
NEREIS 13 [Marzo 2021], 203-210, ISSN: 1888-8550

Nereis. Revista Iberoamericana 
Interdisciplinar de Métodos, 
Modelización y Simulación

13 203-210 Universidad Católica de 
Valencia San Vicente Mártir

Valencia 
(España) ISSN 1888-8550

Efecto del precultivo con sacarosa en la criopreservación por vitrificación de 
plántulas de Sideritis leucantha Cav. subsp. leucantha producidas in vitro

Effect of sucrose pre-culture on cryopreservation by vitrification of Sideritis leucantha Cav. subsp. 
leucantha seedlings produced in vitro

Fecha de recepción y aceptación: 20 de febrero de 2021 y 17 de marzo de 2021

DOI: https://doi.org/10.46583/nereis_2021.13.820

Jorge Juan-Vicedo1* Jorge Eliseo Ramírez-Luna2 Abel Piqueras3 y José Luis Casas2

1 Instituto de Investigación en Medio Ambiente y Ciencia Marina (IMEDMAR). Universidad Católica de Valencia San Vicente Mártir.
* Correspondencia: Universidad Católica de Valencia. Instituto de Investigación en Medio Ambiente y Ciencia Marina (IMEDMAR). 
Calle Guillem de Castro, 94. 46001 Valencia. España. E-mail: jorge.juan@ucv.es
2 Instituto Universitario de Investigación CIBIO (Centro Iberoamericano de la Biodiversidad), Universidad de Alicante. 
3 Departamento de Mejora Vegetal. Centro de Edafología y Biología Aplicada del Segura (CEBAS-CSIC). 

RESUMEN

Sideritis leucantha Cav. subsp. leucantha es un endemismo valenciano con uso medicinal que 
tiene diversos problemas de conservación. Por tanto, el objetivo principal de este trabajo fue 
probar el efecto de un tratamiento de precultivo para la posterior criopreservación de brotes api-
cales de esta especie. Los resultados mostraron que el precultivo con sacarosa 0.3 M durante 24 
horas resultó en una mayor supervivencia de los explantes y regeneración in vitro después de tres 
tratamientos de vitrificación ensayados. Estos resultados sugieren que el acondicionamiento de 
los explantes puede mejorar la supervivencia de los explantes de S. leucantha subps. leucantha 
cultivados in vitro tras la criopreservación. 

PALABRAS CLAVE: criopreservación, cultivo in vitro, plantas endémicas, plantas medicina-
les, precultivo.

ABSTRACT

Sideritis leucantha Cav. subsp. leucantha is a Valencian endemic medicinal plant that faces some 
conservation constraints. Therefore, this work aimed to test a preconditioning treatment for the 
further cryopreservation of shoot tip explants of this species. The results showed that pre-culture 
in sucrose 0.3 M for 24 hours resulted in the highest explant survival and regeneration after three 
vitrification approaches. These findings point out that preconditioning of explants may enhance 
cryopreservation performance in tissue cultured plantlets of S. leucantha subps. leucantha.

KEYWORDS: cryopreservation, endemic plants, in vitro culture, medicinal plants, precondi-
tioning.
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INTRODUCCIÓN

El género Sideritis está constituido por alrededor de 150 taxones silvestres de distribución circun-
mediterránea [1]. Son plantas aromáticas que se han utilizado en medicina popular [2-4] por las pro-
piedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antisépticas y antioxidantes de su aceite esencial [5-9]. 
Sideritis leucantha Cav. subsp. leucantha es un endemismo valenciano que se emplea en medicina 
tradicional como antiinflamatorio respiratorio, tónico estomacal y digestivo, antihemorroidal y vulne-
rario [4]. Aunque no presenta problemas graves de conservación se han detectado algunas amenazas 
como la presión urbanística, la transformación agrícola del territorio donde crece y la recolección 
incontrolada que están mermando las poblaciones naturales y hacen necesario reforzar las estrategias 
de conservación in situ y ex situ para esta especie [4, 10, 11].

Fig. 1. Imágenes de Sideritis leucantha Cav. susbsp. leucantha a) Imagen de herbario de la 
parte área; b) aspecto general de la planta en floración en el ambiente natural donde vive 

(fuente: Herbari Virtual del Mediterràni Occidental: http://herbarivirtaul.uib.es); c) detalle de 
un tallo florífero y d) Detalle de un verticilastro de flores en el que se aprecia el indumento 

lanoso del tallo y las corolas bicolóreas (fuente: Reserva Hyla: http://www.reserva.hyla.es/).

La criopreservación es una herramienta biotecnológica empleada en las estrategias de conserva-
ción ex situ de plantas silvestres y cultivares agrícolas [12, 13]. Se basa en la eliminación de la mayor 
parte del agua congelable de los tejidos vegetales, lo que permite la inmersión directa de las células y 
tejidos vegetales en nitrógeno líquido (NL) [14]. La vitrificación es una técnica ampliamente utilizada 
para la crioconservación de meristemos y ápices de tallos producidos in vitro ya que es relativamente 
sencilla y económica, requiere poco espacio para el almacenamiento del material vegetal preservado, 
exige un bajo esfuerzo para su mantenimiento en el largo plazo y reduce los desórdenes fisiológicos 
y la variación somaclonal en comparación con otras técnicas [14-19]. De hecho, la vitrificación se 
ha aplicado de forma exitosa en más de 160 especies silvestres y cultivares agrícolas y ha asegurado 
la supervivencia de los brotes en especies donde otras técnicas de crioconservación habían fallado 
previamente [15, 20]. Sin embargo, una de las principales limitaciones de esta técnica es la posible 
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toxicidad química y el estrés osmótico producido por los compuestos empleados en la solución vi-
trificante que pueden dañar de forma irreversible los centros meristemáticos de los tejidos y órganos 
sometidos a criopreservación [21-24].

Para evitar este problema, algunos autores sugieren la aplicación de una fase de precultivo con 
sacarosa o polialcoholes como el sorbitol que pueden mejorar significativamente la supervivencia de 
los explantes crioconservados tras la deshidratación con la solución de vitrificación [20, 25-28].

Por ello, el principal objetivo de este trabajo es estudiar el efecto del precultivo a distintas concen-
traciones de sacarosa combinado con tres procedimientos distintos de criopreservación en la supervi-
vencia de plántulas de Sideritis leucantha Cav. subsp. leucantha producidas in vitro, como base para 
el desarrollo de una estrategia integrada de conservación ex situ.

MATERIAL Y MÉTODOS

Precultivo del material vegetal

Explantes de 0,1-0,2 cm de longitud con 1 o 2 primordios foliares fueron obtenidos a partir de 
brotes apicales o axilares de las plantas cultivadas in vitro durante 4 semanas. A todos ellos, se les 
aplicó un tratamiento de precultivo de 24 horas con sacarosa al 2 %. Posteriormente, los explantes se 
sometieron a concentraciones de sacarosa de 0,3, 0,5 y 0,7 M durante 24 horas más. Los tratamientos 
de precultivo se desarrollaron a 22 ºC en condiciones de oscuridad. 

Tratamiento de vitrificación

Los explantes precultivados en sacarosa se dividieron en cinco grupos y la vitrificación se llevó a 
cabo en crioviales de polipropileno de 12,5 x 92 mm mediante la aplicación de distintas soluciones 
crioprotectoras y vitrificadoras, previas a la inmersión en NL, siguiendo tres procedimientos distintos 
de acuerdo con [29] para el Grupo 2, el trabajo de [30] para el Grupo 3 y [28] para el Grupo 4 (tabla 
1). Los grupos restantes sirvieron como controles e incluían aquellos explantes que solo habían es-
tado sometidos a un 2 % de sacarosa durante 24 horas, sin precultivo adicional. De este modo, unos 
explantes fueron sometidos a vitrificación seguida de inmersión en NL (Grupo 1) y otros explantes se 
sometieron a vitrificación pero no a inmersión en NL en el Grupo 5. Los tratamientos de vitrificación 
se desarrollaron a 22 ºC y la inmersión en NL duró 1 hora.

Tratamiento de descongelación y descarga

Los explantes de todos los grupos crioconservados se retiraron del NL y descongelaron en agua 
destilada estéril a 40 ºC durante 1 minuto. Para su recuperación se pasaron a una solución de sacarosa 
1,2 M durante 20 minutos para diluir la mezcla vitrificadora (PVS2 o EG + Sorbitol + BSA).
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Restauración del crecimiento vegetal

Todos los explantes se cultivaron en medio Murashige y Skoog [31] suplementado con 30 g/L de 
sacarosa y solidificado con Plant Agar (Duchefa), sin reguladores del crecimiento. Los cultivos se 
incubaron a 22 ± 3 ºC en condiciones de oscuridad durante 2 días. Posteriormente, se sometieron 
a un fotoperiodo 16 horas-luz, con una intensidad lumínica de 50 µmol m-2 s-1 durante 4 semanas 
más. La supervivencia se tomó como el porcentaje del número total de explantes que restauraron el 
crecimiento normal después de 4 semanas de cultivo en las condiciones anteriormente descritas. 

Diseño experimental y tratamiento estadístico de los datos

Para cada tratamiento se hicieron cuatro réplicas de 5 explantes cada una y los experimentos se 
realizaron por triplicado. Los resultados se expresan como medias y sus errores estándar asociados 
para cada uno de los tratamientos. Para determinar diferencias significativas entre ellos se llevó a 
cabo un análisis de la varianza de un factor (ANOVA) y las diferencias entre las medias se evaluaron 
mediante el test de Duncan (Duncan’s Multiple Range Test) con un nivel de significancia del 5 %. 
Los porcentajes de plantas que restauraron el crecimiento se ajustaron mediante la transformación 
raíz cuadrada del arcoseno. Para realizar el análisis de datos se empleó el software libre Infostat 2008 
versión estudiantil (https://www.infostat.com.ar/index.php?mod=page&id=37).

Tabla 1. Resumen de los tres procedimientos de criopreservación estudiados en explantes de Sideritis 
leucantha Cav. susbsp. leucantha basados en los trabajos previos de Langis [29], Benson [30] y Pennycooke 

[28]. En todos los casos, el tiempo de exposición a la solución de carga fue de 20 minutos. El tiempo de 
inmersión en nitrógeno líquido (NL) tras la exposición a la solución vitrificante fue de 60 minutos en todos 

los experimentos. SA: sacarosa, GLI: glicerol, EG: etilenglicol, DMSO: dimetil sulfóxido, MS: Murashige y 
Skoog [31], PVS2: solución de vitrificación para vegetales 2 [(3,26 M GLI, 15 %, 2,42 M EG, 1,92 M DMSO 

y sacarosa 0,4 M de acuerdo con (Sakai et al., 1990)], SB: sorbitol, BSA: albúmina de suero bovino

Protocolo Composición de la 
solución de carga

Composición de la 
solución vitrificante

Exposición 
(min)

[29] 1,29 M EG / 1.29 M DMSO 8,05 M EG + 10,82 M 
SB + 0,9 mM BSA 60

[30] 0,4 M SA + 2 M GLI + MS PVS2 60

[28] 0,4 M SA + 2 M GLI + MS PVS2 30

RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que el precultivo con sacarosa 0,3 M durante 24 horas indujo 
una supervivencia significativamente mayor a la obtenida con la exposición a 0,5 M o 0,7 M de saca-
rosa en los tres protocolos de crioconservación ensayados, muy cercanos a los porcentajes de super-
vivencia del grupo control (tabla 2). En lo que al protocolo de crioconservación respecta, las mayores 
tasas de regeneración de explantes se produjeron en el Grupo 4, basado en el procedimiento descrito 
en [28], para las tres concentraciones de sacarosa ensayadas (0,3, 0,5 y 0,7 M).
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Tabla 2. Efecto del precultivo a distintas concentraciones de sacarosa, seguido de tratamiento de criopreservación, 
en la supervivencia de explantes de Sideritis leucantha Cav. subsp. leucantha producidos in vitro. La 

supervivencia se ha evaluado como el porcentaje de explantes que han mostrado signos de crecimiento 
(elongación del tallo y desarrollo foliar) tras 8 semanas de cultivo in vitro. Los datos se expresan como 

medias ± error estándar; superíndices con letras minúsculas distintas indican diferencias significativas sobre 
la base del test de Duncan (Duncan’s Multiple Range Test) con un nivel de significancia del 5 %

Tratamiento de criopreservación
Concentración de sacarosa (M)

 0,3  0,5  0,7 Control

[29] 6,6 ± 6 d 13,3 ± 6 d 6,6 ± 6 d 86,6 ± 8 a

Crecimiento 
vegetal 
(%±SE)

[30] 53,3 ± 13 bc 40,0 ± 12 c 40,0 ± 8 c 93,3 ± 6 a

[28] 73,3 ± 6 ab 46,6 ± 8 c 53,3 ± 13 bc 93,3 ± 6 a

DISCUSIÓN

El proceso completo de crioconservación por vitrificación consta, en esencia, de tres fases que 
persiguen la aclimatación fisiológica de los explantes a la fase criogénica (enfriamiento) mediante la 
aplicación de sustancias crioprotectoras, el enfriamiento con NL y la posterior recuperación del ma-
terial vegetal. Sin embargo, este proceso experimental puede dañar los explantes tratados debido a la 
toxicidad y presión osmótica generados por los componentes empleados [21-24].

Para intentar superar estas limitaciones inherentes a la vitrificación, se ha sometido a los explantes 
a un tratamiento de precultivo con sacarosa a 0,3, 0,5 y 0,7 M previo a la criopreservación por tres 
métodos descritos en la literatura científica [28-30].

En el presente trabajo, las mayores tasas de regeneración (73,3 ± 6 %) se obtuvieron con el precul-
tivo en sacarosa 0,3 M durante 24 horas en aquellos explantes crioconservados mediante el protocolo 
[28]. Resultados similares se han obtenido en especies silvestres del género Dioscorea [32] y Limo-
nium [33] o cultivares de rosa [27], clavel [34, 35], batata [28] o uva [26].

Valores intermedios de supervivencia (45-55 %) fueron obtenidos para el mismo protocolo en el 
resto de las concentraciones de sacarosa, o con el protocolo [30] a una concentración de sacarosa de 
0,3 M. El resto de los tratamientos indujeron una menor supervivencia, siendo especialmente signi-
ficativa la mortalidad en aquellos explantes crioconservados siguiendo el procedimiento expuesto en 
[29] para las tres concentraciones de sacarosa empleadas en el precultivo. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren, en primer lugar, que los explantes pre-
cultivados en sacarosa 0,3 M durante 24 h adquieren suficiente osmotolerancia a las soluciones vitri-
ficantes (como PVS2) siguiendo los protocolos de crioconservación propuestos en [28, 30]. Además, 
teniendo en cuenta las variables de concentración de sacarosa y el método de criopreservación, tam-
bién se puede deducir que el precultivo en sacarosa actúa de forma sinérgica con otros componentes 
de la solución de carga tales como el glicerol. Este compuesto podría ofrecer una osmotolerancia 
adicional que, asociada a los menores tiempos de exposición al PVS2 en los explantes del Grupo 4 
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(procedimiento basado en [28]) muestra las mayores tasas de supervivencia para todas las concentra-
ciones de sacarosa ensayadas (tabla 2). Hirai y Sakai [20, 25] también obtuvieron resultados similares 
con mezclas de glicerol 2 M y varias concentraciones de sacarosa, con tasas más altas de formación 
de tallos que los meristemos tratados solo con sacarosa. En este sentido, [24, 36] también compro-
baron, además, que hay un mayor porcentaje de supervivencia a menores tiempos de exposición a la 
solución PVS2, tal y como se ha observado en este trabajo para los explantes de S. leucantha subsp. 
leucantha. Esto podría deberse a una menor penetración en la célula vegetal de compuestos presente 
en la solución de vitrificación que pueden ejercer presión osmótica y toxicidad. 

CONCLUSIONES

El precultivo de explantes de S. leucantha subsp. leucantha con sacarosa 0,3 M durante 24 horas 
resultó en una mayor supervivencia del material vegetal tras los tratamientos de criopreservación 
aplicados. Las mayores tasas de regeneración se dieron con precultivo en sacarosa 0,3 M seguido 
del tratamiento con la solución de carga compuesta por glicerol 2 M y sacarosa 0,4 M, previo a la 
exposición a la solución vitrificante PVS2 durante 30 minutos. Estos resultados muestran, en conjun-
to, niveles satisfactorios de acondicionamiento y regeneración de explantes de S. leucantha subsp. 
leucantha. Los resultados obtenidos en el presente trabajo suponen la base para el establecimiento 
de estrategias de conservación a largo plazo de la especie basadas en la criopreservación de material 
vegetal producido in vitro.
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