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Resumen   

El grave deterioro experimentado por las poblaciones de encina (Quercus ilex) en las últimas 

décadas como consecuencia, entre otras, del síndrome de la “seca”, ha despertado un gran interés 

por el desarrollo de métodos criobiotecnológicos para su mejora y conservación. Las herramientas 

criobiotecnológicas disponibles en la actualidad suponen una ayuda importante en la conservación 

de recursos fitogenéticos. Entre esas técnicas, destaca la criopreservación o almacenamiento en 

nitrógeno líquido dado que se considera la fórmula más fiable para el almacenamiento a largo plazo 

de las especies con semillas recalcitrantes (es decir, intolerantes al desecado y por tanto al 

almacenado en bancos de semillas convencionales) o las especies que se propagan 

vegetativamente, como es el caso de la encina. En esta comunicación se describen los últimos 

avances en criobiotecnología de líneas embriogénicas y ejes cigóticos de encina aplicando técnicas 

de vitrificación mediante el uso de crioprotectores (líneas embriogénicas) o la desecación parcial 

ultrarrápida (ejes cigóticos). Estos métodos en combinación con el almacenado seco de polen 

constituyen la mejor estrategia para la conservación de germoplasma de encina y otros Quercus sp. 

de interés forestal como alcornoques y robles. 
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1. Introducción  

 

La encina, Quercus ilex L., es una de las especies forestales más representativas del clima 

mediterráneo, aunque el 90% de su distribución mundial se concentra en la Península Ibérica y 

Marruecos. En España, la encina es la especie principal en los encinares y la predominante en las 

dehesas, las dos formaciones forestales más extensas del país (MAPAMA, 2015). En las últimas 

décadas las poblaciones de encina de la Península Ibérica se han reducido considerablemente 

generando un problema ambiental grave que amenaza la supervivencia y la sostenibilidad de estas 

formaciones. Entre los factores que han provocado esta reducción están: los cambios en la gestión 

de estos sistemas (VALLADARES et al., 2014), el cambio climático, la escasa regeneración natural 

(PULIDO & PICARDO, 2010), y sobre todo el síndrome de la “seca” (CORCOBADO et al., 2013). La 

“seca”, es una enfermedad de etiología compleja, resultado de la acción simultánea de diferentes 

agentes bióticos y abióticos, que provoca un decaimiento progresivo de los árboles afectados, hasta 

su muerte. El problema que ha provocado la “seca” en España trasciende el interés productivo y 

ambiental, generando una preocupación social que se ha materializado en diferentes iniciativas 

públicas y privadas con el objetivo de investigar las causas que provocan la enfermedad además de 

desarrollar medidas de control que limiten su propagación. Entre estas iniciativas se incluye la 

puesta en marcha de un programa Nacional de mejora genética y de conservación de la encina y 

alcornoque coordinado por el Ministerio para la Transición Ecológica y Reto demográfico (MITECO) y 

la Empresa de Transformación Agraria (TRAGSA).   
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La conservación ex situ del germoplasma es una herramienta esencial para preservar una 

amplia diversidad genética de las especies vegetales (TANNER et al., 2021), quedando a disposición 

de las iniciativas que conservan las especies in situ y que puedan necesitar materiales vegetales de 

reproducción genéticamente diversos en casos de restauración ecológica o refuerzos poblacionales. 

Las semillas de encina son recalcitrantes, es decir, no soportan la desecación extrema (3-7% 

humedad) necesaria para su almacenamiento en bancos de semillas convencionales, perdiendo la 

viabilidad cuando su contenido de humedad es inferior al 20%. Su almacenamiento, estratificadas 

entre capas de un sustrato poroso o en bolsas de polietileno, a temperaturas entre –4 y +3 ºC, 

permite únicamente su conservación durante el invierno posterior a su recolección hasta la siembra 

en primavera (VILLAR-SALVADOR et al., 2013). Por tanto, si se quiere abordar un programa de 

conservación ex situ a largo plazo de esta especie, este procedimiento resulta inapropiado. 

En especies leñosas con semillas recalcitrantes o las que se propagan vegetativamente las 

técnicas biotecnológicas, como el cultivo in vitro y la criopreservación, han generado importantes 

contribuciones a la conservación ex situ de sus recursos genéticos (CORREDOIRA et al., 2017). La 

criopreservación (conservación en nitrógeno líquido (NL) a -196ºC) es considerada la técnica más 

valiosa para la conservación ex situ de germoplasma vegetal (PENCE et al., 2020). Teóricamente, 

cualquier tejido u órgano vegetal (ápices de brotes cultivados in vitro, embriones somáticos (ES), 

yemas recolectadas en campo, polen, semillas o ejes embrionarios (EE)) puede ser criopreservado, 

siempre que se disponga de un sistema de regeneración in vitro que permita la obtención de una 

planta a partir del tejido u órgano almacenado en NL.  

La criopreservación está especialmente recomendada para el almacenamiento a largo plazo 

de los embriones cigóticos (EC) de semillas recalcitrantes (WALTERS et al., 2013). Los EC se extraen 

directamente de las semillas tras remover la cubierta seminal y el endospermo, pero cuando los 

cotiledones son excesivamente grandes para favorecer una correcta y rápida criopreservación, se 

tiende a trabajar sólo con los ejes embrionarios (WALTERS et al., 2013), como  ocurre con la encina. 

Los EE pueden ser germinados en condiciones in vitro con relativa facilidad (a menudo sin el uso de 

reguladores del crecimiento) y son el tejido preferente en la conservación de la biodiversidad de 

poblaciones silvestres, ya que cada embrión corresponde a una semilla y una amplia diversidad 

genética puede ser almacenada de manera análoga a lo que se hace en bancos de semillas 

convencionales (FAO 2014; BALLESTEROS et al., 2014).  

La criopreservación de tejidos de cultivados in vitro puede ser una alternativa cuando la 

criopreservación de EC no es factible (PENCE, 2014). Los ápices aislados de brotes cultivados in 

vitro y los cultivos embriogénicos (especialmente embriones somáticos) son los tejidos comúnmente 

utilizados para criopreservación de especies de propagación vegetativa, incluidas las especies 

leñosas. Este tipo de tejidos tiene como ventaja que están disponibles durante todo el año y son 

fáciles de manipular, pueden producirse en grandes cantidades y, en consecuencia, proporcionan 

muchas réplicas clonales para los diferentes experimentos necesarios para optimizar los protocolos 

criogénicos (CORREDOIRA et al., 2017).  

Un aspecto crítico para la aplicación de la criopreservación es reducir el contenido de agua en 

las células, para evitar la formación de cristales, que rompan las estructuras celulares durante los 

procesos de congelación y descongelación. Para ello, se han desarrollado diversas metodologías con 

el objetivo de minimizar el contenido de humedad de los tejidos y crioprotegerlos para su inmersión 

en NL (PENCE et al., 2020). Básicamente las técnicas aplicadas en leñosas frondosas son el 

enfriamiento lento y la vitrificación. En la criopreservación de material cigótico y somático se suele 

utilizar el método tradicional del enfriamiento lento o el método de la vitrificación. La vitrificación 

consiste en la transición directa del agua celular desde una fase líquida a una sólida, pero sin la 

formación de cristales de hielo. Esta fase sólida se conoce como vítrea o amorfa y generalmente se 

requiere el pretratamiento de los explantos con agentes crioprotectores (glicerol, manitol, sorbitol, 

dimetilsulfóxido, etilenglicol) y azúcares como glucosa y sacarosa (LI et al., 2018). Los 

crioprotectores por un lado favorecen la vitrificación mediante un incremento de la viscosidad 

intracelular, y por otro lado protegen los tejidos del daño potencial causado por la formación de 

cristales de hielo durante el almacenamiento en el NL. La vitrificación sin el uso de agentes 
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crioprotectores se realiza mediante un enfriado ultrarrápido tras una desecación parcial rápida. La 

vitrificación se ha utilizado exitosamente para la criopreservación de los EC y ES de diferentes 

especies con semillas recalcitrantes (ENGELMMAN 2011; SERSHEN et al., 2007; XIA et al., 2014; 

CORREDOIRA et al., 2017), incluidas Fagáceas de semilla recalcitrante como el castaño 

(CORREDOIRA et al., 2004) o media docena de especies de Quercus sp. (MARTÍNEZ et al., 2003; 

VALLADARES et al., 2004; BALLESTEROS & PRITCHARD, 2020). Sin embargo, hasta el momento la 

criopreservación de la encina ha sido escasamente estudiada, hecho que se refleja en la falta de 

publicaciones al respecto. El único protocolo definido hasta el momento para crioconservar ES no 

permite el almacenamiento a largo plazo (BARRA-JIMÉNEZ et al., 2015), y en la criopreservación de 

EE de encina no ha logrado la correcta germinación/regeneración de los ejes crioconservados 

(GONZÁLEZ-BENITO et al., 2002). 

Tanto la criopreservación EC o EE como de los ES están sujetas a diferentes retos que derivan 

de: (1) las diferencias ecofisiológicas de las especies a conservar, (2) las variaciones de respuesta 

poblacionales o genotípicas dentro de una especie, (3) la respuesta diferencial de los múltiples 

tejidos que pueden existir dentro de estos explantos, y (4) la variación en respuesta a la 

regeneración in vitro de los tejidos criopreservados (BALLESTEROS et al., 2014; BALLESTEROS & 

PRITCHARD, 2020; CORREDOIRA et al., 2017). La solución a estos retos biotecnológicos se ha 

desarrollado tradicionalmente mediante experiencias de ensayo-error; sin embargo, está cada vez 

más aceptado que es necesaria una disciplina en la que mediante el uso de diferentes 

aproximaciones fundamentales (fisiología, ecología, criobiología, biofísica, genómica, proteómica, …) 

se adquiera el conocimiento necesario de la respuesta de los explantos a los estreses derivados de 

la exposición a las bajas temperaturas y su posterior regeneración para conseguir un mejor 

desarrollo de las biotecnologías (cultivo in vitro, criopreservación) que den lugar a la conservación ex 

situ óptima de sus tejidos. A esta disciplina se le conoce con el nombre de criobiotecnología 

(PRITCHARD, 2018), y se ha señalado como necesaria para conseguir una óptima conservación ex 

situ de las especies de Quercus (BALLESTEROS & PRITCHARD, 2020). 

 

2. Objetivos 

 

Este trabajo, mediante la criobiotecnología, tiene como objetivo general facilitar soluciones 

para la falta de opciones de conservación ex situ a largo plazo de los recursos fitogenéticos de 

encina, tanto de genotipos específicos o élite (a través de ES), como de la amplia biodiversidad 

disponible en poblaciones silvestres (a través de EE). La finalidad última es poner estos recursos 

fitogenéticos a disposición de los gestores forestales para poder ser utilizados posteriormente en la 

restauración de encinares y dehesas. 

Como objetivos específicos, este trabajo busca por un lado investigar los efectos beneficiosos 

del desecado y el enfriado ultrarápido en la criopreservación de ejes embrionarios de encina, y 

definir un procedimiento efectivo de criopreservación mediante vitrificación de líneas embriogénicas 

de encina generadas a partir de árboles adultos.  

 

3. Metodología 

 

3.1. Criopreservación de embriones cigóticos 

3.2.1. Material vegetal 

Bellotas de encina de la región de procedencia 1 (Galaico-Leonesa) fueron recolectadas por el 

Centro Nacional de Recursos Genéticos Forestales ‘El Serranillo’, procesadas y almacenadas entre 

0-3°C en bolsas de polietileno de 40-60 µm de galga cerradas herméticamente durante 3-6 

semanas según estándares (VILLAR-SALVADOR et al., 2013). Posteriormente las bellotas fueron 

enviadas a Royal Botanic Gardens Kew por vía terrestre (2-3 días de transporte) en bolsas de 

polietileno para preservar su humedad, fueron almacenadas a su recepción a 5°C en oscuridad, y 

se utilizaron para los experimentos de criopreservación en no más de 12 semanas desde su 

recepción. 
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De cada bellota se extrajeron los EE en el laboratorio. Tras lavar las bellotas con abundante 

agua corriente, se quitó el pericarpo con un escalpelo y se lavaron las semillas durante 2 minutos en 

una solución de hipoclorito sódico al 0,5%, tras lo que se realizaron tres lavados con agua destilada 

estéril y se secaron al aire sobre papel de filtro en la campana de flujo laminar. Se escindió 

cuidadosamente área del EC conteniendo los EE, dejando alrededor de 0,5 mm de tejido cotiledonar 

unido al hipocótilo. Los EE escindidos se colocaron sobre un papel humedecido con una solución de 

50 mg/L de ácido ascórbico hasta su uso, que se produjo en menos de 2 horas desde que el primer 

EE fue escindido (BALLESTEROS et al., 2021).  

 
3.2.2. Procedimiento de criopreservación mediante desecado parcial y enfriado ultrarrápido 

Los EE escindidos, tras secarse con papel de filtro estéril, se introdujeron en la rejilla 

habilitada dentro de un “ultradesecador” construido en el laboratorio según las indicaciones de 

BALLESTEROS et al. (2021). Este “ultradesecador” consiste en un ventilador de ordenador de 12V 

dentro de un contenedor con sílicagel en el fondo, que lanza aire seco (alrededor del 10% humedad 

relativa) sobre los EE, que se disponen separados entre unas rejillas de nilón. Los ejes se desecaron 

por periodos de tiempo de entre 60 y 300 minutos. Treinta ejes por tiempo de desecado se 

desecaron simultáneamente tras lo que 10 se usaron para medir su contenido de agua, 10 se 

cultivaron tras su desecación, y 10 se enfriaron en NL.  

Para el enfriamiento se testaron dos velocidades de enfriamiento, una más lenta (3-8°C/s) y 

otra más rápida (30-80°C/s) (BALLESTEROS et al., 2021). Para la velocidad más lenta los EE se 

introdujeron en criotubos (10 EE por criotubo) que se sumergieron en NL (-196 °C), mientras que 

para la velocidad más rápida los EE se introdujeron en sobres de papel de aluminio de 3 x 3 cm (5 

embriones por sobre) y estos se sumergieron con pinzas enfriadas con NL en un granizado de NL a -

210°C (formado por solidificación del NL en una cámara de vacío). 

Para su descongelación, los EE se sumergieron directamente en una solución de 0,5 mM 

CaCl2 y 0,5 mM MgCl2 calentada en un baño de agua a 42 ± 2 ºC durante 2 minutos. Seguidamente, 

se cambiaron a la misma solución pero a temperatura ambiente y se rehidrataron durante 30 

minutos en oscuridad. Tras esto, los EE se introdujeron en la campana de flujo laminar para su 

esterilización (2 minutos de agitación en una solución de hipoclorito sódico al 1% más tres 

enjuagues con agua destilada estéril), se secaron al aire sobre papel de filtro, y se sembraron en 

tubos de 15x2cm o placas de 5 cm de diámetro con un medio de cultivo que consistió en medio 

Woody Plant Medium (WPM; LLOYD & McCOWN, 1980) suplementado con 2,5 g/L Phytagel (Sigma), 

30 g/L sacarosa, vitaminas MS, y el pH ajustado a 5,6 ± 0,1.  

El contenido de agua de cada EE se midió gravimétricamente en una balanza, tras desecarlos 

en un horno a 103°C durante 16±2 horas y restar este peso seco al peso fresco antes de ser 

desecado en el horno. El contenido de agua se proporciona como g H2O / g peso seco. 

3.2.3. Evaluación de los datos y análisis estadístico 

Para las medidas de viabilidad/desarrollo o de contenido de agua se utilizaron en total 30 EE 

por cada tiempo de desecado y velocidad de enfriado. De cada experimento se obtuvieron datos 

para 10 ejes por tiempo de desecado y velocidad de enfriado, y se realizaron tres experimentos en 

días diferentes. Los EE se cultivaron individualmente. En todos los experimentos realizados se 

incluyeron como controles 10 EE que no habían sido desecados ni enfriados.  

Se evaluaron los siguientes parámetros: porcentaje de ejes que no mostraron crecimiento 

(NC), porcentaje de ejes que se hinchaban y no ennegrecían (H), porcentaje de ejes que mostraban 

crecimiento no organizado (ej., callo; C), porcentaje de ejes que mostraron crecimiento de la raíz 

(elongación de al menos 1 mm; R), y porcentaje de ejes que mostraron recuperación del tallo 

(reverdecimiento del meristemo y/o elongación; T). Se consideró que un EE recuperó su capacidad 

de crecimiento correctamente cuando ambos ejes (raíz y tallo; RT) mostraron recuperación y que era 

viable (V) cuando mostraba cualquier capacidad de crecimiento (desde H y C hasta RT).  

Las diferencias significativas entre tiempos de desecado y velocidad de enfriado para los 

diferentes parámetros de desarrollo medidos se analizaron mediante un análisis de la varianza 

(ANOVA). Ya que estos datos fueron registrados en porcentajes o proporciones (p) que siguen una 
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distribución binomial, se aplicó una transformación arcoseno para normalizar la distribución de los 

datos y las varianzas, y así poder analizarlos mediante ANOVA. Todos los análisis estadísticos se 

realizaron con el programa SPSS Statistics v.19 (IBM, EEUU). 

3.2. Criopreservación de embriones somáticos 

3.2.1. Material vegetal 

Para la definir un protocolo eficiente de criopreservación de ES se utilizaron 4 líneas 

embriogénicas denominadas E2, Q8, E00 and Q10-16. Las líneas E2, Q8 y E00 fueron iniciadas a 

partir de tegumentos de óvulos derivados de encinas adultas (BARRA-JIMÉNEZ et al., 2014), 

mientras que la línea Q10-16 fue inducida a partir de una hoja aislada de brotes axilares cultivados 

in vitro y establecidos a partir de una encina centenaria (MARTÍNEZ et al., 2017). Las líneas se 

mantienen mediante embriogénesis secundaria subcultivando masas proembriogénicas (PEMs), con 

subcultivos cada 6 semanas, en medio de proliferación que consistió en medio mineral SH (SCHENK 

& HILDEBRANDT, 1972), vitaminas MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), 30 g/L de sacarosa y 6 g/L 

de agar PPA (Condalab, España). 

Los cultivos se mantuvieron en cámaras de crecimiento climatizadas con un fotoperiodo de 

16h luz (tubos fluorescentes de luz blanca (Mazdafluor 7D TF 36 w/LJ) con una densidad de flujo 

fotónico de 50-60 μmol.m-2.s-1) y con una temperatura de cultivo en cámara fue de 25ºC con luz y de 

20ºC en oscuridad (condiciones estándar). 

 
3.2.2. Procedimiento de criopreservación mediante vitrificación 

Los explantos a crioconservar se precultivaron durante 3 días en medio de proliferación 

suplementado con sacarosa 0,3M. Posteriormente, los explantos se incubaron en 1,8 ml de solución 

de vitrificación PVS2 que consiste en glicerol 30% (p/v), etilenglicol 15% (p/v), dimetilsulfóxido 15% 

(p/v) y sacarosa 0,4 M (SAKAI et al., 1990). Después de 15 min en PVS2 a 25ºC, los explantos se 

introdujeron en NL durante un mes. Para su descongelación, los explantos se sumergieron en un 

baño de agua a 42ºC durante 2 minutos. Seguidamente, se retiró la solución de PVS2 y los 

explantos fueron entonces lavados dos veces durante 10 minutos con 1,8 ml de solución de lavado, 

que está compuesta por medio mineral SH suplementado con sacarosa 1,2 M. A continuación, los 

explantos se transfirieron a medio de proliferación donde se cultivaron en condiciones estándar 

durante 6 semanas. 

En el primer experimento se evaluó efecto del estado de desarrollo de los ES utilizados como 

explanto a criopreservar. Para ello se compararon tres tipos de explantos de las líneas Q8 y E2: 1-3 

PEMs individualizadas, grupos de 2-3 embriones en estado globular-torpedo y ES individualizados en 

estado cotiledonar temprano. 

 

3.2.3. Efecto del genotipo 

Para evaluar el efecto del genotipo en la criopreservación, se criopreservaron PEMs  

individualizadas de las líneas Q8, E2, E00 y Q10-16 aplicando el protocolo descrito en el apartado 

3.2.2. 

 

3.2.4. Evaluación de los datos y análisis estadístico 

En cada línea y por cada tipo de explanto se utilizaron 3 placas Petri con diez explantos por 

placa. En todos los experimentos realizados se incluyeron como controles muestras de material 

tratado solamente con sacarosa 0,3M y controles sin almacenamiento en NL ni tratamiento con 

sacarosa 0,3M.  

La toma de datos se realizó evaluando los parámetros, porcentaje de supervivencia y 

porcentaje de recuperación embriogénica definido como el número de explantos que muestran 

formación de nuevos ES en estado cotiledonar. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa SPSS Statistics 26 aplicando un ANOVA 

de tipo II y previamente los porcentajes fueron normalizados mediante una transformación con la 

función arcoseno√x.  
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4. Resultados 

 

4.1. Criopreservación embriones cigóticos  

 

Los EE de encina utilizados tras su escisión tenían un contenido de agua previo a la 

desecación de 1,58 ± 0,17 g H2O / g peso seco (que equivale a un contenido de agua del 

59,7±1,8% en base al peso fresco [bpf]). Este contenido de agua medio variaba ligeramente entre 

ejes, con el eje caulinar ligeramente más húmedo (1,67 ± 0,23 g H2O / g peso seco en promedio o 

62,3±3,3% bpf) que el eje radical (1,49 ± 0,11 g H2O / g peso seco o 59,7±1,8% bpf). La 

desecación ultrarrápida hizo disminuir el contenido de agua de los EE muy rápido (más de la mitad 

del contenido de agua inicial) en la primera hora de desecado, reduciéndose luego progresivamente 

(Figura 1A). Esta desecación hizo perder hasta perder casi un orden de magnitud en solo 300 

minutos de desecado, de manera que el contenido de agua del explanto completo (incluyendo los 

dos EE) bajó hasta 0,17 ± 0,04 g H2O / g peso seco (14,7±2,6% bpf), y promedió 0,23 ± 0,08 g H2O 

/ g peso seco y 0,19 ± 0,05 g H2O / g peso seco (18,4±5,0% bpf y 15,7±3,4% bpf) para el eje 

caulinar y radical, respectivamente (Figura 1A).  

Durante el desecado la viabilidad y capacidad de crecimiento de los EE se mantuvo intacta 

las primeras tres horas de desecado (Figura 1B), tiempo en el que el contenido de agua de los ejes 

disminuyó hasta los 0,27± 0,06 g H2O / g peso seco (21,2 ± 3,6% bpf) y promedió 0,36 ± 0,16 g 

H2O / g peso seco y 0,27 ± 0,10 g H2O / g peso seco (25,9 ± 57,1% bpf y 20,9 ± 5,3% bpf) para el 

eje caulinar y radical, respectivamente (Figura 1C). A partir de ahí tanto la viabilidad como la 

capacidad de crecimiento de ambos EE disminuyó significativa y rápidamente, bajando por ejemplo 

la capacidad de formar raíz y tallo (RT) desde un 73 ± 15% (180 min desecado, Figura 1B) hasta un 

11 ± 10% (300 min desecado, Figura 1B),  

 

.  
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Figura 1. Cambios en el contenido de agua y la viabilidad o capacidad de crecimiento de los diferentes EE durante su 

desecado. 

 La exposición a NL de los EE tuvo como consecuencia una pérdida de viabilidad y 

crecimiento significativa (P<0.05), particularmente en los tiempos de desecado menores. Por 

ejemplo, tras 60 min de desecado la viabilidad cayó de un 100% (desecado sin exposición a NL, 

Figura 1B) a un 70% (desecado y exposición a NL a 3-8 °C/min; Figura 2A) y el crecimiento 

organizado (RT) de un 63% a un 0% (comparar Figura 1B y 2A), Progresivamente, a medida que el 

tiempo de desecado se incrementaba, la viabilidad y el crecimiento sufrieron un menor descenso al 

comparar EE desecados antes y después de su exposición al NL. Así pues, los ejes desecados 

durante 300 minutos mostraron una viabilidad del 75% antes del NL y del 69% después (comparar 

Figura 1B y 2A) y un desarrollo caulinar (T) del 21% antes del NL y del 19% después (comparar 

Figura 1B y 2A), pero sin ningún EE desarrollando ambos ejes (RT). Los mejores valores de viabilidad 

y crecimiento tras la exposición al NL (3-8 °C/min) se obtuvieron a los 240 min de desecado, con 

una viabilidad del 100% de los ejes, un correcto desarrollo caulinar (T+RT) para el 45% de los ejes, y 

un desarrollo completo (RT) para el 21% de los ejes (Figura 2A).  

La velocidad de enfriado más elevada no pareció incrementar el desarrollo de los EE 

expuestos a NL, simplemente parece que incrementó el desarrollo en aquellos desecados por 

menos tiempo mientras que perjudicaba a aquellos desecados por más tiempo (comparar 240 min 

en Figura 2A y B), obteniéndose los mejores resultados a los 180 min de desecado, con una 

viabilidad del 100% de los ejes, un correcto desarrollo caulinar (T+RT) para el 46% de los ejes, y un 

desarrollo completo (RT) para el 25% de los ejes (Figura 2A). 

 
Figura 2. Capacidad de crecimiento de los diferentes EE tras su exposición a NL con un enfriado más lento (A: 3-8 °C/min) 

o más rápido (B: 30-80 °C/min). 

 

 

4.2. Criopreservación de ES 

En el primer experimento se trató de determinar el estado óptimo de desarrollo que deberían 

de mostrar los ES que se van a almacenar en NL. Para ello se utilizaron dos  líneas embriogénicas, 

E2 y Q8, y tres tipos de explantos, PEMs, y embriones en estado globular y cotiledonar temprano, a 

los que se les aplico un periodo de precultivo de 3 días en sacarosa 0,3 M, para posteriormente 

tratarlos con la solución PVS2 durante 15 minutos, seguido del almacenamiento en NL durante un 

mes (Tabla 1).  

En ambas líneas, el porcentaje de supervivencia estuvo afectado por el tipo de explanto, por la 

exposición al NL y por la interacción de ambos factores (p≤0,001; Tabla 1). Al haber una interacción 
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positiva entre factores, se procedió al análisis por separado de cada factor. El porcentaje de 

supervivencia en el material tratado con PVS2 pero no criopreservado no fue significativamente 

diferente, siendo del 100% en todos los explantos utilizados. Por el contrario, la exposición al NL 

afectó negativamente a la supervivencia, de tal manera que en la línea E2 sólo se observaron 

explantos vivos cuando el explanto criopreservado fueron PEMs, mientras que en la línea Q8 se 

observaron explantos vivos cuando se utilizaron PEMs y embriones globulares, aunque las PEMs 

presentaron una mayor y significativa supervivencia (88,3%). De igual modo, en ambas líneas el 

porcentaje de recuperación embriogénica estuvo también afectado por el tipo de explanto 

(p≤0,001), por la exposición al NL (p≤0,001) y por la interacción de ambos factores (p≤0,01; Tabla 

1). Al analizar por separado cada factor, se vio que en las dos líneas los mejores resultados se 

obtuvieron cuando se crioconservaron PEMs.  

  
Tabla 1. Porcentajes de supervivencia y recuperación embriogénica de cultivos embriogénicos de las líneas Q8 y 

E2, después de un precultivo de 3 días en medio con sacarosa 0,3M, tratamiento con la solución vitrificadora PVS2 

durante 15 min e inmersión en NL durante un mes, descongelado y posterior cultivo durante 6 semanas en medio 

de proliferación. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la línea Q8, se observó la formación de nuevos embriones cuando se criopreservaron PEMs y 

embriones globulares, aunque las PEMs presentaron una mayor y significativa recuperación 

(56,7%). En la línea E2 únicamente se observó recuperación embriogénica cuando el explanto a 

criopreservar fueron PEMs (46,7%). El tratamiento con PVS2 parece afectar negativamente a los ES 

en estado globular y cotiledonar ya que en los explantos en esos estados tratados con PVS2 y no 

crioconservados se redujo el desarrollo de nuevos embriones (Tabla 1). 

 

 

TIPO DE 

EXPLANTO 

 

SUPERVIVENCIA 

 (%) 

 

RECUPERACIÓN EMBRIOGÉNICA 

 (%) 

 

LÍNEA Q8 

 

-NL 

 

+NL 

 

Media 

 

-NL 

 

+NL 

 

Media 

PEMs 100 ± 0,0a 88,3 ± 2,8a 94,1a 96,7± 2,8a 56,7± 2,8b 76,7a 

Globular 100 ± 0,0a  3,3 ± 2,8b 51,7b 66,7± 2,8b 3,3 ± 2,8c 35,0b 

Cotiledonar 100 ± 0,0a     0,0 ± 0,0b 50,0b   3,3± 2,8c 0,0 ± 0,0c 1,65c 

Media 100a 30,5b  55,6a 30,0b  

 

ANOVA II 

 

 

 

 

Exposición NL 

(A) 

P≤0,001 P≤0,001 

Explanto (B) P≤0,001 P≤0,001 

A x B P≤0,001 P≤0,01 

 

LÍNEA E2 

      

PEMs 100 ± 0,0a 80,0 ± 0,0b 90,0a 93,3 ± 2,8a 46,7 ± 2,8c 70,0a 

Globular 100 ± 0,0a  0,0 ± 0,0c 50,0b 66,7 ± 2,8b 0,0 ± 0,0d 33,4b 

Cotiledonar 100 ± 0,0a  0,0 ± 0,0c 50,0b  3,3 ± 2,8d 0,0 ± 0,0d 1,65c 
Media 100a 26,7b  54,4a 15,6b  

 

ANOVA II 

 

 

 

 

Exposición NL 

(A) 

P≤0,001 P≤0,001 

Explanto (B) P≤0,001 P≤0,001 

A x B P≤0,001 P≤0,01 

Cada valor representa la media ± el error estándar de 3 replicados con 10 explantos cada uno. PEMs: 

masas proembriogénicas; NL: nitrógeno líquido; ns: no significativo. Los valores seguidos de la misma 

letra no difieren significativamente para p=0,05. 

 



 
9/15 

 

 

En las dos líneas y en todos los tipos de explantos, en los controles almacenados en NL, que 

no habían recibido precultivo en sacarosa 0,3M ni habían sido tratados con la solución PVS2 el 

porcentaje de supervivencia fue cero.  

Una vez determinado el explanto más adecuado para la criopreservación, en un segundo 

experimento se evalúo el efecto del genotipo de las líneas embriogénicas en su respuesta a la 

criopreservación (Figura 4). Para ello PEMs de cuatro líneas embriogénicas de encina se 

almacenaron en NL durante un mes después de un pretratamiento de 3 días en sacarosa 0,3 M y 

15 minutos en PVS2. El ANOVA aplicado determinó que el porcentaje de supervivencia no se vio 

significativamente afectado por el genotipo pero si por la exposición a NL (p≤0,001) y por la 

interacción de ambos factores (p≤0,05). Atendiendo a esta interacción significativa se procedió a 

analizar el efecto de la exposición a NL en cada uno de los distintos genotipos estudiados. La 

exposición a NL redujo significativamente los porcentajes de supervivencia en todas las líneas 

excepto en la línea Q8, que mantuvo una supervivencia del 80% (P≤0,05 para E2, E00 y Q10-16; 

Figura 4A). El porcentaje de supervivencia en el material tratado con PVS2 pero no expuesto a NL 

fue elevado en todas las líneas, observándose valores del 86-90% en todos los genotipos (p>0.05; 

Figura 4A).   

De manera similar a la supervivencia, el porcentaje de recuperación embriogénica también 

estuvo afectado significativamente por el almacenamiento en NL (p≤0,001), pero no por el genotipo, 

no habiendo en este caso una interacción significativa entre ambos factores. El porcentaje de 

recuperación embriogénica en el material tratado con PVS2 y no crioconservado fue del 80% en 

todas las líneas evaluadas (Figura 4B). Por el contrario, la inmersión en NL de los explantos redujo 

significativamente (p≤0,001) el porcentaje de recuperación embriogénica en las cuatro líneas, 

obteniéndose porcentajes del 37-60% (Figura 4B).  

 

5. Discusión 

 

Para asegurar la adaptabilidad de las poblaciones de encina en los encinares y dehesas 

españoles gravemente amenazados (FERNÁNDEZ I MARTÍ et al., 2018) es necesario conservar una 

buena parte de la variación genética adaptativa que existe en sus poblaciones (DE VRIES et al., 

2015). La diversidad genética o potencial evolutivo es fundamental para que los árboles puedan 

subsistir, adaptarse y evolucionar bajo situaciones ambientales variables (BACKS et al., 2021). Los 

recursos genéticos forestales se conservan preferible y mayoritariamente in situ, con una 

orientación dinámica que favorece la adaptabilidad natural de las poblaciones existentes. Sin 

embargo, en el contexto actual de cambio rápido de condiciones abióticas y abióticas asociadas al 

cambio climático, este tipo de conservación puede dar lugar a una pérdida irreversible de ciertos 

genotipos que podrían ser vitales para la subsistencia de la especie en el futuro. Por tanto, para 

alcanzar una conservación eficiente es necesario la complementariedad de la conservación in situ 

con medidas de conservación ex situ (colecciones vivas o en bancos de germoplasma). Estas 

colecciones ex situ (particularmente los bancos de germoplasma) actúan como copia de seguridad a 

largo plazo de la amplia variación genética de la especie, quedando a disposición de los gestores de 

la biodiversidad en futuras actuaciones de restauración ecológica o refuerzo poblacional. Las 

herramientas biotecnológicas disponibles en la actualidad suponen una ayuda muy importante en la 

conservación de recursos fitogenéticos, especialmente en especies leñosas (CORREDOIRA et al., 

2017). Dentro de estas, la criopreservación puede considerarse el método más seguro y eficaz para 

el almacenamiento a largo plazo de un gran número de especies. Sin embargo, la criopreservación 

del germoplasma de especies leñosas no es sencilla, y está sujeta a diferentes retos en función de 

las especies y tejidos a conservar. La criobiotecnología es la disciplina que alienta el estudio 

fundamental de la respuesta a las bajas temperaturas del germoplasma a conservar para tratar de 

desarrollar protocolos de criopreservación óptimos. En este trabajo hemos estudiado qué influye en 

la supervivencia EE y ES de encina tras la exposición al NL.  
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Figura 4. Porcentajes de supervivencia (A) y recuperación embriogénica (B) a partir de ES de 4 líneas 

embriogénicas de encina, después de un precultivo de 3 días en medio con sacarosa 0,3M, tratamiento con la 

solución vitrificadora PVS2 durante 15 min e inmersión en NL durante un mes, descongelado y posterior cultivo 

durante 6 semanas en medio de proliferación. 

 

Los EE de semillas recalcitrantes (como la encina), en su madurez (dispersión de la semilla), 

contienen elevados contenidos de agua, generalmente por encima del 50% bpf (>1.0 gH2O/g peso 

seco), y se caracterizan porque no toleran su desecación por debajo de contenidos de agua del 20% 

bpf (<0.20 gH2O/g peso seco) (BERJAK & PAMMENTER, 2008). Este contenido de agua suele 

representar el límite en el que el agua presente en las células y tejidos lo hace de forma 

“estructural” (es decir, asociada a macromoléculas, < 0.20 gH2O/g peso seco) o “libre” (es decir, en 

disolución, >0.20 gH2O/g peso seco) (BERJAK & PAMMENTER, 2008). Aunque los EE de semillas 

recalcitrantes pueden tolerar cierta deshidratación siempre que haya agua “libre”, sus células y 

tejidos no están adaptados a la eliminación del agua “estructural”, y cuando esta agua es removida 

son expuestos a graves daños físicos y metabólicos (BERJAK & PAMMENTER, 2000). Sin embargo, 

cuando hay agua “libre”, esta tiende a formar cristales de hielo cuando es expuesta a temperaturas 

bajo cero. Dicho esto, para la correcta criopreservación de los EE de semillas recalcitrantes, es 

imprescindible llegar a un equilibrio en su contenido de agua, que ha de ser no demasiado bajo para 

inferir daños por desecación, pero no suficientemente alto para favorecer la formación y crecimiento 
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de cristales de hielo. Alcanzado este equilibrio, la matriz acuosa de las células solidifica pasando a 

un estado vítreo donde la presencia de cristales de hielo es mínima o si existen son un tamaño tan 

pequeño que no ejercen daño mecánico en los orgánulos (BERJAK & PAMMENTER, 2008; WESLEY-

SMITH et al., 2014, 2015). 

Dos estrategias ayudan a favorecer este proceso de vitrificación en EE de semillas 

recalcitrantes: el desecado rápido de los explantos y un enfriado rápido hasta las temperaturas 

dadas por el NL (<-130°C) (BERJAK & PAMMENTER, 2008). Por un lado, el desecado rápido de los 

EE incrementa su tolerancia al desecado, de manera que EE que con un desecado lento sólo toleran 

contenidos de agua del 40-50% bpf (0.8-1.0 gH2O/g peso seco), con un desecado rápido toleran 

contenidos de agua cercanos al 20% bpf (0.20 gH2O/g peso seco) (BERJAK & PAMMENTER, 2008). 

Por otro lado, el enfriado rápido incrementa no sólo la supervivencia tras la exposición a NL, sino 

también la ventana de contenidos de agua a la que los EE pueden ser expuestos de manera segura 

a las temperaturas del NL (WESLEY-SMITH et al., 2001). En este trabajo hemos usado el desecado 

ultrarrápido ejercido un ventilador funcionando a una humedad relativa <15% (BALLESTEROS et al., 

2021) que ha dado buenos resultados en los EE y EC de otras semillas recalcitrantes de ambientes 

temperados y tropicales (BERJAK & PAMMENTER, 2008; SERSHEN et al., 2007; XIA et al., 2014). 

Con este desecado ultrarrápido hemos conseguido una supervivencia del 100% de los ejes tras su 

exposición a NL, una recuperación del eje caulinar de hasta el 45% de los explantos 

criopreservados, y además un crecimiento correcto de ambos ejes en un 20-25% de los explantos 

utilizados. Este resultado supone un claro avance respecto a intentos anteriores de criopreservar EE 

de encina (GONZÁLEZ-BENITO et al., 2002). Sin embargo, el uso de velocidades de enfriado 

elevadas en este trabajo no aportó un éxito mayor en los porcentajes de recuperación de los ejes 

tras la criopreservación, pero si un buen éxito en EE que se exponían al NL con contenidos de agua 

mayores. Este resultado apoya otras observaciones en las que la vitrificación y la reducción de 

cristales de hielo necesaria para una correcta criopreservación se puede conseguir en explantos de 

mayores contenidos de agua si la velocidad de enfriado se incrementa (WESLEY-SMITH et al., 2001) 

y podría ser de ayuda en el desarrollo de futuros protocolos. 

Aunque en los últimos años se ha producido un avance considerable en la criopreservación de 

ES en muchas especies leñosas, incluidas varias especies de la familia de las Fágaceas (VIEITEZ et 

al., 2012; CORREDOIRA et al., 2014; CORREDOIRA et al., 2017; BALLESTEROS & PRITCHARD, 

2020), en la encina la criopreservación de cultivos embriogénicos apenas ha sido investigada. 

Únicamente podemos mencionar el trabajo de BARRA-JIMÉNEZ et al. (2015) en el que aplicando un 

método basado en la vitrificación se describió la criopreservación de dos de las cuatro líneas 

empleadas en el presente trabajo, pero solo se observó la recuperación embriogénica en explantos 

almacenados durante 24H en NL, mientras que los almacenados durante un mes  únicamente se 

logró la formación de callo. En el presente trabajo, se ha definido por primera vez un protocolo 

eficiente para la criopreservación de líneas embriogénicas de encina a largo plazo mediante la 

reducción del tiempo de exposición a la solución PVS2 de 30 a 15 minutos, y utilizando PEMs 

aisladas en lugar de embriones globulares. El proceso de vitrificación es un método relativamente 

simple ya que solo requiere la utilización de una solución crioprotectora y una rápida inmersión en 

NL, sin embargo, para lograr el éxito del protocolo es muy importante definir el tipo de explanto a 

criopreservar, así como el tiempo de exposición a la solución de vitrificación, en este caso la 

solución PVS2 (CORREDOIRA et al., 2017; PENCE et al., 2020). Es clave para encontrar un equilibrio 

entre la deshidratación adecuada y minimizar los efectos de toxicidad química de las soluciones de 

vitrificación (KAVANI, 2011). En las diferentes especies de las Fágaceas donde se ha logrado la 

criopreservación el tiempo de exposición a solución de vitrificación oscila entre 30-60 min 

(MARTÍNEZ et al., 2003; CORREDOIRA et al., 2004; 2014; VALLADARES et al., 2004), sin embargo, 

los cultivos embriogénicos de encina parecen mostrar una gran sensibilidad a la solución PVS2 por 

lo que ha sido clave reducir la exposición a 15 minutos para lograr la criopreservación. El estado de 

desarrollo en el que se criopreservan los ES influyó significativamente en las tasas de recuperación 

posteriores a la exposición al LN. Las PEMs resistieron mejor el almacenamiento en LN que los 

embriones en etapa cotiledonar más diferenciados, en los que las células exhiben niveles más altos 
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de vacuolización y diferenciación que las células en división activa presentes en las capas más 

superficiales de las PEMs (CORREDOIRA et al., 2014). 

 

6. Conclusiones 

 

La criopreservación integrada de diferentes tejidos ofrece la posibilidad de crear bancos de 

germoplasma de una variedad de tejidos para una especie, independientemente del mayor o menor 

éxito de los protocolos existentes, pero siempre que éstos lleguen a unos porcentajes de 

recuperación mínimos (generalmente >20%, BALLESTEROS & PRITCHARD, 2020). Estos ayudarían 

no solo en el almacenamiento de materiales seleccionados por sus características superiores, sino 

también para la conservación de especies vegetales amenazadas o con semilla recalcitrante que no 

pueden ser almacenadas por largos periodos de tiempo (PENCE et al., 2020), como en  encina 

(MARTÍNEZ et al., 2019; BALLESTEROS & PRITCHARD, 2020). En esta especie, sugerimos la 

criopreservación integrada de ES y EE con los métodos de vitrificación ya existentes (los descritos en 

este trabajo) para proporcionar una copia de seguridad a determinados genotipos maternos en un 

mínimo de espacio y con bajo mantenimiento. Estos, podrían ser usados como materiales vegetales 

de propagación en trabajos de restauración ecológica de encinares y dehesas tras su multiplicación 

in vitro o facilitar enormemente el acceso a materiales necesarios en programas de mejora dentro 

de esta especie. Complementariamente, el almacenado de polen proporcionaría un amplio abanico 

de genotipos paternos que actuaría como almacén de la biodiversidad de la especie, a usar para 

enriquecer la diversidad genética de la encina mediante programas de hibridación controlada 

(BALLESTEROS & PRITCHARD, 2020). 
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