de cuatro
semanas de transferencia en el mismo medio fresco, estos embriones
secundarios se desarrollaron mas, maduraron y finalmente se convirtieron en
plantas enteras que eran morfolégicamente y estructuralmente idénticas a las
plantas madres.

Miaja en el 2004, inform¢é de un protocolo de vitrificacion para la crioconservacion
de embriones somaticos de dos variedades de vid (Brachetto y Muller-Thurgau),
en su estudio los embriones somaticos se cultivaron en un medio NN y se
cargaron en una solucion concentrada que contenia sacarosa y glicerol. Las
muestras se expusieron a PVS2 de fuerza completa antes de la inmersion en
nitrogeno liquido. Tras wuna rapida descongelacién los embriones
crioconservados se cultivaron primero en un medio NN que contenia sacarosa y
luego se transfirieron a otro medio NN complementado con acido abscisico
(ABA) y sacarosa, obteniéndose una tasa de recuperacion de aproximadamente
el 41% para la variedad “Brachetto” y del 79% en la variedad “Mller-Thurgau”.

Cuando se intent6 adoptar el protocolo de encapsulacién-deshidratacion para la
crioconservacion de embriones somaticos de otras especies de Vitis, se
observaron bajas tasas de supervivencias, debido a esto, Wang en el 2004
describié la encapsulacion-vitrificacion para la crioconservacién de SCE.

Las SCE se precultivaron con concentraciones crecientes de sacarosa, luego se
suspendieron en un medio sélido de mantenimiento NN y se encapsularon en
microesferas seguidas de una exposicidon de estas a PVS2 antes de la inmersién
directa en nitrégeno liquido, la descongelacioén y el subcultivo fueron los mismos
que los que descritos por Wang en el 2002.

Este protocolo de encapsulacidon-vitrificacion se aplicd con éxito a dos
portainjertos (110 Richter y 41B) y cuatro variedades de vid incluidas las uvas
de mesa y vinificacion con tasas de recuperacion entre el 42 y el 48%.

Por ultimo, otra técnica de conservacion que se utiliza en vid es la embriogénesis
somatica, esta es la via comun de regeneracién adventicia en vid y se utiliza en
este cultivo con distintos fines como la seleccion de variacion somoclonal en
medios con distintos tipos de agentes estresantes o la introduccién de genes por
transformacién genética (Saporta et al., 2016).

Mullins y Srinivasan (1976) fueron los pioneros en usar la embriogénesis
somatica para la regeneracion de plantas de vid sanas a partir de plantas
infectadas de virus, posteriormente, se ha demostrado su eficiencia eliminando
varios virus como los del grupo GLR (Grapevine Leafroll) y nepovirus, como el
ArMV y el GFLV (Gambino et al., 2009).
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Tabla. 6. Tabla resumen de los procesos criogénicos con mas éxito en distintas
especies de Vitis (Fuente : in In Vitro Cellular & Developmental Biology, 2017).
Los nimero indican los medios de cultivo utilizados, los niimeros entre paréntesis
representan los porcentajes de supervivencia obtenidos en el estudio. De=
Desecacion, Drop-Vitri= Gota-vitrificacion, En-Dehy=  encapsulacién-
deshidrataciéon, TSC= enfriamiento en dos etapas, Vitri= vitrificaciéon, En-vitri=

encapsulacidn-vitrificacion, SET= tejido embriogénico somatico, ECS=
suspensioén celular embriogénica, SE= embrién somatico
Explant Cryogenic procedure Species, no. genotypes tested ~ Recovery, viability or germination (%)"  Reference
Pollen TSC V vinifera, 21 24.8 (7.4-53.9) Parfitt and Almehdi 1983
V. vinifera, 5 54.7-773 Ganeshan 1985
V. vinifera, 2 Not specified Ganeshan and Alexander 1990
Shoot tips TSC V. labrusca, 3 96.7 (90-100) Ezawa et al. 1989
DE (directly immersed in LN) V. vinifera, 1 0 Esensee and Stushnoff 1990
V. riparia, 2 Some (not specified)-100
V. amurensis * V. riparia, | Some (not specified)
En-Dehy + TSC V. vinifera, 4 29 (15-40) Zhao ef al. 2001
V. vinifera, 4 36 Zhai et al. 2003
Data not available Data not available Plessis et al 1991
V. vinifera, 1 30 Plessis et al. 1993
En-Dehy V. vinifera, 2 49 (40-58) Wang et al. 2000
V. vinifera, 1 63 Wang et al. 2003a
V. vinifera, 1 62 Wang et al. 2003b
V. vinifera, 1 59 Bayati ef al. 2011
V. vinifera, 1 37 Markovic ef al. 2013b
En-Vitri V. berlandieri * V. riparia, 1 Low (not specified) Benelli et al. 2003
Vitri V. vinifera, 7 65.5 (33.3-86.7) Matsumoto and Sakai 2003
V. berlandi = V. riparia, 2 46.7 (30.0-63.3)
V. mowrvedre = V. rupestris, | 75
V. coigneae, 1 75
V. vinifera, 1 45 Wang et al. 2003a
V. vinifera, 1 50 Wang et al. 2003b
V. vinifera, 1 55 Shatnawi ef al. 2011
V. berlandieri * V. riparia, 1 0 Ganino ef al. 2012
V. vinifera, 2 43 (40-46) Hassan and Haggag 2013
V vinifera, 1 57 Lazo-Javalera et al. 2015
V vinifera, 1 55 Shatnawi et al. 2011
Drop-Vitrn V. vinjfera, 1 45 Markovic ef al 2012
V. vinifera, 1 50 Markovic er al. 2013b
V. vinifera, 1 30 Markovi¢ et al. 2013a
V. vinifera, 1 46 Markovic et al. 2014a, b
V. vinifera, 12 Not specified Toprak et al. 2014
V. vinifera, 9 23.1 (0-70) Markovié ef al. 2015
V. vinifera, 4 34.8 (24-45) Pathirana et al. 2016
V. riperia » V. rupestris, | 26
V. vinifera = V. berlandieri, | 6
V. vinifera, 6 50 (40-76) Bi 2017
V. pseudoreticulata, 2 30(10-50)
SET ECSs TSC V. vinifera = V. berlandieri, 1 60 Dussert et al. 1991
V. vinifera = V. berlandieri, | 58 Dussert ef al 1992
V. vinifera, 1 50
En-Dehy + TSC V. berliandieri = V. rupesiris, 1 25 Ben-Amar et al. 2013
V. vinifera, 2 17.5 (5-20)
En-Dehy V vinifera, |1 78 Wang et al. 2002
V. vinifera, 2 23 (19-27) Gonzilez-Benito ef al. 2009
V. berliandieri = V. rupestris, 1 78 Ben-Amar ef al. 2013
V. vinifera, 2 51.5 (43-60)
EN-Vitri V. berlandieri * V. rupestris, | 76 ‘Wang et al. 2004
V. vinifera, 4 61.8 (46-82)
V. vinifera = V. berlandieri, 1 42
V. vinifera, 3 48 (44-52) Vasanth and Vivier 2011
SEs Vitri V. vinifera, 2 60 (41-79) Miaja et al. 2004
En-Dehy V. vinifera, 2 55 (52-58) Miaja et al. 2004
Seeds DE (directly immersed in LN) V. vinifera, 3 60 {50-70) Hassan ef al. 2013
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7. CONCLUSION

El cultivo ‘in vitro” ha contribuido mucho a la conservacion y manipulacion del
germoplasma gracias a la gama de técnicas desarrolladas a lo largo de su
historia. Se pueden adoptar diversos procedimientos caso por caso par
numerosas especies, desde el almacenamiento hasta la crioconservacion,
mediante estrategias tanto tradicionales como biotecnoldgicas, pasando por la
semillas o los tejidos vivos.

El éxito de la técnica depende en gran medida de la especie y sus caracteristicas
fisiolégicas y también del control adecuado de las condiciones ambientales,
éstas tienen un gran efecto tanto en la calidad de la conservacion “in vitro” como
en la micropropagacion, asi pues, deben adoptarse las condiciones de
conservacion del germoplasma que mejor se ajusten al objetivo previsto.

La crioconservacion se ha considerado durante mucho tiempo un medio ideal
para la conservacion a largo plazo del germoplasma vegetal y recientemente se
han establecidos protocolos segun las necesidades de cada especies.

Aunque se han logrado algunos procesos en los ultimos tres decenios, los
estudios sobre la conservaciéon de la vid estan menos avanzados que en los
cultivos de tubérculos, otros cultivos frutales y plantas ornamentales.

Como ya se ha descrito en los apartados anteriores, hay una serie de factores
que influyen en el éxito de la conservacion in vitro de las plantas. En la vid los
principales son: i) las especies y genotipos implicados, ii) los cultivos y la
procedencia de los explantos “in vitro”, iii) que se lleven a cabo los precultivos, la
deshidratacion, los diferentes procedimientos criogénicos, la duracion de la
crioconservacion y el medio de subcultivo.

La falta de protocolos de crioconservaciéon independientes de la especie o el
genotipo ha sido un factor que ha limitado el establecimiento de protocolos de
conservacion en vid. Asi pues, un objetivo clave de la crioconservacion es
romper ese impedimento para ayudar a obtener protocolos adecuados para cada
situacion, especialmente para las especies en las que aun no se han estudiado.
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