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Resumen

Los cultivos embriogénicos son fundamentales para la conservacidon genética y la
mejora de Pinus pinaster, especie esencial en la silvicultura mediterranea. La
crioconservacidn ofrece una solucion eficiente para la preservacioén a largo plazo,
minimizando riesgos como la contaminacién, la pérdida de capacidad
embriogénica y los cambios genéticos derivados del subcultivo frecuente. En este
estudio, se evaluaron cinco genotipos seleccionados por su capacidad proliferativa,
analizando el impacto de los crioprotectores y diferentes tasas de enfriamiento.

La técnica de crioconservacion empleada, enfriamiento a velocidad controlada,
esta diseflada para ultracongeladores de -80 °C. Sin embargo, fue adaptada a un
congelador disponible de -150 °C mediante el disefio de una caja aislante, que
permitié regular la transferencia térmica y alcanzar una velocidad de
enfriamiento préxima a -1 °C/min, equiparable a la obtenida con los equipos
estandar. Este ajuste permiti6 una recuperacidon celular eficaz y garantizé la
viabilidad del material genético.

Tras optimizar el protocolo, se obtuvo una viabilidad celular del 60 % en los
genotipos mads prometedores, con respecto al control. Este procedimiento
representa un avance significativo en la conservaciéon de P. pinaster y resulta
potencialmente aplicable a otras coniferas, contribuyendo a la resiliencia de los
ecosistemas forestales frente a amenazas climdticas y patégenas.

Palabras clave

Viabilidad celular, mejora genética, tetrazolio, crioprotectores, conservacion
diversidad genética.

1. Introduccion

Pinus pinaster Ait. se distribuye principalmente en la regién mediterrdnea de
Europa, extendiéndose su presencia a otras areas de Europa occidental (TAPIAS et
al., 2004). Destaca por su resistencia a condiciones adversas (RIBEIRO et al., 2023),
siendo importante para la proteccién de zonas montafiosas mediante la
estabilizacion del suelo. Encabeza, como especie, la producciéon de resina, con
aplicaciones medicinales significativas (URIARTE, 1995). Segun el ANUARIO DE
ESTADISTICA FORESTAL (Ministerio para la Transicién Ecolégica y Reto
Demografico, 2021), P. pinaster representa el 14% del volumen total de madera en
los bosques de Espafia y ocupa un 36% de la superficie repoblada. Es
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especialmente notable en Galicia, donde su contribucion a la corta nacional
alcanza el 58,34%.

La conservacion y gestion adecuadas de sus poblaciones son vitales para
salvaguardar su diversidad genética y su capacidad de adaptaciéon frente a
amenazas como la deforestacién, incendios y el cambio climético (SANCHEZ-
SALGUERO et al, 2012; VIZCAINO-PALOMAR et al, 2014). En Espafia, la
sobreexplotacion y la degradacién de habitats han disminuido sus poblaciones
(PRIETO-RECIO et al., 2015), y enfermedades como la producida por el nematodo
Bursaphelenchus xylophilus representan una amenaza significativa (KIM et al.,
2020).

La mejora genética es una estrategia prometedora para aumentar la resiliencia
y la salud de P. pinaster, desarrollando genotipos con mejor crecimiento,
adaptabilidad y resistencia a enfermedades (SANTOS DEL BLANCO et al.,, 2013; ZAS
y MERLO, 2008). P. pinaster es esencial en Galicia por su valor productivo y se
utiliza principalmente para trituracién debido a la baja calidad de su madera
(MENENDEZ-GUTIERREZ, 2017). En respuesta a la alta demanda de semilla de
calidad, se lanz6 un programa de mejora genética que continda actualmente. Este
programa incluyd la seleccion de arboles superiores y la creacion de huertos
semilleros registrados en el Catalogo Nacional de Materiales de Base. A partir de
estos programas de mejora genética se establecid el huerto de A Braxe (A Corufia),
consolidando una poblacidn élite resistente a Fusarium circinatum y tolerante a
Bursaphelenchus xylophilus (ZAS y MERLO, 2008; MENENDEZ-GUTIERREZ, 2017).

La aplicacion de técnicas como la seleccion clonal, el cultivo in vitro y la
gendmica han demostrado ser efectivas para mejorar la productividad y la calidad
de la madera de P. pinaster (BARTHOLOME et al., 2016; PLOMION et al., 2016).
Estos métodos permiten propagar e identificar individuos con rasgos genéticos
deseables, acelerando el proceso de mejora de las poblaciones forestales. Ademas,
las técnicas de cultivos embriogénicos son cruciales para la mejora genética de
Pinus spp. permitiendo la conservacion in vitro de genotipos raros, unicos o
amenazados (BERCETCHE & PAQUES, 1995) y reduciendo el tiempo necesario para
desarrollar nuevas variedades mejoradas (GAO et al., 2020; RAMiREZ-MOSQUEDA,
2022).

Existen protocolos optimizados para cultivos embriogénicos de P. pinaster como
el propuesto por ARRILLAGA et al (2019), que mejoran la produccién de
embriones somaticos. Sin embargo, las células embriogénicas tienden a perder su
capacidad de embriogénesis después de seis meses (CANO et al, 2018), lo que
subraya la necesidad de implementar técnicas avanzadas para la conservacién de
este germoplasma. La crioconservacion surge como una herramienta clave para
mantener la viabilidad de estos genotipos de una forma temprana y a largo plazo,
utilizando temperaturas extremadamente bajas (-150 °C o inferiores) para
preservar el material vegetal. La crioconservacion se basa en técnicas de
deshidratacion por congelacion o vitrificacion de solutos internos (ENGELMANN,
2004; REED, 2008). Los principales protocolos usados en la crioconservacion son el
enfriamiento a velocidad controlada, la vitrificacién en sentido estricto y la
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encapsulacion-desecacion.

El protocolo de enfriamiento a velocidad controlada previene la formacion de
cristales de hielo intracelulares que dafian las células. Enfriar las células de forma
gradual (normalmente 1 °C/minuto) provoca que se formen cristales de hielo en las
soluciones extracelulares, haciendo que el agua intracelular salga estableciendo un
equilibrio osmético que reduce el riesgo de formacion de hielo en el interior. Se
usan crioprotectores como el polietilenglicol (PEG) y dimetilsulféxido (DMSO) para
disminuir el punto de congelaciéon y estabilizar las membranas celulares,
previniendo la nucleacién de cristales de hielo, letales para las células (REED,
2008). Al alcanzar aproximadamente -40 °C, se lleva a cabo un enfriamiento rapido
(generalmente por inmersién en nitrégeno liquido, NL), y las soluciones
intracelulares vitrifican. El estado vitreo es un s6lido amorfo que no provoca dafios
celulares. Esto evita los dafios mecéanicos asociados a la expansion del hielo y
asegura una mayor viabilidad (BENSON, 2008).

La vitrificacién en sentido estricto es una técnica que utiliza soluciones muy
concentradas de crioprotectores como glicerol, etilenglicol y DMSO para
deshidratar las células y aumentar la viscosidad del citoplasma; al enfriar
rapidamente las células (por inmersion en NL), tanto las soluciones intra- como
extracelulares vitrifican. Esta técnica minimiza el dafio celular asociado con la
congelacion asegurando una mayor viabilidad (ENGELMANN, 2011; SAKAI et al,,
2008).

La encapsulacidn-desecacion consiste en encapsular el material vegetal en una
matriz de alginato de calcio, seguido de una desecacién controlada para reducir el
contenido de agua y prevenir la formacién de cristales de hielo. Las cuentas de
alginato se desecan en una cabina de flujo laminar o con gel de silice, y se
sumergen rapidamente en NL, consiguiendo asi la vitrificacién de las soluciones
intra- y extracelulares. La deshidratacion minimiza el riesgo de formacién de hielo,
y la matriz de alginato protege la integridad celular durante el proceso de
enfriamiento (ENGELMANN, 2011; SAKAI et al., 2008).

La eleccién de cada técnica depende de factores como el personal, los equipos, la
experiencia, el tipo de material vegetal y los recursos disponibles en la instalacidn.
La transferencia entre diferentes laboratorios puede presentar complicaciones; sin
embargo, con la atencion adecuada a cada uno de los pasos, la mayoria de las
técnicas pueden ser implementada exitosamente (REED, 2008). En este estudio se
ajustd el protocolo descrito por CANO et al. (2018), basado en el enfriamiento
controlado, a nuestras instalaciones para optimizar el desarrollo de la técnica con
el equipamiento y las capacidades técnicas disponibles.

Estudios recientes han explorado la aplicabilidad de la crioconservacion en
diversas especies de Pinus, destacando su potencial para preservar la diversidad
genética y facilitar el intercambio de material (GAO et al., 2020; AYALA et al., 2023).
En P. pinaster se han desarrollado diversos protocolos de crioconservacidn de
tejidos embriogénicos, con variaciones en parametros de crioconservacion como el
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precultivo, la solucion crioprotectora y la temperatura de preenfriamiento, entre
otros. Una revisidn de dichos estudios se encuentra en la Tabla 1.1 y la Tabla 1.2. La
mayoria de estos trabajos utilizaron el dispositivo Mr. Frosty, con el que se
consigue una velocidad de enfriamiento de 1°C/min.

Entre estas investigaciones destaca la de ALVAREZ et al. (2012), en la cual se
evaluaron diferentes protocolos de crioconservacién, variando la solucion
crioprotectora y la temperatura de pre-enfriamiento. Ademds, los autores
examinaron el efecto de la crioconservacion en la capacidad de maduracién de los
embriones somdticos y su conversion en plantas. Los resultados demostraron una
alta eficacia de crioconservacidén, con una solucién polietilenglicol-sacarosa-DMSO
y una temperatura de pre-enfriamiento 6ptima de -40 °C, con un protocolo de
crioconservacion que asegura una alta tasa de recuperacion y de maduracion de
embriones.

Tabla 1.1 Revision bibliogrdfica sobre crioconservacion para callos de células
embriogénicas de Pinus spp.

Velocidad

Especie Explanto Método enfriamiento Referencia
. Tejidos Enfriamiento a 1°C /min Mr HARGREAVES
P. radiata P velocidad
embriogénicos Frosty et al. (2002)
controlada
ﬁ;zz%‘gzzcz E?rﬁ;lg:;s Vitrificacion Directamente a KONG & VON
fsug . directa NL ADERKAS (2011)
menziesii inmaduros
) Tejidos Enfrlam.lento a Mr Frosty con SALAJ et al.
P. nigra embriogzénicos velocidad sonda hasta 2011)
g controlada -40°C y NL 1hora
_ Tejidos Enfriamiento a Mr Frosty ALVAREZ et al.
P. pinaster embriogénicos velocidad preenfriado a 2012)
g controlada 4°C
) Tejidos Enfrlam.lento a Mr Frosty con SALAJ et al.
P. nigra embriogzénicos velocidad sonda hasta 2012)
g controlada llegar a -40°C
Enfriamiento a 1°C/min hasta
D, sylvestris Tejidos velocidad -39 °Cenun LATUTRIE &
Y embriogénicos congelador ARONEN (2013)
controlada
programable
. Tejidos Enfriamiento a Mr Frosty CARNEROS et dl.
P. pinea embriogénicos velocidad preenfriado a 2017)
controlada 0°C
. Enfriamiento a
. Tejidos . Mr Frosty a-80°C  LINEROS et al.
P. radiata R velocidad .
embriogénicos 120min. (2018)
controlada
. Enfriamiento a
P. pinaster Tejidos velocidad Mr Frosty 24h a CANO et al.
P embriogénicos -80°C (2018)

controlada
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MENDOZA-
POUDEREUX
et al. (2022)

Tabla 1.2 Revision bibliogrdfica sobre crioconservacion para callos de células
embriogénicas de Pinus spp. (Continuacion)

Especie

P. radiata

Picea glauca
Pseudotsuga
menziesii

P. nigra

P. pinaster

P. nigra

P. sylvestris

P. pinea

P. radiata

P. pinaster

Precultivo

10 dias en medio con
sorbitol 0,4M

Crioprotector

10% DMSO en medio
con sorbitol 0,4 M

4-8 semanas a 5 °C en medio ABA

24 horas en medio
con sacarosa,
maltosa y sorbitol
(cada uno 0,5 M)

24 horas en medio
con maltosa 2M y
luego afiadir maltosa
2M

8 dias en medio con
2% de sacarosa

24 horas en medio
con sacarosa 0,2 My
posteriormente 24
horas con sacarosa
0,4 M

48 horas en medio
con sorbitol 0,4M

Medio con maltosa
0,2M, luego 24 horas,
maltosa 0,4AM

DMSO 7,5%

20 g/L PEG 4000, 20
g/L sacarosa, 20%
DMSO0)

DMSO 15%

10% PEG 6000, 10%
glucosa, 10% DMSO

16,7% PEG 4000,
16,7% glucosa, 16,7%
DMSO

DMSO 10% v/v +1-
prolina 0,09 M

10% sacarosa,
10%PGE-4000, 10%
DMSO

Recuperaciéon

Con tejido nodriza

Calentamiento bafio
de agua

Calentamiento bafio
de agua

Calentamiento bafio
de agua

Calentamiento bafio
de agua

Calentamiento bafio
de agua
Lavado con medio
liquido.

Rehidratacion
concentraciones
decrecientes de
sacarosa

Calentamiento bafio
de agua
Lavado con medio
liquido

Rehidratacién
concentraciones
decrecientes de

sacarosa

Calentamiento bafio
de agua
Lavado con medio
liquido

Calentamiento bafio
de agua
Lavado con medio
liquido

Referencia

HARGREAVES et al.
(2002)

KONG & VON
ADERKAS (2011)

SALAJ et al. (2011)

ALVAREZ et al.
(2012)

SALAJ et al. (2012)

LATUTRIE &
ARONEN (2013)

CARNEROS et al.
(2017)

LINEROS et al. (2018)

CANO et al. (2018)
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Medio con maltosa 10% sacarosa, Calentamiento bafio MENDOZA-

P. pinaster 0,2M, luego 24 horas,  10%PGE-4000, 10% cleaiigi conmedio  POUDEREUX etal
maltosa 0,4M DMSO . (2022)
liquido

2. Objetivos

Objetivo general.

Desarrollar y optimizar un protocolo de crioconservacion para cultivos
embriogénicos de Pinus pinaster, obtenidos de progenitores seleccionados por su
calidad de madera y tolerancia a enfermedades y plagas, teniendo en cuenta las
limitaciones técnicas impuestas por la infraestructura disponible del laboratorio
para garantizar la viabilidad celular y la estabilidad genética a largo plazo.

Objetivos especificos.

Adaptar el protocolo de enfriamiento controlado a las condiciones de
laboratorio, que carece de un ultracongelador a -80 °C, equipo habitualmente
utilizado en este tipo de técnica de crioconservacion. Como alternativa , se
empleard un ultracongelador a -150°C, disefiando estrategias que permitan
controlar la velocidad de enfriamiento y replicar un descenso térmico préximo a
-1°C/min.

Llevar a cabo ensayos iniciales para la puesta a punto del protocolo, incluyendo
pruebas de viabilidad celular mediante 2,3,5 — trifenil-tetrazolio, el andlisis del
efecto de soluciones crioprotectoras y el control de parametros bdsicos en cultivos
testigo no crioconservados.

Optimizar distintos pardmetros del protocolo inicial para identificar
combinaciones 6ptimas que permitan una alta viabilidad celular y la conserven de
la integridad genética en los cultivos embriogénicos.

3. Metodologia Material vegetal

El material vegetal empleado consistid en conos recolectados del huerto
semillero de A Braxe (A Corufia). A partir de las semillas, se obtuvo el callo
embriogénico (CE) (Figura 1) siguiendo el protocolo descrito por CANO et al. (2018)
. El CE se subcultivd quincenalmente en medio Litvay modificado (CANO et al,
2018), seleccionando aquellas zonas con crecimiento activo, caracterizadas por
presentar estructuras de aspecto ocre con suspensores (Figura 2).

Los &arboles proceden del programa gallego de mejora de P. pinaster que
seleccion¢ individuos por sus buenas caracteristicas madereras, asi como por su
resistencia o tolerancia a diversas enfermedades y plagas.



(@)

92 CONGRESO
FORESTAL ESPANOL

2025 [16-20
GIJON | JUNIO

MT 3: GESTION

Figura 2. Masas preembriogénicas con suspensores y la zona ocre. Para la seleccion
de estas estructuras se requiere el uso de una lupa.

Puesta a punto del test de tetrazolio

Antes de iniciar el estudio de crioconservacion, se optimizo un test de viabilidad
con 2,3,5 — trifenil-tetrazolio (TTC) para poder obtener resultados rapidos de
evaluacion de supervivencia (HEINE-DOBBERNACK et al, 2008). Se pesaron tres
réplicas de 50 mg de CE de tres genotipos diferentes, afiadiendo 300 pl de solucién
TTC 2% (p/v) preparado en tampon fosfato 0.05M, pH 7,5, y 1200 ul adicionales del
mismo tampoén. Las muestras se incubaron a 28 °C en oscuridad durante 6 y 18
horas. Tras la incubacidn, se centrifugé a 14.000 rpm durante 5 minutos, retirando
con cuidado el sobrenadante. Se afiadi6 etanol absoluto (1700 pl) para extraer la
coloracién, dejando los tubos en oscuridad y a temperatura ambiente overnight
(O/N). Se incluyeron controles negativos de células muertas, tratadas a 80 °C
durante 1 hora.



MT 3: GESTION

Seleccidn de genotipos

h'd
ae CON

FORESTAL

oL Se seleccionaron cinco genotipos basados en su capacidad de proliferacién y su
2025 |16.20 crecimiento vigoroso . Se evalud la respuesta de estas lineas al test de TTC. Para

ello se pesaron 3 g de callo por linea, se agitaron durante 2 horas a 90 rpm en 25,2
ml de medio mLV sin reguladores de crecimiento (RC) y se alicuotaron en 10
crioviales . Un criovial se utiliz6 como control con células muertas.

Posteriormente se aplico el protocolo de tincion con TTC en tres réplicas por
cada linea y se midid la absorbancia a 500 nm con un espectrofotometro Cary™ de
Agilent Technologies.

Procedimiento general de crioconservacion

En los experimentos de crioconservacion llevados a cabo se estudiaron
modificaciones del protocolo desarrollado por CANO et al. (2018), adaptado a las
condiciones del laboratorio donde se realiz6 este estudio (Figura 3).

Mr. Frosty™ ke
T o >
W m a @ JJ
- =) —> \ ) SRS " —p et
~
Callo Osmoético Osmoti Crioprotector iovi 150 °C O/N
Brocany smotico rioprotecto Crioviales Almacenamiento en
embriogénico (maltosa) (maltosa) PSD (PEG;si?:gosa, DMSO0) criocaja a -150 °C (1 dia)
PRECULTIVO ‘ ‘ CRIOPROTECCION ENFRIAMIENTO

N 4 [

- e ) —— Lkl
j 3 j E Medio de proliferacion 24 h
Se recuperan crioviales 40°C, 2-3 min 10-15 min Verter en Whatman Medio fresco
en frio Lavarcon5mimLV sinRC  gyncuitivos cada 15 dias
[ RECUPERACION (BANO + LAVADO) cuLTIVO ‘

DISENO: ELENA GONZALEZ BENITO

Figura 3. Esquema del procedimiento general de crioconservacion del CE. El
diagrama muestra el proceso completo de crioconservacion, desde la preparacion del
CE hasta su recuperacion y proliferacion en medio fresco. PSD: PEG 4000 10%, p/v,
sacarosa 10% p/v, DMSO 10% v/v. Disefiado por el equipo investigador.

Estudio del efecto de los crioprotectores

Para optimizar el protocolo de crioconservacidn, se estudio el efecto de los
crioprotectores sobre las suspensiones celulares de P. pinaster. Se resuspendieron
1,5 g de CE que se alicuotaron en 5 crioviales por cada una de las lineas evaluadas.
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En este estudio no se realiz6 el enfriamiento controlado ni el paso a
ultracongelador, pero si se afiadi6 el pretratamiento con sacarosa y la solucion
crioprotectora PSD (Figura 3). Ademas, se mantuvo el lavado de recuperacion.

La viabilidad celular se evalué mediante test de TTC en tres muestras, mientras
que las otras dos se utilizaron para comprobar la recuperaciéon en medio de
cultivo. Se compararon las absorbancias/mg obtenidas de las muestras tratadas
con crioprotectores con controles sin crioprotectores y con controles negativos.
Para el control sin crioprotectores (absoluto) se recogié CE de placas con 14 dias en
medio de cultivo semisoélido.

Estudio de la velocidad de enfriamiento

El estudio de la velocidad de enfriamiento se realizd utilizando el dispositivo Mr.
Frosty™, disefiado para obtener una velocidad de enfriamiento de 1 °C/min cuando
se incuba a -80 °C, empleando isopropanol como aislante.

Para adaptarlo a las condiciones del laboratorio, donde se hizo el estudio, en el
que el ultracongelador opera a -150 °C en lugar de los -80 °C, se utilizo una caja
aislante de poliestireno expandido, equipada con diferentes capas de aislamiento
para lograr mantener la tasa de enfriamiento cercana a 1 °C/min. Se realizaron 30
pruebas en diversas condiciones, ajustando variables como el numero y variedad
de capas aislantes. La temperatura se monitored con un Data Logger Tinytag View
2 con una sonda Pt1000. Las pruebas incluyeron la combinacién del uso de la caja
aislante con diferentes tiempos de incubacién previa (antes de introducir los
crioviales) del dispositivo Mr. Frosty™ en temperaturas de -20 °C, -150 °C y
temperatura ambiente, evaluando la tasa de enfriamiento.

Experimentos de evaluacion, optimizaciéon y validacion del protocolo de
crioconservacion

Se realizaron tres experimentos consecutivos, cada uno disefiado para abordar
diferentes aspectos del proceso de crioconservacion y asegurar la viabilidad y
proliferacion de las células embriogénicas. En todos los experimentos, se
emplearon controles negativos con células muertas, controles con crioprotectores
descritos en el apartado “Estudio del efecto de los crioprotectores” (Tratamiento 5)
y controles sin crioprotectores o absolutos (Tratamiento 6).

Experimento 1

Se evaluaron cuatro tratamientos (con o sin caja aislante) en tres lineas
embriogénicas seleccionadas previamente. En todos los tratamientos, el Mr.
Frosty™ se incub6 previamente durante 1 hora a -20 °C. Una vez que se retiran los
crioviales del Mr. Frosty™ (variando el momento con cada tratamiento) estos se
transfieren al ultracongelador dentro de una criocaja, donde se almacenaron al
menos un dia antes de proceder a su recuperacion. En el proceso de recuperacion
se realizé un paso por el bafio de agua a 40 °C durante 1-2 minutos y se aplicé un
lavado con medio liquido sin RC.



(@)

o0 o
FORESTAL
2025
GIJON

16-20
JUNIO

MT 3: GESTION

Los tratamientos especificos de enfriamiento fueron los siguientes:

T1. Mr. Frosty™ en ultracongelador (-150 °C) sin caja aislante O/N y posterior
transferencia de los crioviales al ultracongelador.

T2. Mr. Frosty™ (-150 °C), sin caja aislante, monitorizado hasta alcanzar -40 °C.;
después transferencia de los crioviales al ultracongelador.

T3. Mr. Frosty™ en caja aislante O/N (-150 °C) y posteriormente se transfirieron
los crioviales al ultracongelador.

T4. Mr. Frosty™ en caja aislante (-150 °C) hasta alcanzar -40°C, luego se
transfirieron los crioviales al ultracongelador.

Para el test de viabilidad, se recogen tres réplicas de 30 mg, por cada una de las
lineas estudiadas, de las cinco placas en recuperacién, de las cuales dos se
conservan para analizar el crecimiento del CE.

Experimento 2

Este experimento consistio en evaluar tratamientos similares al anterior, con
modificaciones clave. Se ajustaron los tiempos de incubacién previa del Mr.
Frosty™ a -20 °C durante 2 horas y se realizaron modificaciones en las capas
aislantes de la caja logrando una velocidad de enfriamiento de 0,88 °C/min.
Ademads, se extendi6 el tiempo de calentamiento en el bafio a 2-3 minutos. También
se elimino el proceso de lavado en el momento de recuperacidon de las muestras y
se incorporo el uso de NL en algunos tratamientos .

Se pesaron 3 g de callo fresco para cada tratamiento, se alicuotaron en crioviales
y se sometieron a pruebas de viabilidad con TTC y anélisis de crecimiento en
medio de cultivo al igual que en el experimento 1.

Los tratamientos aplicados fueron:

T1. Mr. Frosty™ sin caja aislante en ultracongelador (-150 °C) O/N, después
transferencia de los crioviales al ultracongelador.

T2. Igual que Tratamiento 1, pero los crioviales se introdujeron en NL 1 hora
antes de transferirlos al ultracongelador

T3. Mr. Frosty™ en caja aislante mejorada hasta alcanzar -40 °C, después
transferencia de los crioviales al ultracongelador

T4: Igual que Tratamiento 3, pero los crioviales se introdujeron en NL 1 hora al
alcanzar -40°C y antes de transferirlos al ultracongelador.

Experimento 3

Un tercer experimento se disefio basandose en los anteriores, seleccionando la
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mejor linea y mejor tratamiento. Se pesaron 3 g de CE, que se disgregaron en
medio mLV y se sometieron al tratamiento optimizado (Tratamiento T3 del
experimento anterior). La recuperacidn se volvié a realizar sin solucion de lavado
y ademas se implementaron medidas adicionales para prevenir la contaminacion
bacteriana durante la fase de calentamiento. La viabilidad celular se evalu6
mediante el test de tetrazolio y capacidad de crecimiento en medio de cultivo
fresco. Se utilizaron cinco réplicas para el test de viabilidad y otras cinco para la
recuperacién en medio fresco mLV con RC.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos, se utiliz6 la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, ya que los datos no cumplian los requisitos para un analisis
paramétrico. La normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk, que
mostr6 valores de p < 0,05, y la homogeneidad de las varianza se verific6 con la
prueba de Levene, confirmando la heterogeneidad entre los grupos. El andlisis se
realizo con el software estadistico R (R Core Team, 2021). Para las comparaciones
multiples de medias se usd el test de Dunn con correccién Bonferroni, para
permitir identificar diferencias significativas.

4. Resultados

Puesta a punto del test de tetrazolio

Se evalud la efectividad del protocolo de tincion con tetrazolio en diferentes
lineas celulares, confirmando la funcionalidad del protocolo. Ademas, las células
tratadas a 80 °C durante una hora no presentaban tincidn, lo que descarta falsos
positivos. Aunque los dos tiempos de incubacion estudiados (6 horas y O/N)
mostraron una tinciéon adecuada, se optd por una incubacién de 18 horas por su
mejor adecuaciéon a los horarios de laboratorio. Se confirmé que el peso
recomendado de 50 mg de CE era manejable y adecuado para el ensayo (Figura 4).

Figura 4. Muestras de CE sometidas a pruebas viabilidad con TTC. Primer tubo de
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cada soporte: controles negativos para asegurar que no hay falsos positivos

Seleccién de genotipos

Se evaluo la efectividad del protocolo de tincién con tetrazolio en los cinco
genotipos seleccionados. Todas las lineas celulares presentaron tincion,
confirmando la efectividad del protocolo. Las lineas 2, 3 y 4 presentaron los valores
mas altos de absorbancia, indicando una mayor viabilidad celular, por lo que
fueron seleccionadas para los experimentos de crioconservacién. La linea 4 mostré
el valor mas alto, sugiriendo una mayor viabilidad.

a
» b
0,02 -
[
N - '
0
1 2 3 4 5

Lineas

Absorbancia / mg

Figura 5. Absorbancia de cinco lineas celulares de P. pinaster tras tincion con
tetrazolio. Barra= error estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre las medias segun la prueba de Kruskall Wallis seguida de comparaciones
multiples con la prueba de Dunn (n=4, p < 0,05)

Estudio del efecto de los crioprotectores

El efecto de los crioprotectores sobre la viabilidad celular de las lineas
embriogénicas 2, 3 y 4 se evalud mediante el test de tetrazolio (TTC). Los resultados
muestran que las lineas tratadas con crioprotectores presentan una mayor
absorbancia en comparacion con las lineas sin crioprotectores (Figura 6). La
menor viabilidad observada en las muestras sin crioprotectores se debe a que el CE
utilizado para estos controles se recogié el mismo dia de la tincion (cuando
llevaban 14 dias de cultivo), lo que implic6 menos tiempo en medio fresco y, por
tanto, menor viabilidad
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Figura 6. Viabilidad celular de tres lineas embriogénicas de P. pinaster evaluadas
mediante test de tetrazolio, expresada como absorbancia por miligramo de tejido
fresco, tras el tratamiento con y sin crioprotectores. Barra = error estdandar. Letras
minusculas (a, b) indican diferencias significativas entre tratamientos (con o sin
crioprotectores) dentro de la misma linea celular. Letras mayusculas distintas (A, B)
indican diferencias significativas entre lineas distintas dentro de un mismo
tratamiento, segun la prueba de Kruskall Wallis seguida de comparaciones multiples
con la prueba de Dunn (n=4, p < 0,05).

Estudio de la velocidad de enfriamiento

Los resultados mas cercanos a la velocidad de enfriamiento deseada de 1 °C/min
se obtuvieron usando multiples capas de aislamiento en una caja aislante
mejorada. En este protocolo, el dispositivo Mr. Frosty™ se incubd durante 2 horas a
-20 °C, y los crioviales con las muestras se mantuvieron en hielo durante 15
minutos antes de ser rapidamente transferidos al Mr. Frosty™. Posteriormente, el
dispositivo se colocé en la caja aislante y ésta se introdujo en el ultracongelador (-
150 °C). El monitoreo de la temperatura mostré que se alcanzé la temperatura de
-40 °C en 47-49 minutos, lo que corresponde a una velocidad de enfriamiento
cercana a 1 °C/min (0,88 °C/min) (Figura 7). En cambio, cuando el Mr. Frosty™ se
introdujo directamente en el ultracongelador sin la caja aislante, el tiempo
necesario para alcanzar los -40 °C fue de aproximadamente 17 minutos y la
velocidad de enfriamiento fue muy superior a la deseada, alcanzando una tasa de
2,70 °C/min (Figura 7). Adicionalmente, la caja inicial sin mejora y con una
incubacion de 1 hora del Mr. Frosty a -20 °C mostré una tasa de enfriamiento de
0,71 °C/min (Figura 7).
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Figura 7. Control de la velocidad de enfriamiento dentro de un criovial en Mr.
Frosty™, dentro de congelador de -150 °C con caja aislante inicial (azul), caja aislante
mejorada (naranja) y sin caja (gris). Velocidad en todas hasta alcanzar -40 °C.

Experimentos de evaluacion, optimizacion y validacion del protocolo de
crioconservacion.

Experimento 1

En el Experimento 1 (Figura 8) se evaluaron los efectos de distintos tratamientos
de crioconservacion en la viabilidad de las lineas embriogénicas 2, 3 y 4. Los
resultados muestran que los tratamientos T1, T2, T3 y T4 presentan valores de
absorbancia muy bajos y, en consecuencia, bajas tasas de supervivencia. Estos
resultados indican una recuperacion insuficiente de las células embriogénicas. En
contraste, los controles con crioprotectores (T5) y los controles absolutos (T6)
muestran mayores valores de absorbancia y tasas de supervivencia, lo que
confirma que las células embriogénicas sobreviven al tratamiento con
crioprotectores. Dado que los resultados no fueron satisfactorios en términos de
recuperacion celular, se decidié realizar ajustes del protocolo en el siguiente
experimento.
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Figura 8. Absorbancia y supervivencia relativa al control para las tres lineas
embriogénicas de P. pinaster evaluadas. En la leyenda se indica la velocidad de
enfriamiento. Barra= error estdandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias segtn la prueba de Kruskall Wallis seguida de
comparaciones multiples con la prueba de Dunn (n = 3, p < 0,05)

Experimento 2

Se evalud el efecto de varias modificaciones en los tratamientos de
crioconservacidn; especificamente la incubacién previa durante 2 horas a -20 °C
del Mr. Frosty™ y variaciones en las capas de la caja aislante (Figura 9). Ademas, se
eliming el proceso de lavado en el momento de recuperacion de las muestras, 1o
que permitid recuperar una mayor cantidad de cultivo celular.
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Figura 9. Absorbancia y supervivencia relativa al control para las tres lineas
embriogénicas de P. pinaster evaluadas. En la leyenda se indica la velocidad de
enfriamiento. Barra= error estdndar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre medias segun la prueba de Kruskall Wallis seguida de
comparaciones multiples con la prueba de Dunn (n = 3, p < 0,05)

Con estos cambios se observaron mejoras significativas en la viabilidad celular
en comparacion con el experimento anterior, ya que todas las lineas
embriogénicas presentaron mayores valores de absorbancia y tasas de
supervivencia.

El tratamiento T3 (Figura 10) (Mr. Frosty™ con caja aislante mejorada hasta -40
°C, luego crioviales a ultracongelador a -150°C) fue el mas efectivo, especialmente
para la linea 4.

Estos resultados indican que las modificaciones en el protocolo, incluyendo el
ajuste del tiempo de incubacidn previa durante 2 horas a -20 °C del Mr. Frosty™, la
extension del tiempo de calentamiento en el bafio y la eliminacion del lavado en el
momento de recuperacion, contribuyeron a una mayor viabilidad celular.

Figura 10. A la izquierda, recuperacion de los diferentes tratamientos a los 30 dias de
su paso a medio fresco mLV de la linea 4. Cabe destacar que se debe refrescar el
medio quincenalmente. Para una explicacion de los tratamientos, ver Figura 10. A la
derecha, detalle del tratamiento 3, mostrando el crecimiento celular después de la
crioconservacion.

Experimento 3

En este experimento se selecciond la mejor linea (linea 4) y el mejor tratamiento
del experimento anterior, para validar el protocolo optimizado y asegurar su
aplicabilidad para la crioconservacion de P. pinaster. Estos resultados confirmaron
la viabilidad y eficacia del protocolo optimizado de crioconservacién para la linea
embriogénica 4. El tratamiento T3, considerado como el mejor tratamiento, mostro
una supervivencia del 56,08 % con respecto al control absoluto (Figura 11).

Estos resultados validan el protocolo optimizado y demuestran su aplicabilidad
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para la crioconservacion de P. pinaster, asegurando la viabilidad y el crecimiento
de las células embriogénicas tras el proceso de crioconservacion.
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Figura 11. Absorbancia y supervivencia relativa al control para la linea
embriogénica 4 de P. pinaster. Los tratamientos son: T3: Mejor tratamiento
(incubacion Mr. Frosty 2 horas a -20°C, crioviales a -150°C en caja aislante hasta
-40°C, paso directo a -150°C). T5: Control con crioprotectores. T6: Control absoluto.
Barra= error estdndar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
medias segun la prueba de Kruskall Wallis seguida de comparaciones miiltiples con
la prueba de Dunn (n =5, p < 0,05)

5. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio serdn relevantes para los programas de
mejora genética de *P. pinaster®, ya que permitirdn la conservacion de material
genético seleccionado y multiplicado como cultivos embriogénicos. Nuestros
hallazgos coinciden con estudios previos que subrayan la efectividad de las
técnicas de crioconservacién para la preservacion de genotipos superiores de
coniferas (ALVAREZ ET AL., 2012; MARUM ET AL., 2004).

En nuestro estudio, seleccionamos cinco genotipos basandonos en su capacidad
de proliferacién y crecimiento vigoroso. Los resultados del test de viabilidad con
absorbancia media mostraron diferencias significativas entre los genotipos. Estos
hallazgos son consistentes con estudios previos que subrayan la importancia de
seleccionar genotipos con alta viabilidad para la crioconservacidn efectiva (BAJA],
1995; ISHIKAWA, 1994; KAVIANI, 2011). La puesta a punto del test de TTC fue
exitosa, destacando la importancia de ajustar los tiempos de incubacién para
optimizar la determinacién de la viabilidad celular (TANAKA ET AL., 2018). La
inclusién de controles negativos permitié asegurar la ausencia de falsos positivos,
lo cual fue validado en otros estudios (MATSUMOTO, 2017).
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Es fundamental evaluar el efecto de los crioprotectores sobre las suspensiones
celulares debido a su toxicidad. Estos compuestos pueden reducir la supervivencia
celular a lo largo del tiempo, por lo que es importante comprobar si su uso provoca
una disminucién de la misma. En nuestro estudio, las suspensiones tratadas con
crioprotectores mostraron mayor viabilidad en comparacion con las muestras sin
crioprotectores. Esto se debid a que las muestras tomadas para el control absoluto
se encontraban al final del ciclo de cultivo. Cabe destacar que estos cultivos deben
ser subcultivados quincenalmente para mantener su crecimiento activo. Se
confirmé que la solucion crioprotectora PSD no es perjudicial para la
supervivencia celular, coincidiendo con investigaciones previas que destacan la
importancia de los crioprotectores en la crioconservacién del germoplasma
(KAVIANI, 2011; VOLK & WALTERS, 2006; KACZMARCZYK ET AL., 2011). En
estudios anteriores se han analizado diferentes soluciones crioprotectoras y sus
tiempos de exposicion para evaluar su impacto, concluyendo que, aunque algunos
de estos productos pueden tener efectos toxicos a ciertas concentraciones, su uso
correcto no afecta negativamente la viabilidad celular (HEINE-DOBBERNACK ET
AL., 2008).

Nuestros hallazgos sobre la velocidad de enfriamiento revelaron que ajustar la
tasa de enfriamiento es fundamental para prevenir la formacion de cristales de
hielo que pueden dafiar las células o provocar una deshidratacién excesiva, ya que
una velocidad de enfriamiento demasiado lenta puede concentrar solutos dentro
de las células y provocar dafios coligativos (BENSON, 2008). El protocolo
desarrollado con multiples capas de aislamiento y una incubacién previa del
dispositivo Mr. Frosty™ durante 2 horas a -20 °C result6 en una velocidad de
enfriamiento cercana a la deseada de 1 °C/min, lo que mejord la viabilidad celular.
Estos hallazgos concuerdan con estudios que han demostrado la importancia de las
tasas de enfriamiento controladas para evitar la formacién de cristales de hielo
intracelulares (BAJAJ, 1995; PANIS ET AL., 2005).

Los resultados del Experimento 1 mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos. Las lineas celulares sometidas a los tratamientos con y sin
crioprotectores (T5 y T6) presentaron una mayor viabilidad celular en
comparacion con los tratamientos crioconservados. La incubacion del Mr. Frosty™
a -20 °C durante una hora, utilizando la caja inicial que proporcion6 una velocidad
de 0,71 °C/min, reveld la necesidad de ajustar la fase de enfriamiento controlado,
ya que los tratamientos crioconservados mostraron una baja viabilidad celular.
Las velocidades de enfriamiento mas rdapidas, sin caja aislante, presentaron
menores tasas de viabilidad, lo cual puede atribuirse a la formacidén de cristales de
hielo intracelulares (REED, 2008).

En el Experimento 2, los ajustes en los tiempos de incubacién del Mr. Frosty™
durante 2 horas a -20 °C y el uso de la caja aislante mejorada, con una velocidad de
enfriamiento de 0,88 °C, mejoraron significativamente la viabilidad celular. El
aumento del tiempo de calentamiento y la eliminacién del proceso de lavado
también contribuyeron a una mayor viabilidad, probablemente debido a la
reduccion del estrés osmdtico en las células. Este hallazgo es consistente con
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investigaciones que sugieren que la manipulacion minima de las muestras durante
el proceso de crioconservacion puede aumentar la viabilidad celular (KAVIANI,
2011). Se comprobd que estos ajustes resultaron ser positivos para mejorar la
supervivencia de las células crioconservadas.

El Experimento 3 valid6 el mejor tratamiento y mejor linea, confirmando la
eficacia del protocolo optimizado con la linea 4, corroborando la importancia del
ajuste de la velocidad de enfriamiento y de los procedimientos de recuperacion. La
realizacién de los experimentos extremando las condiciones estériles fue crucial
para evitar la contaminacién, que habia sido una limitacién en experimentos
anteriores. Estos resultados subrayan la importancia del mantenimiento de las
condiciones de esterilidad en cada paso del procedimiento de crioconservacion
(BENSON, 2008; ENGELMANN, 2004).

Los hallazgos de este estudio son comparables con estudios previos que también
destacan la necesidad de protocolos de enfriamiento precisos para mejorar la
viabilidad celular en crioconservacion. Por ejemplo, REED (2008) y SAKAI (2004)
enfatizan la importancia de las tasas de enfriamiento controladas para prevenir la
formacion de cristales de hielo intracelulares. BENSON (2008) también destaca la
relevancia de minimizar el estrés osmodtico durante el proceso de
crioconservacion, provocado durante los pasos previos al enfriamiento
(crioproteccién) o durante la recuperacion. Ademas, investigaciones recientes han
resaltado la importancia de la esterilidad y la optimizacién de los protocolos de
crioconservacidn para diferentes especies vegetales (PANIS ET AL., 2020; BETTONI
& VOLK, 2020).

Futuras investigaciones deberian ampliar el numero de genotipos evaluados y
estudiar los puntos clave del protocolo para mejorar la supervivencia. También
seria beneficioso investigar el impacto de diferentes crioprotectores y
combinaciones de estos para optimizar adin mds los protocolos de
crioconservacion. Asimismo seria recomendable realizar estudios de la viabilidad
celular a largo plazo, probando diferentes tiempos de almacenamiento. La
comprobacion de la estabilidad genética de las muestras crioconservadas en
diferentes etapas del proceso de crioconservacion se podria realizar utilizando
marcadores moleculares epigenéticos. Ademds, es importante verificar si la
capacidad embriogénica y la maduracién de los embriones se ven afectadas por la
crioconservacion, tal y como se hizo en otros estudios como el de ALVAREZ ET AL.
(2012). Finalmente, se podrian explorar otras técnicas de crioconservacién como la
vitrificacién directa y la encapsulacién-desecacidn.

6. Conclusiones

El procedimiento de crioconservacion de cultivos embriogénicos de P. pinaster
desarrollado para las condiciones del laboratorio del Vivero de Maceda en
Ourense, ha demostrado ser efectivo, con tasas de recuperacion cercanas al 60% de
la viabilidad de los cultivos control, que respaldan la viabilidad del uso de esta
técnica. En particular, la crioconservacion de lineas embriogénicas utilizando una
solucion crioprotectora combinada de PEG, sacarosa y DMSO (soluciéon PSD),
aplicada durante 30 minutos en frio, ha demostrado ser segura para preservar los
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cultivos embriogénicos. La combinacion de estos crioprotectores, junto con el
(f D control preciso de la velocidad de enfriamiento ha contribuido significativamente
R a la mejora del protocolo y a minimizar el dafio causado por la formacién de
r;‘;js‘“ 15-72}:; cristales de hielo y la deshidratacidn celular. Esta metodologia permite no solo la
GIJON | JUNIO preservacion de la capacidad embriogénica sino también la continuidad en la
produccién de plantas vigorosas, por lo que tiene el potencial de contribuir
significativamente a los esfuerzos de mejora genética y conservacién de Pinus

pinaster, asegurando la sostenibilidad de sus recursos genéticos.
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