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RESUMEN 

 

 

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los principales cultivos del estado de Sonora, pero está 

en constante peligro por diversos factores bióticos y abióticos. Por lo tanto, la conservación de su 

germoplasma a largo plazo es de gran importancia, y la crioconservación es una alternativa viable. 

Desafortunadamente, se ha demostrado que los procedimientos de  crioconservación pueden 

provocar cambios fisiológicos, moleculares y bioquímicos sobre los tejidos. Aún no se han descrito 

los cambios citotóxicos que puede provocar la crioconservación sobre los embriones cigóticos de 

vid cv. Red Globe. Por lo que, el objetivo de este trabajo es analizar el efecto sobre la viabilidad 

del tejido, las alteraciones celulares a nivel de membrana y pared celular mediante histología e 

histoquímica y, la expresión del gen expansina-α1 en respuesta al proceso de crioconservación. La 

evaluación de la viabilidad del tejido (V) y la regeneración de plántulas (RP), mostró que la 

exposición combinada a la solución de vitrificación vegetal 2 (PVS2) y nitrógeno líquido (NL) 

ocasionó disminución de la viabilidad y regeneración del tejido (V: 68%; RP: 52%). El mismo 

efecto se observó cuando el tejido fue expuesto a PVS2, NL y recalentamiento (RC) (V: 68%; RP: 

0%). Sin embargo, la viabilidad y la regeneración aumentó cuando se sometió el tejido a PVS2, 

NL, RC y solución de descarga (SD) (V: 92%; RP: 60%). El análisis histológico reveló que los 

procesos de enfriamiento (PVS2+NL) y recalentamiento (PVS2+NL+RC) dentro del protocolo de 

crioconservación provocan disrupción celular, conglomeración de los componentes del citoplasma 

y aumento de polisacáridos y celulosa en el espacio intercelular. Además, el porcentaje de 

plasmólisis aumentó por el uso combinado de PVS2 y el enfriamiento (PVS2+NL) (56.4%) y 

disminuyó con el uso de la solución de descarga después del recalentamiento (PVS2+NL+RC+SD) 

(44.7%). La expresión del gen expansina-α1 se vio reprimida por el enfriamiento con nitrógeno 

líquido (PVS2+NL) e inducido por el uso de la PVS2. Estos resultados indican que las distintas 

etapas del protocolo de crioconservación en embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe 

provocan alteraciones citotóxicas a nivel de membrana y pared celular. La crioprotección causó 

plasmólisis y un aumento en la expresión del gen expansina-α1 debido a la expansión celular. 

 

Palabras clave: vid, membrana celular, expansina-α1, histología, histoquímica.   
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ABSTRACT 

 

 

Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the main crops in the state of Sonora. However, it is 

in constant danger due to various biotic and abiotic factors. Therefore, the long-term conservation 

of its germplasm is of great importance, with cryopreservation being a suitable technique to 

conserve this cultivar. Unfortunately, cryopreservation procedures have been shown to cause 

physiological, molecular, and biochemical tissue damage. The cytotoxic damage that 

cryopreservation can cause on zygotic embryos of grapevine cv. Red Globe is still yet to be 

described. Therefore, the objective of this investigation is to analyze the effect on tissue viability, 

cell damage at the plasma membrane and cell wall level by histology and histochemistry, as well 

as the expression of the expansin-α1 gene in response to the cryopreservation process. The 

evaluation of tissue viability (V) and plantlet regeneration (PR) showed that the combined exposure 

to the plant vitrification solution 2 (PVS2) solution and liquid nitrogen (LN) caused viability and 

tissue regeneration to decrease (V: 68%; PR: 52%). The same effect was observed when the tissue 

was exposed to PVS2, LN and rewarming (RC) (V: 68%; PR: 0%). However, viability and 

regeneration increased when the tissue was subjected to PVS2, NL, RC and unloading solution 

(SD) (V: 92%; PR: 60%). The histological analysis revealed that the cooling (PVS2+NL) and 

rewarming (PVS2+NL+RC) processes within the cryopreservation protocol cause cell disruption, 

conglomeration of cytoplasmic components, increase in polysaccharides and cellulose in the 

intercellular space. In addition, the percentage of plasmolysis was increased by the combined use 

of PVS2 and cooling (PVS2+NL) (56.4%) and decreased by the use of the unloading solution after 

rewarming (PVS2+NL+RC+SD) (44.7%). Expansin-α1 gene expression was repressed by liquid 

nitrogen cooling (PVS2+NL) and induced by the use of PVS2. These results indicate, that the 

different stages of the cryopreservation protocol in zygotic embryos of V. vinifera L. cv. Red Globe 

cause cytotoxic alterations at the level of the membrane and cell wall. Cryoprotection caused 

plasmolysis and an increase in expansin-α1 gene expression due to cell expansion. 

 

Keywords: grapevine, plasma membrane, expansin- α1, histology, histochemistry.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos más importantes en el mundo, ya que es 

cultivada para la producción de vinos, jugos y para el consumo del fruto fresco o seco (Creasy y 

Creasy, 2018). Los principales países cultivadores de uva a nivel mundial son: China, Italia, 

Estados Unidos de América, España, Francia, Turquía, India y Chile (FAOSTAT, 2019). En el 

estado de Sonora se cosecha aproximadamente el 67% (339,140 toneladas) de la producción anual 

de uva de mesa que hay en México (SIAP, 2020). Desafortunadamente, la sequía, el exceso de 

riego, los cambios extremos de temperatura y la presencia de patógenos son los principales factores 

bióticos y abióticos que afectan el desarrollo, por lo que la conservación de su material genético es 

de gran importancia agronómica y económica (Morales Cruz et al., 2021). 

La crioconservación es una técnica que permite conservar tejidos vegetales a largo plazo, al enfriar 

las células con nitrógeno líquido (NL) a una temperatura de -196 °C con el uso de soluciones 

crioprotectoras (González-Arnao et al., 2014; Nausch y Buyel, 2021). Sin embargo, esta técnica 

puede inducir cambios bioquímicos, fisiológicos y moleculares que ocasionan modificaciones 

genéticas y epigenéticas (Kaity et al., 2008; Rahmah et al., 2015; Zakaria et al., 2020). Esto, aún 

es un tema de controversia, ya que varios trabajos reportan que la crioconservación es una técnica 

eficiente, mientras que otros mencionan lo contrario, como se describe a continuación. 

Wang et al. (2004) indican que la crioconservación es una técnica altamente eficiente para la 

conservación de células embriogénicas. Sin embargo, Martínez-Montero et al. (2002) reportaron 

fuga de electrolitos, peroxidación de lípidos y un incremento de proteínas relacionadas a la 

membrana, después de la crioconservación de callos embriogénicos de caña de azúcar. Además, 

Lazo-Javalera et al. (2016) reportó que la crioconservación y el uso de calor durante el 

recalentamiento provocan cambios en la variabilidad genética en tejidos de la vid. También, se ha 

reportado que el uso de crioprotectores ayuda a mantener estable la actividad enzimática de 

superóxido dismutasa y catalasa en yemas auxiliares de la vid. Sin embargo, los autores reportaron 

un aumento de malondialdehído posiblemente debido a la deshidratación del tejido, lo cual provoca 

un desbalance en las membranas celulares (Lazo-Javalera et al., 2015). De acuerdo con esta 

información, sobre el desbalance bioquímico y cambios moleculares que ocasionan algunos pasos 

del protocolo de crioconservación, también es importante tomar en cuenta los cambios estructurales 
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que puede ocasionar cada uno de los pasos de la crioconservación.   

Da Silva Cordeiro et al. (2020), observaron en los cortes histológicos de raíz Tarenaya roseae 

expuestos a crioconservación y vitrificación con la solución de vitrificación vegetal 3 (PVS3), 

aumento de plasmólisis por el uso de la solución de vitrificación y aumento del espacio intercelular 

durante la crioconservación. La presencia de plasmólisis puede ser una alteración nociva para la 

célula, ya que es un proceso donde hay una perdida excesiva de agua y provoca la separación de la 

pared y membrana celular, lo que conlleva a la muerte celular. Además, el análisis histoquímico 

reveló la presencia de polisacáridos, proteínas, lípidos y pectinas en el espacio intercelular. 

Similarmente, Zakaria et al. (2020), en su análisis histológico de cuerpos similares a protocormos 

(PLBs) de orquídea crioconservados con encapsulación-deshidratación, mostraron una 

disminución de la viabilidad del tejido por el grado de plasmólisis presente como consecuencia de 

la deshidratación y ruptura de células después de la exposición a NL. Hasta el momento no se ha 

descrito a detalle las alteraciones que puede ocasionar la crioconservación  a la integridad celular 

de los embriones cigóticos de la vid.  

Debido a los diversos procesos de estrés a los que se somete el tejido durante los procedimientos 

de  la crioconservación, es posible que ocurran cambios en la integridad de la pared celular y la 

membrana plasmática. Se conoce que las técnicas de microscopía permiten observar la estructura 

de la pared celular de los tejidos, por lo que es posible identificar la presencia de modificaciones 

celulares (Kuki et al., 2017). De manera que, al describir las alteraciones que se pudieran presentar 

en diferentes tejidos crioconservados de V. vinifera L., permitirá dilucidar las posibles alteraciones 

que pueda ocasionar la crioconservación a la integridad celular y definir sus causas. Finalmente, 

los hallazgos de este estudio darán un mayor enfoque sobre ciertos componentes de la pared y 

membrana celular que puedan presentar alguna alteración en las diferentes etapas del protocolo de 

crioconservación, lo cual ayudará en el desarrollo de protocolos óptimos y evitar alteraciones a los 

tejidos como consecuencia de la crioconservación. 
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2. ANTECEDENTES 

 

 

2.1. Importancia de la Conservación de Vid 

 

 

La vid es una planta trepadora, que con sus tallos y zarcillos se enrosca en un soporte en busca de 

luz. Pertenece a la familia Vitaceae, que principalmente son plantas leñosas y lianas. La parte aérea 

se compone del tronco, las ramas, las hojas y los brotes. La vid puede soportar las heladas 

invernales, pero su temperatura óptima de crecimiento es de 15 a 20 °C (Creasy y Creasy, 2018). 

El fruto de la vid es la uva, la cual tiene una forma esférica, carnosa y es muy jugosa. Además, es 

una fruta rica en vitaminas A, C, E, B1, B2, B3 y B6, y en minerales como el calcio, magnesio y 

hierro, entre otros (SAGARPA, 2017). También, se ha mostrado que la uva posee propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias para prevenir ciertas enfermedades, como la enfermedad de 

Alzheimer y disfunción de la vejiga urinaria (Colombo et al., 2019; Pezzuto, 2008). Debido al gran 

valor nutritivo, propiedades y sabor, la vid es uno de los cultivos más importantes a nivel mundial. 

 

 

2.1.1. Variedades de Vid 

 

 

La uva posee una cáscara delgada y resistente, que puede variar de color dependiendo de la 

variedad. Existen aproximadamente 10,000 variedades de uva a nivel mundial (Creasy y Creasy, 

2018). Las principales variedades de la vid que son cultivadas en México son Perlette, Superior, 

Flame Seedless y Red Globe (Figura 1). Donde el 37% de la producción de la uva en México fue 

de la variedad Flame Seedless, 22% de la variedad Superior, 16% de la variedad Red Globe y 11% 

de la variedad Perlette (SIAP, 2022). Estas cuatro variedades son consumidas principalmente de 

manera fresca, pero también se pueden utilizar para elaborar vinos, jugos y uva pasas (Creasy y 

Creasy, 2018).  
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Figura 1. Principales variedades de uva de mesa producidas en México. (Fuente: SIAP, 2022) 

 

 

La variedad Perlette tiene una forma esférica de color verde-amarilla, y posee una pulpa crujiente 

y un sabor neutro. Además, es una variedad con buena productividad, ya que es la primera uva de 

temporada. Principalmente, se consume el fruto fresco, pero también se utiliza el fruto seco en la 

repostería para la elaboración de postres (Thakur et al., 2010). Al igual que la variedad Perlette, la 

variedad Superior ó Sugraone, tiene una cáscara de color verde-amarilla, una pulpa crujiente, 

jugosa y sin semilla. Sin embargo, la forma de la baya es cónica a diferencia de la variedad Perlette, 

que es de forma esférica. La variedad Superior es una de las principales variedades consumidas de 

forma fresca por su sabor dulce, que se debe a la presencia de geraniol (Hellín et al., 2010). A pesar 

de que estas variedades son denominadas sin semilla, se encuentran semillas parcialmente 

formadas causadas por un aborto del embrión después de la fertilización de la flor que fue 

polinizada. A este fenómeno se le denomina estenospermocarpia, y es algo que ocurre en muchas 

variedades de uvas que son sin semilla (Creasy y Creasy, 2018). 

A diferencia de las variedades Perlette y Superior, las variedades Flame Seedless y Red Globe 

tienen una cáscara de color rojo obscuro, en ambas la baya es de forma esférica y su textura es 

crujiente. Sin embargo, existen algunas diferencias entre estas dos variedades. Principalmente, la 

variedad Flame Seedless no presenta semillas en su interior; mientras que, la variedad Red Globe 

si tiene semillas, lo cual es una de sus principales características. Otra diferencia es su tamaño, ya 

que la variedad Red Globe se caracteriza por ser grande y la variedad Flame Seedless es más 

pequeña. Flame Seedless es la variedad más popular de las cuatro descritas, debido a su sabor dulce 
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y que no contiene semillas (Alenazi et al., 2019; Creasy y Creasy, 2018).  

Aunque, solo el 16% de la producción anual de la uva en Sonora es de la variedad Red Globe, esto 

no significa que sea una variedad de poca importancia (SIAP, 2022). Esto debido a que, las semillas 

de Red Globe presentan mayor contenido de flavonoides, fenoles y minerales en comparación con 

la cáscara y la pulpa de la uva (Özcan et al., 2017). Se ha descrito que estos compuestos brindan a 

la uva propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Además, esto permite que la uva sea útil para 

la prevención de enfermedades cardiovasculares, la enfermedad de Alzheimer y disfunción de la 

vejiga urinaria (Colombo et al., 2019; Pezzuto, 2008). Asimismo, la conservación del germoplasma 

por medio del embrión cigóticos, obtenido solo de la semilla, permite conservar la diversidad 

genética de este cultivar (Walters et al., 2008). Por otra parte, evidencias experimentales generadas 

por García-Coronado (2015) permiten concluir qué gran parte de las semillas de uva de esta 

variedad cultivada en el estado de Sonora, produce semillas que no completaron su desarrollo y no 

poseen endospermo y/o embrión cigótico. Por lo tanto, su conservación es de gran importancia por 

los diversos compuestos benéficos que contiene. 

 

 

2.1.2. Importancia Agronómica del Cultivo 

 

 

La vid es uno de los cultivos más importantes en el mundo, ya que puede ser utilizada para la 

elaboración de vinos, jugos, uva pasa y el consumo de la uva de mesa. Además, es de gran 

importancia económica; sobre todo en los principales países viticultores como China, Italia, 

Estados Unidos de América, entre otros (FAOSTAT, 2019). En el año 2021 en México, se 

cosecharon 358,790 toneladas de uva (Figura 2). Aproximadamente el 80.25% (339,140 

toneladas) de esa producción fue en el estado de Sonora, lo que equivale a aproximadamente 8,638 

millones de pesos de valor agrícola para el estado (SIAP, 2022). Siendo Hermosillo (111,196 

toneladas) el principal municipio productor de uva de mesa en Sonora, seguido por Caborca, San 

Miguel de Horcasitas, Carbó, entre otros (Figura 3) (SIAP, 2022). Por lo que, estos datos 

posicionan a Sonora como el principal productor de uva mesa en México. 
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Figura 2. Producción anual de uva de mesa en el año 2021 en México.  

 

 

 
Figura 3. Principales municipios productores de uva de mesa en Sonora. (Fuente: SIAP, 2022) 

 

 

Debido a la importancia del cultivo de la vid, SAGARPA (2017) realizó un estudio donde se  estima 

la producción, exportación y valor de las exportaciones de la uva para los años 2024 y 2030. Este 

estudio muestra que posiblemente para el año 2024 va a haber una producción de 415.43 miles de 

toneladas de uva, y para el año 2030 una producción de 463.51 miles de toneladas. En cuanto a las 

exportaciones de este cultivo, se estima que en el año 2024, 191.59 miles de toneladas serán 
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exportadas, y para el año 2030, 213.62 miles de toneladas. Estas exportaciones equivalen a un valor 

de 198.78 millones de dólares (precio del dólar del 2016) para el año 2024, y 221.64 millones de 

dólares para el año 2030. Además, se espera que entre el año 2016 y 2030 el cultivo de la vid tenga 

un crecimiento de producción anual del 1.86%, y de exportaciones un aumento del 2.06%. Sin 

embargo, existen diversos factores bióticos y abióticos que podrían interferir en cumplimiento de 

estas estimaciones. 

 

2.1.3. Estrés Biótico y Abiótico que Afectan al Cultivo de Vid 

 

La vid es una planta que requiere de diferentes condiciones para tener un crecimiento óptimo. 

Necesita una temperatura de 15 a 20 °C y suelos franco-arenosos con un pH de 5.5 a 7.0, para la 

maduración de sus racimos (Creasy y Creasy, 2018). Desafortunadamente, existen diversos 

factores bióticos y abióticos que limitan o detienen el crecimiento adecuado de la vid. Estos son 

las altas temperaturas, heladas, sequías, sobre riego, plagas y enfermedades (Figura 4) (Liu et al., 

2012; Morales Cruz et al., 2021). Por esta razón, es que la conservación de la vid es de gran 

importancia para evitar pérdidas de su material genético. El principal factor biótico que afecta el 

crecimiento de la vid son las plagas y las enfermedades que éstas causan. La vid es altamente 

susceptible a infecciones por Daktulosphaira vitifoliae (filoxera), Plasmopara vitícola y Erysiphe 

necátor, los cuales provocan plagas, mildiú polvoriento y velloso, respectivamente (Morales Cruz 

et al., 2021). Se ha visto que la luz solar y compuestos como el sulfuro y el cobre pueden inhibir 

el crecimiento del mildiú polvoriento y velloso. También, se han utilizado fungicidas para el control 

de estos hongos, pero algunos han resultado ser tóxicos para el ser humano. Mientras que la 

filoxera, un parásito que casi acaba con la viticultura Europea, se da principalmente en el suelo 

pesado. Hasta el momento, el mejor tratamiento contra la filoxera son los portainjertos resistentes 

a este parásito (Creasy y Creasy, 2018; Heinitz et al., 2019). Por lo que, el control de las plagas y 

enfermedades no solo son importantes para el bien del cultivo, sino también por la salud del 

consumidor.  
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Figura 4. Factores bióticos y abióticos que afectan el crecimiento de vid. (Creado con 

BioRender.com) 

 

 

Un factor abiótico importante que limita el crecimiento de la vid son las sequías. Sin un suministro 

de agua adecuado, los estomas no pueden abrirse para que se lleve a cabo la fotosíntesis. Por lo 

que, no habrá una buena maduración del fruto (Griesser et al., 2015). Debido a esto, los viticultores 

se encargan del riego de los cultivos cuando es temporada baja de lluvias. Sin embargo, no debe 

exceder el riego, ya que resultaría en una disminución en la calidad de la uva. De manera que, 

cuando hay un sobre riego, se requieren más manejos para salvar la planta, como: un aclareo de 

brotes y eliminar las hojas, entre otros (Creasy y Creasy, 2018). Por ende, un manejo adecuado de 

la cantidad de agua proporcionada a los cultivos de la vid es necesario para mantener la calidad del 

fruto.  

Por otro lado, la vid requiere cierta cantidad de calor, para que sus enredaderas tengan una 

producción adecuada de carbohidratos, y para que se generen racimos de uva que cumplan con los 

parámetros necesarios (Creasy y Creasy, 2018). Sin embargo, el estrés por calor puede reducir 

significativamente el rendimiento y calidad de la uva. Esto debido a una disminución en la 

fotosíntesis a temperaturas superiores a 35 °C (Liu et al., 2012). Además, el estrés por frío también 

es un factor que disminuye la producción, y lleva a una pérdida económica para los agricultores de 

la uva. Debido a que, una disminución rápida de la temperatura causa alteraciones serias en los 
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brotes, tejidos de la raíz y en el tronco, lo que podría provocar una pérdida total de la planta 

(Fennell, 2004). Por lo tanto, la temperatura es uno de los principales factores abióticos que limita 

el crecimiento y producción de la vid.   

 

 

2.2. Conservación Actual del Germoplasma de Vid 

 

 

Debido a que la vid está en constante riesgo por los factores bióticos y abióticos, es importante la 

conservación de su germoplasma. Para esto, existen los métodos in-situ y ex-situ (García-Águila et 

al., 2007; Priyanka et al., 2021). Los métodos in-situ, son aquellos en los que la planta se conserva 

en su hábitat natural. Estos métodos incluyen los hábitats naturales, parques nacionales y reservas 

ecológicas protegidas. Sin embargo, la falta de vigilancia, los altos costos de mantenimiento y el 

riesgo a la exposición a los factores bióticos y abióticos, provoca que se cuestione la efectividad 

de estos métodos (Priyanka et al., 2021).  

Por otro lado, los métodos ex-situ son aquellos en los que el tejido se conserva fuera de su hábitat 

natural. Existen los bancos de plantas en campo, bancos de semillas, almacenamiento in vitro y la 

crioconservación (García-Águila et al., 2007). Las desventajas los bancos de plantas en campo se 

debe a que la planta sigue estando expuesta a los factores bióticos y abióticos y los costos de 

mantenimiento son altos (Dulloo et al., 2009; Priyanka et al., 2021). Además, los bancos de 

semillas no son aptos para la conservación de la vid, ya que las semillas que llega a producir este 

cultivar son recalcitrantes. Las semillas recalcitrantes no son capaces de sobrevivir las bajas 

temperaturas y la disminución de humedad. Esto debido a que, pierden su viabilidad cuando la 

humedad disminuye debajo del 30 al 50% (Vázquez-Yanes y Toledo, 1989; Priyanka et al., 2021). 

A diferencia de las semillas ortodoxas, las cuales son capaces de tolerar las bajas temperaturas y 

deshidratación, que son las condiciones en que se almacenan las semillas en los bancos de semillas 

(Merritt y Dixon, 2011). En cuanto al cultivo in vitro, el tejido vegetal solo se puede conservar de 

corto a mediano plazo, debido a que constantemente se tiene que cambiar de medio de cultivo y el 

tejido sufre el riesgo de ser contaminado por algún microorganismo (Priyanka et al., 2021). 

Además, conforme pasa el tiempo el cultivo in vitro induce variación somaclonal en las plantas 

(Kaeppler et al., 2000). Es por esto que la crioconservación ha cobrado relevancia, debido a que es 
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un método costo-efectivo y tiene el potencial para conservar el tejido a largo plazo, a una 

temperatura de -196 °C con nitrógeno líquido, donde se detiene toda actividad metabólica y 

división celular (González-Arnao et al., 2014).  

 

 

2.2.1. Crioconservación de Tejidos Vegetales  

 

 

La crioconservación de tejidos vegetales ha sido ampliamente estudiada donde se evalúa el costo, 

efectividad y optimización de protocolos de crioconservación para diversas especies vegetales. 

Dulloo et al. (2009), analizaron el costo del mantenimiento de un banco de plantas de café en 

campo y una colección de semillas de café crioconservadas. Sus resultados indican que la 

crioconservación mostró ser un método costo-efectivo en comparación con los bancos de plantas 

en campo, y su costo disminuye conforme más semillas/tejidos se almacenen por crioconservación.  

Se han generado diversos métodos donde se han obtenido porcentajes de viabilidad altos al final 

de la crioconservación de tejidos vegetales (Souza et al., 2016; Normah et al., 2019), como la 

encapsulación-vitrificación, encapsulación-deshidratación, vitrificación, encapsulación-

vitrificación, desecación, precrecimiento, precrecimiento-desecación y técnica de la microgota 

(García-Águila et al., 2007; Nausch y Buyel, 2021). Sin embargo, existen algunos procedimientos 

dentro del protocolo de crioconservación que pueden provocar algunas alteraciones (Kaity et al., 

2008; Normah et al., 2019).  

 

 

2.2.2. Etapas de la Crioconservación que Provocan Alteraciones al Tejido 

 

 

Desafortunadamente, la crioconservación de los tejidos de las plantas es complicada, ya que la 

viabilidad puede ser baja, causando que la planta no sea viable después del recalentamiento 

(Zakaria et al., 2020). Para contrarrestar esto, se ha implementado el uso de soluciones 

crioprotectoras, deshidratación, diferente velocidad de enfriamiento y pretratamiento de los tejidos. 

Cada planta tiene diferentes propiedades y necesidades al momento de ser manipulada. En caso de 
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no tomar en cuenta los requerimientos de cada planta, el tejido crioconservado estaría expuesto a 

sufrir cambios bioquímicos, fisiológicos y moleculares (Kaity et al., 2008; Nausch y Buyel, 2021). 

Debido a esto, se requiere una optimización del protocolo que sea utilizado, y que se adapte a los 

diferentes tipos de tejido de cada planta.  

 

 

2.2.2.1. Enfriamiento y recalentamiento del tejido. Durante el enfriamiento del tejido en la 

crioconservación, se debe evitar la formación de cristales de hielo. Se ha observado que la 

velocidad de enfriamiento afecta la ósmosis, difusión y formación de cristales de hielo dentro de 

la célula (Christensen y Tiersch, 2005). De igual manera, la temperatura y duración del 

recalentamiento es de relevancia, ya que se ha observado variabilidad genética en dicho paso en 

yemas axilares crioconservadas de vid (Lazo-Javalera et al., 2016). Además, una velocidad rápida 

de enfriamiento evita la formación de cristales de hielo y modificaciones celulares (Nausch y 

Buyel, 2021).  Sin embargo, una velocidad lenta de enfriamiento es mejor para células en 

suspensión (Kaczmarczyk et al., 2012). Esto debido a que, se requiere deshidratar el tejido 

previamente, lo cual lleva sus propias implicaciones, y esto se dificulta en tejidos con una estructura 

más compleja (Gonzalez-Arnao et al., 2014). Principalmente, se ha sugerido que el recalentamiento 

después del enfriamiento, debe ser rápido, donde se coloca el tejido en un baño de agua entre 38 y 

40 ºC o en la solución de descarga a temperatura ambiente. Esto para evitar la recristalización del 

hielo, ya que puede ocurrir la nucleación del hielo si el recalentamiento es lento. Además, el uso 

de una solución de descarga (conteniendo osmo-crioprotectores), después del recalentamiento, 

ayuda a disminuir el riesgo de que el tejido sufra algún estrés osmótico al pasarlo de la solución de 

vitrificación al medio de regeneración después de la crioconservación (Gonzalez-Arnao et al., 

2014; Nausch y Buyel, 2021). Por lo tanto, el mejoramiento de las condiciones de enfriamiento y 

recalentamiento en la crioconservación del tejido de la vid es indispensable, para aumentar la 

viabilidad del tejido.  

 

 

2.2.2.2. Pretratamiento y deshidratación del tejido. La utilización de pretratamientos como la 

aclimatación al frío, inmersión en soluciones concentradas de azúcar y la deshidratación han 

mejorado la supervivencia de los tejidos sometidos a la crioconservación (Kaczmarczyk et al., 
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2012). La aclimatación al frío consiste en exponer el tejido a diferentes temperaturas bajas por un 

tiempo previo a la crioconservación. Esto permite que aumente la tolerancia del tejido al frío y 

sufra menores alteraciones durante el enfriamiento, por la activación de genes que codifican para 

enzimas antioxidantes, lo cual le brinda estabilidad a la membrana celular a bajas temperaturas 

(Baek y Skinner, 2003; Kaczmarczyk et al., 2012). Mientras que, la inmersión en soluciones 

concentradas en azúcar reducen las modificaciones en la membrana celular. Esto se logra gracias 

a que las moléculas de azúcar permiten deshidratación celular y un equilibrio en la membrana (Zhu 

et al., 2006; Kaczmarczyk et al., 2012).  

Posterior a estos tratamientos, generalmente se realiza una deshidratación celular para lograr la 

supervivencia del tejido. La deshidratación previene la formación de cristales de hielo al reducir la 

cantidad de agua residual en la célula. Esto se logra al aumentar la osmolaridad del medio y 

deshidratar la célula, mediante el uso de una campana de flujo laminar o matrices de sílice previo 

al enfriamiento. De tal manera que, la deshidratación reduce el uso de soluciones que 

potencialmente pueden ser tóxicas y promueve el crecimiento del tejido posterior a la 

crioconservación (Nausch y Buyel, 2021). Desafortunadamente, se ha observado que este paso 

provoca un aumento de la concentración del soluto, interrupción en el intercambio iónico y 

alteraciones en las interacciones moleculares, lo que lleva a daño celular (Kaczmarczyk et al., 

2012). En este sentido, Ren et al. (2015) reportaron un aumento en la producción de peróxido de 

hidrogeno y malondialdehído, los cuales son Especies Reactivas de Oxígeno (EROs) que causan 

muerte celular, durante la deshidratación de plántulas de Arabidopsis. Sin embargo, cuando se 

optimizó la etapa de la deshidratación del tejido la producción de EROs disminuyeron. Es por esto 

que, se requieren futuros estudios para optimizar la deshidratación celular y mejorar la calidad del 

tejido crioconservado. 

 

 

2.2.2.3. Compuestos tóxicos de las soluciones de vitrificación. Las soluciones de vitrificación se 

encargan de mantener un estado vítreo en el citoplasma para evitar la formación de hielo intra y 

extracelular (Lazo-Javalera et al., 2017). Dichas soluciones están compuestas de diversas 

sustancias que pueden traspasar la pared celular, no traspasan la pared celular o traspasan tanto la 

pared celular y membrana celular. Los compuestos que son capaces de penetrar la pared celular 

son: oligosacáridos, manitol, aminoácidos y polímeros de bajo peso molecular. Mientras que, los 
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compuestos que no son capaces de penetrar la pared celular son: polímeros de alto peso molecular, 

polisacáridos y proteínas. Mientras que, el glicerol y el dimetilsulfóxido (DMSO) son capaces de 

penetrar la pared y membrana celular. Es posible que los compuestos penetrantes provoquen 

plasmólisis temporal debido a que interaccionan con las moléculas de agua, disminuyendo la 

adhesión entre la pared y membrana celular (Benson, 2008).    

Durante de la crioconservación de tejido vegetal comúnmente se utiliza la solución de vitrificación 

vegetal 2 (PVS2) ó 3 (PVS3), propuestas por Sakai et al. (1990) y Nishizawa et al. (1993), 

respectivamente, para mejorar la preservación del tejido en el proceso de vitrificación. La PVS2 

está compuesta por: glicerol 30% (p/v), etilen-glicol 15% (p/v), DMSO 15% (p/v) y sacarosa 0.4 

M disueltos en medio Murashige & Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962), y ha sido descrita 

como una solución crioprotectora eficiente y es la solución de vitrificación más utilizada (Sakai et 

al., 1990; Normah et al., 2019). Mientras que, la PVS3 contienendo: glicerol 50% (p/v) y sacarosa 

50% (p/v) disueltos en medio MS, y es la segunda solución de vitrificación de elección (Nishizawa 

et al., 1993; Normah et al., 2019). Estas soluciones interactúan con las moléculas de agua mediante 

fuerzas dipolo-dipolo y puentes de hidrógeno, para disminuir la cantidad de moléculas de agua 

libres (Nausch y Buyel, 2021). Jeyanthi et al. (2011) utilizaron el PVS2 para la crioconservación 

de Dendrobium Bobby Messina, y obtuvieron homogeneidad celular y buena viabilidad. Por lo 

que, su uso permite evitar modificaciones celulares y una buena preservación del tejido.  

Desafortunadamente, Raju et al. (2021) mencionan que el glicerol y el DMSO, dos crioprotectores 

penetrantes del PVS2, pueden ser tóxicos y causar modificaciones en algunos tejidos. Además, los 

consideran inadecuados e ineficientes para múltiples tipos de células, debido a que se requieren 

lavados excesivos del tejido para eliminar el residuo de estas sustancias previo al recalentamiento. 

Esto implica una pérdida económica y de tiempo en el proceso de la crioconservación. También, 

se ha observado que la penetración que tiene la solución de vitrificación dentro del tejido es 

directamente proporcional al tiempo de exposición de dicha solución. En algunos casos, una buena 

penetración de la solución de vitrificación ayuda a evitar alteraciones celulares. Sin embargo, 

cuando hay una sobreexposición a estas soluciones es posible que el tejido sufra modificaciones 

celulares por la pérdida excesiva de agua y estrés osmótico, ya que las soluciones de vitrificación 

deshidratan el tejido (Kaczmarczyk et al., 2012; Sakai y Engelmann, 2007). Es por esto, que 

establecer los tiempos de exposición correctos a la solución de crioconservacion puede evitar 

posibles alteraciones celulares.  
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2.3. Alteraciones Ocasionadas por la Crioconservación en Plantas 

 

 

La crioconservación ha sido descrita como una técnica eficaz para la preservación de tejidos de 

diversas plantas, incluyendo la vid (Gonzalez-Arnao et al., 2014; Nausch y Buyel, 2021; Wang et 

al., 2004; Wilkinson et al., 2003). Sin embargo, existen múltiples estudios donde se demuestra que 

puede ocasionar alteraciones moleculares, bioquímicas y fisiológicas (Cuadro 1) (Ganino et al., 

2012; García-Coronado et al., 2016; Lazo-Javalera et al., 2015; Martinez-Montero et al., 2002). 

Además, la crioconservación de la variedad Red Globe de la vid es de importancia. Esto debido al 

gran contenido de flavonoides, fenoles y minerales en sus semillas, que son de gran fundamental 

para la industria farmacéutica y cosmética, además de los posibles efectos positivos en la salud 

(Özcan et al., 2017). Por lo que, existe controversia sobre la eficiencia de la crioconservación y 

justo da origen a la pregunta, ¿qué efectos citotóxicos causa la crioconservación sobre embriones 

cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe?  

 

 

Cuadro 1. Alteraciones ocasionadas por la crioconservación en tejidos vegetales. 

Alteración relacionada con 

crioconservación 
Tejido vegetal Referencia 

Fuga de electrolitos, 

peroxidación de lípidos y un 

incremento de proteínas de 

membrana 

Callos embriogénicos de caña de 

azúcar (Saccharum sp.) 

(Martinez-Montero et 

al., 2002) 

Plasmólisis por la vitrificación 

Puntas de brote de porta injerto de 

Kober 5 BB (cruce entre Vitis 

berlandieri y Vitis riparia) 

(Ganino et al., 2012) 

Variabilidad genética posterior 

al recalentamiento 

Yemas axiliares de vid (V. vinifera L.) 

cv. Flame Seedless 

(Lazo-Javalera et al., 

2016) 

Aumento de malondialdehído 

por la deshidratación 

Yemas axiliares de vid cv. Flame 

Seedless 

(Lazo-Javalera et al., 

2015) 

Alteración en los niveles de 

metilación del ADN por la 

vitrificación 

Embriones cigóticos de la vid cv. Red 

Globe 

(García-Coronado et 

al., 2016) 

 

 

 

 



28 

2.3.1. Alteraciones Bioquímicas 

 

 

Cuando existe la formación de EROs por un proceso de estrés oxidativo, actúan enzimas que 

estabilizan a las EROs para protegerla contra las alteraciones. Algunas de estas enzimas son la 

superóxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la ascorbato peroxidasa (APX) (Elavarthi y 

Martin, 2010). Además, las EROs producen una peroxidación lipídica cuando atacan a los ácidos 

grasos de la membrana celular. Esto provoca una acumulación de malondialdehído (MDA), el cual 

es el producto final de la peroxidación lipídica (Parkhey et al., 2012). Por lo que, un aumento de 

estas enzimas indica la generación de alguna alteración por la presencia de EROs.  

Rahmah et al., (2015), trabajaron con tejido de Brassidium, un género de orquídeas híbrido, 

reportaron un aumento de la actividad de APX y CAT en los procesos de deshidratación y 

vitrificación. Además, se observaron cambios en la estructura celular mediante microscopía 

electrónica durante la exposición a nitrógeno líquido. Esto indica que la deshidratación y 

vitrificación provocan un estrés oxidativo limitando la viabilidad y calidad del tejido. Por otro lado, 

Lazo-Javalera et al. (2015), observaron una disminución en la actividad de SOD y CAT, y un 

aumento en las concentraciones de MDA en el proceso de vitrificación de yemas axilares de la vid 

del cultivar Flame Seedless. Esto se debe a una respuesta enzimática hacia el estrés oxidativo 

causado por la vitrificación. Por esta razón, se requieren futuros estudios que evalúen la actividad 

antioxidante en embriones cigóticos de la variedad Red Globe de vid. Lo anterior, para poder 

confirmar que algunos procesos de la crioconservación pueden provocar alteraciones bioquímicas 

por la formación de EROs. 

 

 

2.3.2. Cambios Moleculares 

 

 

Wilkinson et al. (2003) mencionan que la crioconservación es una técnica adecuada para la 

preservación de tejido de Cosmos atrosanguineus a largo plazo. Además, indican que no se observó 

variabilidad genética en el tejido regenerado después de 12 meses de ser almacenado en nitrógeno 

líquido. Sin embargo, también mencionan que la calidad del tejido regenerado no fue el adecuado. 

Kulus et al. (2019), realizaron un estudio donde evaluaron los efectos que tiene la crioconservación 



29 

sobre plantas mutantes de algunas variedades de la flor Chrysanthemum. Este estudio demostró 

que la crioconservación protege la estructura de cada quimera, pero afecta el crecimiento de la 

planta. De tal manera que, estos dos estudios demuestran que la crioconservación brinda estabilidad 

molecular, pero se obtiene un tejido de baja calidad al ser regenerado.  

A diferencia de los dos estudios anteriores, Kaity et al. (2008) reportan cambios genéticos y 

epigenéticos en tejidos crioconservados de papaya. Así mismo, Lazo-Javalera et al. (2016) 

demuestra en su estudio que la crioconservación causó cambios en la variabilidad genética, 

específicamente durante el enfriamiento y recalentamiento en yemas axilares de la vid. Además, 

García-Coronado et al. (2016) sugieren que la crioconservación y vitrificación generan alteraciones 

en la metilación de ADN y en la regulación de expresión de genes en embriones cigóticos de V. 

vinifera cv. Red Globe. Lo anterior, posiblemente es la causa de que el embrión tenga un bajo 

desarrollo posterior a la crioconservación.  

Por otro lado, la pared celular es una capa resistente y rígida, y, como se describe más adelante, 

está compuesta de celulosa, una matriz de polisacáridos y proteínas estructurales (Carpita y 

Gibeaut, 1993). Las expansinas, son proteínas estructurales de la pared celular que inducen y 

regulan la expansión celular de forma dependiente del pH. Estas proteínas calibran el crecimiento 

inducido por la acidez al reducir los enlaces no covalentes que mantienen las microfibras de 

celulosa en su lugar en la pared celular (Cosgrove, 2005). Existen dos familias de expansinas 

capaces de expandir la pared celular, las α y β-expansinas, siendo las α-expansinas las más 

abundantes (Cosgrove et al., 2002; Cosgrove, 2005; Liu et al., 2019). También, existen las 

expansinas como proteínas A y B, que también se encuentran en bacterias y hongos, y podrían 

ayudar a estos microorganismos a penetrar el tejido vegetal (Cosgrove et al., 2002; Cosgrove, 

2005). Se ha visto que las α-expansinas están relacionadas con el estrés por frío. Esto debido a que 

se ha visto que los genes que codifican para expansinas son inducidos cuando el tejido es expuesto 

a temperaturas bajas (Zhang et al., 2018; Liu et al., 2019). Además, Feng et al. (2019) reportaron 

que la sobrexpresión de una β-expansina de Arabidopsis thaliana, no solo aumentaba el contenido 

de celulosa y lignina, si no aumentaba la tolerancia al estrés por frío al mejorar la regulación 

osmótica y antioxidante. 

Quijada-Rivera (2021), observaron en el análisis transcriptómico en embriones cigóticos de la vid 

cv. Red Globe posterior a la crioconservación, que el gen de la expansina-α1 (EXPA1) fue 

reprimido de manera significativa. Lo cual es de interés, ya que se ha reportado anteriormente que 

los genes de las expansinas son inducidos debido al estrés por frío, lo cual es contrario a lo 
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reportado por Quijada-Rivera (2021). Aún falta explicar a profundidad el modelo de regulación de 

las expansinas (Liu et al., 2019), lo cual ayudará a elucidar la dinámica de la expresión del gen 

EXPA1 a lo largo de todo el proceso de la crioconservación. Por lo tanto, se requieren más estudios 

para confirmar estos cambios moleculares en los tejidos crioconservados de vid.  

 

 

2.3.3. Modificaciones Celulares 

 

 

La integridad celular de las plantas es de gran importancia, ya que la pared celular brinda estructura 

e integridad mecánica a la célula y juega un papel en el crecimiento y diferenciación de tejidos 

(Herrera-Ugbaldo y de Folter 2018). La pared celular está compuesta de una lámina media, middle 

lamella en latín, pared primaria y secundaria (Cosgrove, 2005). La lamela media es una capa 

adhesiva que mantiene unidas a las células. Esta capa está formada principalmente por pectinas, 

uno de los polisacáridos más complejos, y son determinantes para el grosor de la pared celular y el 

tamaño de los poros (Carpita y Gibeaut, 1993; Cosgrove, 2005).  

La pared celular primaria está compuesta por celulosa y de una matriz compleja de polisacáridos, 

como hemicelulosa y pectinas. La celulosa es el polímero más abundante y útil en el planeta, y es 

sintetizada por complejos grandes de membrana (Cosgrove, 2005). La celulosa cristalina 

inicialmente se orienta de manera aleatoria en las células meristemáticas, pero luego las fibras se 

alinean de manera paralela perpendicularmente hacia el eje de elongación (Voiniciuc et al., 2018). 

Por otro lado, la hemicelulosa se une a la celulosa, pero se ramifica y otras modificaciones en su 

estructura impiden que forme microfibras por si sola. Los xiloglucanos y arabinoxilanos son los 

dos tipos de hemicelulosas más abundantes. Las pectinas un grupo complejo de polisacáridos, y 

también se encuentran en la pared celular primaria (Cosgrove, 2005). Estos polisacáridos son 

sintetizados por el aparato de Golgi, igual que las hemicelulosas (Voiniciuc et al., 2018). La pared 

celular secundaria se genera después de que la célula termina de desarrollarse, pero esta estructura 

no está presente en todas las células. Generalmente, está presente en células que requieren de una 

gran resistencia mecánica y refuerzo estructural (Cosgrove, 2005).   

Además, de contener celulosa y la matriz de polisacáridos, la pared celular también está compuesta 

de proteínas estructurales. Como las proteínas ricas en prolina, proteínas ricas en glicina, 

arabinogalactanas y las proteínas ricas en hidroxiprolina, también conocidas como extensinas 
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(Carpita y Gibeaut, 1993). Estas proteínas juegan un papel importante en la elongación de la pared 

celular (Cosgrove et al., 2002). Como se mencionó anteriormente, algunos de los genes que 

codifican para estas proteínas se han visto inducidos por el estrés por frío y reprimidos al final de 

la crioconservación de tejido vegetal (Zhang et al., 2018; Liu et al., 2019; Quijada-Rivera, 2021).           

La membrana celular ó membrana plasmática es otro componente celular importante, ya que se 

encarga de la protección celular y del transporte de nutrientes (Leonard y Hodges, 1980). Está 

compuesta principalmente por proteínas y lípidos, que generaran una distribución de un modelo 

mosaico fluido. Los lípidos de la membrana celular desarrollan un papel importante en la estructura 

de los componentes celulares que regulan la fluidez de la membrana y la transducción de señales. 

La bicapa lipídica está involucrada en la fluidez de la membrana, ya que sus componentes están 

unidos por interacciones no covalentes. Por lo que, la posición tipo y cantidad de los lípidos y 

proteínas puede cambiar (Furt et al., 2011). El transporte de nutrientes y moléculas a través de la 

membrana puede ser pasivo y activo. En el transporte pasivo no se requiere de energía, y puede ser 

a través de la difusión simple o facilitada. En la difusión facilitada, las moléculas atraviesan la 

membrana con la ayuda de poros o proteínas acarreadoras (Leonard y Hodges, 1980). En el 

transporte activo se requiere de energía, ya que las moléculas viajan en contra del gradiente. La 

bomba de protones, H+-ATPasa, es una de las principales proteínas de la membrana que se encarga 

del transporte de iones y metabolitos a través de la membrana, ya que genera una fuerza motriz de 

protones que permite el paso de estas moléculas (Morsomme y Boutry, 2000). Por lo que, los 

componentes de la pared y membrana celular juegan un papel importante en mantener la estabilidad 

e integridad de la célula.    

Se ha observado, que la exposición a bajas temperaturas provoca cambios en el metabolismo de 

los lípidos de la membrana celular (Wang et al., 2019) y degradación de los polisacáridos de la 

pared celular en algunas plantas (Fan et al., 2019). Un estudio realizado por Martínez-Montero et 

al. (2002), indicó que hay fuga de electrolitos, peroxidación lipídica y disminución de proteínas de 

membrana por el enfriamiento en la crioconservación de callos embriogénicos de caña de azúcar. 

Lo anterior, demuestra, las alteraciones que puede generar el enfriamiento durante la 

crioconservación a la integridad celular.  

Zakaria et al. (2020), reportaron que el proceso de deshidratación provoca plasmólisis en orquídeas 

crioconservadas. La plasmólisis es un proceso donde se disminuye el potencial osmótico de la 

célula, donde la pared y membrana celular se separan, causando malformaciones celulares. 

Además, en el mismo estudio se observó una ruptura de las células posterior al enfriamiento, lo 
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cual disminuyó la viabilidad del tejido. La investigación de Ganino et al. (2012) mostró resultados 

similares, ya que también se observó plasmólisis. Sin embargo, la alteración se observó en el 

proceso de vitrificación en puntas de brote del porta injerto Kober 5 BB, el cual es un híbrido entre 

Vitis berlandieri y Vitis riparia.  

En el estudio de Ganino et al. (2012) se utilizó la PVS2, la cual contiene DMSO y glicerol. Como 

se mencionó anteriormente, estas dos sustancias pueden ser tóxicas para el tejido y causar 

modificaciones. Debido a que se utilizó un género igual que la vid en este estudio, existe la 

posibilidad que el proceso de vitrificación provoque la misma alteración en la variedad Red Globe 

de la vid. Además, considerando los hallazgos de los otros estudios, la crioconservación podría 

provocar deshidratación celular y lesiones por la exposición a NL en la membrana celular de 

embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe (Figura 5). De tal manera que, se podría 

observar la formación de especies reactivas de oxígeno, fuga de electrolitos, degradación de 

fosfolípidos, plasmólisis y disminución del contenido de proteínas y polisacáridos de la membrana 

celular. De ahí que, es necesario realizar estudios histológicos a embriones cigóticos de vid del 

cultivar Red Globe, ya que no existen reportes dónde se describan las modificaciones que puede 

provocar la crioconservación a la integridad celular de vid. 

 

 

 
Figura 5. Posibles modificaciones celulares que podrían provocar algunos pasos en el proceso de 

la crioconservación. ERO: especies reactivas de oxígeno. MDA: malondialdehído. (Creado con 

BioRender.com) 
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Los diversos efectos negativos que se han descrito por la crioconservación en tejidos de la vid y 

otras plantas tienen cierta relación. Como se mencionó previamente, Lazo-Javalera et al. (2015; 

2016) observaron un aumento de MDA y cambios en la variabilidad genética durante el 

recalentamiento en yemas axilares de la vid cultivar Flame Seedless. Mientras que, Rahmah et al. 

(2015) reportaron un aumento de las enzimas APX y CAT, y cambios estructurales por el estrés 

osmótico causado por la deshidratación en tejido de orquídeas. Los demás estudios antes 

mencionados solo se enfocaron en identificar un tipo de modificación, ya sea que fuera fisiológico, 

bioquímico o molecular. Lo cual, no excluye la posibilidad de que esté presente otro tipo de 

alteración que sea causada por la crioconservación. Por lo anterior, es imperativo realizar estudios 

enzimáticos, histológicos y moleculares sobre los efectos que tiene la crioconservación en el tejido 

de la vid y otras plantas. 

 

 

2.4. Análisis Histológicos para la Identificación de Cambios Celulares Relacionados con 

Crioconservación 

 

 

2.4.1. Estudios Histológicos en Tejidos Vegetales Crioconservados 

 

 

Existen múltiples estudios donde han utilizado diversas tinciones en cortes histológicos para la 

identificación de cambios celulares ocasionados por la crioconservación u otros procesos (Cuadro 

2). Suzuki et al. (1998) fue el primer estudio reportado en este tópico, donde el análisis histológico 

reveló que solo algunas células ubicadas en el primordio foliar y en el meristemo apical de 

segmentos nodales de Asparagus officinalis L., lograron sobrevivir el protocolo de 

crioconservación implementado. Además, existe la posibilidad que haya ocurrido una 

desorganización y/o cambios fisiológicos en las células supervivientes de los segmentos nodales 

crioconservados, responsables de la formación de raíces, como consecuencia de la 

crioconservación. Similarmente, en el estudio realizado por Lambardi et al. (2000), donde se 

analizó mediante histología los cambios presentes en puntas de brote crioconservadas de Populus 

alba L., se reportó que las células ubicadas en el meristemo apical no sufrieron alguna alteración. 
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Sin embargo, las células ubicadas en las hojas axilares jóvenes presentaron rupturas, pero esto 

afectó poco la regeneración del tejido. Esto muestra que la ubicación de las células dentro del tejido 

tiene relevancia en cuando a la viabilidad que van a tener posterior a la crioconservación. 

 

 

Cuadro 2. Hallazgos histológicos en tejidos vegetales crioconservados. 

Especie Tejido 
Colorante 

(tinción) 
Hallazgos Histológicos Referencia 

Asparagus 

officinalis L. 

cv. Mary 

Washington 

500W 

Segmentos 

nodales 

(Tamaño: 5 

mm) 

Paragon 

Multiple 

Stain 

 

Supervivencia de células ubicadas en el 

primordio foliar y en el meristema apical 

de segmentos nodales. Posible 

desorganización y/o cambios fisiológicos 

de células responsables de la formación de 

raíces. 

Suzuki et al., 

1998 

Populus alba 

L. 

Puntas de 

brote 

(Tamaño 1-

2 mm) 

PAS + 

anilina azul 

negro 

Las hojas axilares jóvenes sufrieron 

alteraciones como rupturas, mientras que 

las células en el meristemo apical 

estuvieron libres de cambios. 

Lambardi et 

al., 2000 

Citrus 

clementina 

Embriones 

somáticos 

(Tamaño: 

0.4-0.5 

mm) 

PAS La encapsulación-deshidratación aumento 

la presencia de polisacáridos, lo cual 

aumento la viabilidad del tejido. 

González-

Arnao et al., 

2003 

Dendrobium 

Bobby 

Messina 

PLBs 

(Tamaño: 

3-4 mm) 

Safranina + 

verde rápido 

El protocolo de crioconservación provoco 

ruptura de la pared celular, núcleos más 

voluminosos, citoplasmas más densos y 

células más homogéneas entre sí. Lo cual 

ocasionó la presencia de plasmólisis, 

encogimiento del núcleo y ruptura de la 

pared y membrana celular. 

Jeyanthi et 

al., 2011 

Dioscorea 

alata 

Puntas de 

brote 

(Tamaño: 

1- 2 mm) 

PAS + 

anilina azul 

negro 

Los procesos de osmoprotección, 

deshidratación y la crioconservación del 

tejido provoca plasmólisis, disminución 

de la relación núcleo-citoplasma y 

aumento del contenido de proteínas.  

En el tejido crioconservado que fue 

regenerado, las células ubicadas en el 

meristemo obtuvieron sus características 

originales con algunos gránulos de 

almidón.  

Barraco et 

al., 2014 
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Cuadro 2. Hallazgos histológicos en tejidos vegetales crioconservados (continuación). 

Especie Tejido 
Colorante 

(tinción) 
Hallazgos Histológicos Referencia 

Brassidium 

Shooting Star 

PLBs 

(Tamaño: 

1-4 mm) 

Safranina + 

verde rápido 

Aumentar la concentración de sacarosa y 

no utilizar una solución de descarga 

aumenta el grado de contracción y 

modificaciones celulares.  

Utilizar PVS3 por largos periodos de 

tiempo provoca plasmólisis, pero la 

alteración es más severa al no utilizar la 

solución. 

La crioconservación y precultivo mayor a 

24 h provoca alteraciones celulares y 

síntomas de plasmólisis. 

Mubbarakh 

et al., 2014 

Malus 

domestica 

(Borkh.) 

Puntas de 

brote 

(Tamaño: 

2-3 mm) 

Azul de 

toluidina 

(0.1%) 

Las células ubicadas en el domo apical 

tienen mayor capacidad de sobrevivir 

posterior a la exposición a NL, en 

comparación con las células en los 

primordios foliares. 

Li et al., 

2015 

Citrus 

limon ‘Eureka 

lemon’ 

Puntas de 

brote 

(Tamaño: 

3-5 mm) 

Stevenel's 

Blue 

Pocos cambios celulares visibles. Solo 

algunas células de mayor tamaño ubicadas 

en las regiones bajas del tejido 

presentaron plasmólisis. 

Volk et al., 

2017 

Passiflora 

pohlii Mast.  

Puntas de 

raíz 

(Tamaño: 1 

cm) 

PAS + 

anilina azul 

negro 

El uso de PVS2 y PVS3 provocó 

plasmólisis, pero disminuyó 

significativamente 7 días después del 

recalentamiento. No se observó la 

presencia de plasmólisis 30 días después 

del recalentamiento. 

Simão et al., 

2018 

Vitis vinifera 

cv. Riesling 

Puntas de 

brote 

(Tamaño: 1 

mm) 

Azul de 

metileno 

PVS2 provocó plasmólisis sobre las 

células de la corteza vacuolar, pero la 

exposición a PVS2 y NL causó disrupción 

de la membrana celular. Las células del 

meristema apical y lateral no sufrieron 

algún cambio por el uso de PVS2 ó NL. 

Bettoni et al., 

2019 

Tarenaya 

rosea 

Raíz 

(Tamaño: 

0.3-0.4 cm) 

PAS + 

anilina azul 

negro 

Sudan IV 

Rutenio rojo 

Lugol 

Cloruro 

férrico 

El espacio intercelular aumentó durante la 

crioconservación. El uso de la solución de 

carga y PVS3 provocaron plasmólisis. 

Mientras que la solución de descarga 

disminuyó el grado de plasmólisis. 

Se observó la presencia de polisacáridos, 

proteínas, lípidos y pectinas en el espacio 

intercelular.  

Da Silva 

Cordeiro et 

al., 2020 

Oncidium 

Golden 

Anniversary 

PLBs  PAS + 

anilina azul 

negro 

La osmoprotección y deshidratación del 

tejido provocó plasmólisis, y la 

exposición a NL y el recalentamiento 

causaron ruptura y colapso de las células 

meristemáticas. 

Zakaria et 

al., 2020 

PLBs: Cuerpos similares a protocormos. PVS2: Solución de vitrificación vegetal 2. PVS3: 
Solución de vitrificación vegetal 3. NL: Nitrógeno líquido. PAS: Ácido periódico de Schiff. 
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González-Arnao et al. (2003), mostraron que la viabilidad de embriones somáticos de cítricos 

crioconservados aumentaba gracias a la acumulación de polisacáridos, siendo un efecto secundario 

causado por la encapsulación-deshidratación del tejido. Esto es ocasionado por la acumulación de 

sacarosa durante la encapsulación-deshidratación, lo cual permite que el tejido soporte el 

enfriamiento y deshidratación a lo largo del protocolo de crioconservación. Por otro lado, Jeyanthi 

et al. (2011), analizaron histológicamente PLBs de Dendrobium Bobby Messina crioconservados. 

Este estudio reveló que las células crioconservadas sufrieron ruptura de la pared celular, núcleos 

más voluminosos y citoplasmas más densos. Esto viene siendo indicativo de la presencia de 

plasmólisis, encogimiento del núcleo y ruptura de la pared y membrana celular, como consecuencia 

del protocolo de crioconservación utilizado. 

Barraco et al. (2014), en su estudio histológico en puntas de brote de Dioscorea alata 

crioconservadas mediante encapsulación-deshidratación, reportaron algunas alteraciones que 

ocasionan ciertos procesos de su protocolo de crioconservación. Primeramente, observaron la 

presencia de plasmólisis en las células de los controles del precultivo, osmoprotección y 

deshidratación, pero el grado de plasmólisis fue significativamente mayor en los últimos dos 

procesos. En el tejido crioconservado el grado de plasmólisis fue similar al del control de 

osmoprotección y deshidratación. Además, la relación núcleo-citoplasma disminuyó y el contenido 

de proteínas aumentó debido los procesos de osmoprotección, deshidratación y exposición a NL. 

A pesar de las modificaciones presentes al tejido crioconservado, se logró observar en el tejido 

colocado en medio de regeneración por 30 días posterior a la crioconservación, fue capaz de 

regenerarse donde las células ubicadas en el meristema obtuvieron sus características originales. 

Mubbarakh et al. (2014), analizaron los efectos de la crioconservación en PLBs de Brassidium 

Shooting Star utilizando PVS3 como crioprotector. Su estudio demostró, que el uso de una solución 

de sacarosa con una concentración mayor a 0.25 M y ausencia del uso de la solución de descarga, 

provoca contracción celular y ruptura de la pared celular. Además, al exponer el tejido a la PVS3 

por un largo periodo de tiempo aumentaba el grado de plasmólisis, pero se ocasionaba una 

plasmólisis más severa al no implementar PVS3 en el protocolo de crioconservación. Las células 

expuestas al medio de precultivo y crioconservadas por un periodo mayor a 24 h, presentaron 

cambios celulares y síntomas de plasmólisis, como contracción nuclear, ruptura de la pared celular, 

citoplasmas teñidos ligeramente y ausencia de núcleos. 

Li et al. (2015), Suzuki et al. (1998) y Lambardi et al. (2000), mostraron que las células ubicadas 
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en el domo apical tienen mayor capacidad de sobrevivir a la exposición a NL, en comparación con 

las células ubicadas en los primordios foliares. Contrario a los hallazgos de estos autores, Volk et 

al. (2017) observaron muy pocos cambios en las células de puntas de brote de Citrus limon ‘Eureka 

lemon’ expuestas a NL; si existían algunas células de mayor tamaño que presentaban plasmólisis, 

ubicadas en las regiones bajas del tejido, pero esto sigue siendo una diferencia a lo reportado en 

otros estudios. Volk y colaboradores, le adjudican este hallazgo a que las puntas de brote que no 

sufrieron algún cambio, ya que le brindaron los nutrientes necesarios desde el microinjerto al 

meristema en crecimiento.    

Simão et al. (2018), realizaron un análisis histológico en puntas de raíz de Passiflora pohlii Mast. 

crioconservadas. Determinaron que el uso de los crioprotectores, PVS2 y PVS3, provocaron 

plasmólisis sobre las células, principalmente a las células corticales. Sin embargo, las células eran 

capaces de regenerarse. Esto debido a que siete días después del recalentamiento, el grado de 

plasmólisis había disminuido significativamente, y para el día 30, posterior al calentamiento, la 

presencia de plasmólisis había desaparecido, con la excepción de las células ubicadas en la 

epidermis. De manera semejante, Bettoni et al. (2019) reportaron que el uso de PVS2 provoca 

plasmólisis sobre las células de la corteza vacuolar, y disrupción de la membrana celular en células 

de la corteza expuesta a PVS2 y NL, esto en puntas de brote de V. vinifera cv. Riesling. Por otro 

lado, las células ubicadas en el meristema apical y lateral no sufrieron algún cambio debido al uso 

de PVS2 ó la exposición a NL. A pesar de las alteraciones observadas en las otras células, las 

puntas de brote mostraron algún tipo de crecimiento a los 6 días de regeneración. 

Da Silva Cordeiro et al. (2020), detectaron que el uso de la solución de carga y PVS3 provoca 

plasmólisis sobre las células de raíz de Tarenaya rosea, pero el grado de plasmólisis disminuía al 

implementar la solución de descarga. Además, durante el protocolo de crioconservación el espacio 

intercelular fue aumentando, y se detectó la presencia de polisacáridos, proteínas, lípidos y pectinas 

dentro del espacio intercelular. Por otro lado, Zakaria et al. (2020) analizaron los cortes 

histológicos de PLBs de Oncidium Golden Anniversary. Resaltaron que la viabilidad de los PLBs 

se vio afectada por la presencia de plasmólisis y ruptura celular. Esto viene como consecuencia del 

uso del medio de osmoprotección y deshidratación, los cuales provocaron un aumento del grado 

de plasmólisis. También por la exposición a NL y el recalentamiento, ya que causaron ruptura y 

colapso de las células meristemáticas.  

Estos estudios demuestran la relevancia que tiene la exposición del tejido a soluciones de carga, 
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osmoprotectores, deshidratación, crioprotectores, nitrógeno líquido, recalentamiento, soluciones 

de descargas, en cuanto al tipo de modificación que pueden provocar. Además, la ubicación de las 

células en el tejido también es importante. Esto debido a que, se observó en algunos estudios que 

las células ubicadas en el meristemo apical tenían mayor resistencia contra los cambios causados 

por la crioconservación en comparación con las células ubicadas en los primordios foliares (Suzuki 

et al., 1998; Lambardi et al., 2000; Li et al., 2015). Por lo tanto, los hallazgos de estos análisis 

histológicos permitieron identificar las modificaciones celulares que provocan ciertos pasos de la 

crioconservación. Esto va a permitir generar un protocolo óptimo de crioconservación para los 

tejidos y especies de cada estudio mencionado, lo cual es lo que se espera obtener a partir de este 

trabajo. 

 

 

2.4.2. Tinciones para el Análisis Histoquímico de Tejidos Vegetales Crioconservados 

 

 

Las tinciones para el análisis histoquímico de tejidos vegetales criconservados serían de utilidad 

debido a que las células en su pared y membrana celular están compuestas de algunos polisacáridos, 

y son estructuras que usualmente sufren alteraciones durante la crioconservación (Kaczmarczyk et 

al., 2012). La pared celular está compuesta de diversos polisacáridos como la celulosa, pectinas 

hemicelulosa y xiloglucanos. En situaciones de estrés, usualmente estos componentes se 

disminuyen (Martinez-Montero et al., 2002). Además, durante la crioconservación el tejido es 

expuesto a diversas soluciones que contienen algunos polisacáridos, como las soluciones 

crioprotectoras, soluciones de carga y descarga. En este sentido, sería pertinente conocer el 

comportamiento de la célula y la distribución de sus polisacáridos al estar expuesta a dichas 

sustancias. 

Como se ha mencionado, un componente de la célula que es propenso de sufrir alguna alteración 

por la crioconservación es la pared celular, usualmente se presenta ruptura de la pared celular. La 

celulosa es el polisacárido más abundante en la pared celular y le brinda fuerza y resistencia 

(Carpita y Gibeaut, 1993). Siendo esta la función de la celulosa, es importante analizar la dinámica 

de este polisacárido durante el proceso de crioconservación. Además, otro cambio que es común 

que afecte la pared y membrana celular es la plasmólisis, lo cual conduce a la ruptura de la pared 
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celular (Barraco et al., 2014; Bettoni et al., 2019; Da Silva Cordeiro et al., 2020; Mubbarakh et al., 

2014; Simão et al., 2018; Volk et al., 2017; Zakaria et al., 2020).  

Se ha utilizado el ácido periódico de Schiff (PAS), para teñir los polisacáridos en los cortes 

histológicos (Barraco et al., 2014; Da Silva Cordeiro et al., 2020; González-Arnao et al., 2003; 

Lambardi et al., 2000; Simão et al., 2018; Zakaria et al., 2020). El uso de esta tinción permitió 

visualizar el grado de plasmólisis y aumento de polisacáridos causado por la crioconservación (Da 

Silva Cordeiro et al., 2020). Herrera-Ugbaldo y de Folter (2018), realizaron un estudio donde 

utilizaron azul de toluidina, rojo congo y PAS para analizar la calidad general de la pared celular y 

la distribución de los polisacáridos. En dicho estudio, el azul de toluidina, rojo congo y PAS se 

emplearon para evaluar el grado de plasmólisis, distribución de celulosa y polisacáridos en general, 

respectivamente.  

El azul de toluidina es un colorante metacromático básico de tiazina con alta afinidad por los 

componentes ácidos del tejido, por lo que tiñe los tejidos ricos en ADN y ARN (Sridharan y 

Shankar, 2012). Mientras que, el rojo congo es un colorante a base de bencidina y se logra unir a 

la superficie de la celulosa por medio interacciones electrostáticas entre el grupo trióxido de azufre 

(-SO3
-) del rojo congo y el grupo OH de la celulosa. También, se logra la unión por medio de 

enlaces de hidrógeno entre el grupo amino (-NH2) del rojo congo y el átomo de oxígeno del éter 

de la celulosa (Samiey y Dargahi, 2010). Por otro lado, la tinción de PAS consiste en exponer el 

corte histológico al ácido periódico. El cual es un agente oxidante y al oxidar grupos químicos en 

el tejido produce aldehído. Este compuesto puede ser identificado al convertirlo en un complejo 

con la solución de Shiff, generando un color rojo magenta brillante (Hale, 1957). Como se 

mencionó anteriormente, estas tinciones han sido empleadas satisfactoriamente para analizar el 

grado de plasmólisis, celulosa y polisacáridos de tejidos vegetales. Por lo tanto, todas las tinciones 

que se mencionaron son útiles para analizar la presencia de alguna modificación celular como 

consecuencia de la crioconservación de vid. 
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3. HIPÓTESIS 

 

 

El proceso de crioconservación provoca alteraciones moleculares y celulares en la pared y 

membrana celular de embriones cigóticos de Vitis vinifera L. cv. Red Globe. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo General 

 

 

Identificar alteraciones moleculares y cambios en las estructuras celulares ocasionadas durante el 

proceso de crioconservación en embriones cigóticos de Vitis vinifera L. cv. Red Globe. 

 

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

 

• Realizar la crioconservación de embriones cigóticos de la vid de la variedad Red Globe. 

• Determinar la viabilidad y regeneración a plántulas de los embriones cigóticos de la vid durante 

el proceso de crioconservación. 

• Analizar los componentes y la integridad de la pared y membrana celular de los embriones 

cigóticos de la vid durante el proceso de crioconservación mediante histología. 

• Cuantificar la expresión del gen expansina-α1 de los embriones cigóticos de la vid durante las 

diferentes etapas del proceso de crioconservación. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

5.1. Protocolo de Crioconservación de Vid 

 

 

5.1.1. Preparación del Material Vegetal 

 

 

El experimento se realizó con embriones cigóticos obtenidos de semillas de uva de la variedad Red 

Globe. Dicha fruta se obtuvo en cajas con aproximadamente 10 kg de fruta del mercado de abasto 

y de establecimientos comerciales locales de la ciudad de Hermosillo, Sonora. Antes de manipular 

las uvas, estas fueron lavadas con agua destilada y con jabón (detergente en polvo 123 Maxi Efecto, 

marca Henkel), y enjugadas con agua destilada estéril tres veces. 

Posteriormente, se extrajeron las semillas de la pulpa de las bayas y se colocaron dentro de una 

caja Petri estéril. Después, se realizó una prueba de viabilidad de semillas mediante flotación 

(Ugbede y Hamadina, 2018) en agua destilada, para separar las pseudo-semillas de las semillas 

llenas. Las semillas que flotaron se desecharon, y las que se sumergieron en el agua fueron lavadas 

con agua destilada y con jabón tres veces. Luego, las semillas se desinfectaron con etanol al 70% 

(v/v) por 1 min, después con hipoclorito de sodio al 1.5% durante 7 min, y finalmente se enjuagaron 

con agua destilada estéril tres veces. 

 

 

5.1.2. Extracción de Embriones Cigóticos de Vid 

 

 

Esta actividad se realizó dentro de una campana de flujo laminar (Horizontal Laminar Flow 

Cabinet, Esco Airstream®) bajo condiciones estériles con la ayuda de un bisturí y un estereoscopio 

(Daigger Scientific Inc.). En caso de ser necesario, las semillas se colocaron dentro de medio 

Murashige & Skoog para su maduración antes del tratamiento con ácido giberélico. Después, las 

semillas se trataron con 1000 ppm de ácido giberélico por 24 h a 25 °C para detener la dormancia 
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del embrión, con la excepción del tratamiento control que no recibió algún tratamiento. Al finalizar 

el tratamiento con ácido giberélico, las semillas fueron diseccionadas con la ayuda del bisturí y el 

estereoscopio dentro de la campana de flujo laminar. Posteriormente, se extrajeron los embriones 

(longitud aproximada de 1 a 3 mm) de cada semilla, y se colocaron dentro de tubos estériles de 2 

mL para realizar la vitrificación.  

Previo al tratamiento con ácido giberélico, se dividieron 1500 embriones en 15 tubos eppendorf, y 

estas réplicas se utilizaron como control + (T1) (sin algún tratamiento). Tres réplicas se 

sumergieron en solución fijadora de tejidos para los análisis histológicos, y las otras 12 réplicas se 

utilizaron para los análisis de viabilidad y expresión génica. Réplicas similares se utilizaron en los 

demás tratamientos: control - NL (T2) (exposición a nitrógeno líquido); exposición a PVS2 (T3); 

exposición a PVS2 y nitrógeno líquido (T4) (PVS2+NL); exposición a PVS2, nitrógeno líquido y 

recalentamiento (T5) (PVS2+NL+RC); exposición a PVS2, nitrógeno líquido, recalentamiento y 

solución de descarga (T6) (PVS2+NL+RC+SD) (Cuadro 3). 

 

 

Cuadro 3. Distribución de muestras para los análisis de viabilidad, histología y expresión génica. 

Cada réplica contiene 5 (*) ó 100 (⸸) embriones cigóticos de vid de la variedad Red Globe. 

 

 

 

Tratamientos 

Análisis 

Total de 

réplicas 
Viabilidad 

con cloruro 

de tetrazolio* 

Viabilidad por 

regeneración 

de plántulas* 

Histología ⸸ 
Expresión 

génica ⸸ 

T1: Control + (sin 

tratamiento) 
5 réplicas 5 réplicas 3 réplicas 2 réplicas 

15 

réplicas 

T2:   Control – (NL)  5 réplicas 5 réplicas 3 réplicas 2 réplicas 
15 

réplicas 

T3:  Tratamiento con 

PVS2 
5 réplicas 5 réplicas 3 réplicas 2 réplicas 

15 

réplicas 

T4: PVS2 + NL 5 réplicas 5 réplicas 3 réplicas 2 réplicas 
15 

réplicas 

T5: PVS2 + NL+RC  5 réplicas 5 réplicas 3 réplicas 2 réplicas 
15 

réplicas 

T6: PVS2 + 

NL+RC+SD 
5 réplicas 5 réplicas 3 réplicas 2 réplicas 

15 

réplicas 
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5.1.3. Crioconservación por Vitrificación 

 

 

Antes de iniciar este proceso, los embriones se separaron en tres réplicas colocando 100 embriones 

por réplica durante cada etapa de la crioconservación para cada análisis. Las condiciones de 

vitrificación se realizaron de acuerdo a lo descrito por García-Coronado et al. (2016). Se utilizó la 

PVS2, que contiene 30% (p/v), glicerol, 15% (p/v) etilenglicol y 15% (p/v) DMSO en medio MS 

con 0.4 M sacarosa a un pH de 5.8 (Sakai et al., 1990). Los embriones (15 réplicas con 100 

embriones cada una) se sumergieron en PVS2 al 50% por 10 min a 25 °C y después en PVS2 al 

100% por 10 min a 4 °C. Al finalizar la exposición a PVS2, los embriones se lavaron con agua 

destilada para eliminar el exceso de PVS2. Luego, tres réplicas se sumergieron en solución fijadora 

de tejidos que se utilizaron para los análisis histológicos y las otras 12 réplicas fueron destinadas 

para los análisis de viabilidad y expresión génica. 

Posteriormente, durante la vitrificación los demás embriones tratados con PVS2 (15 réplicas con 

100 embriones cada una) se sumergieron en nitrógeno líquido a -196 °C durante 30 min (Cuadro 

3). Inmediatamente después de este tiempo, tres réplicas se sumergieron en solución fijadora de 

tejidos que se utilizaron para los análisis histológicos, y las otras 12 réplicas fueron empleadas para 

los análisis de viabilidad y expresión génica. 

Los embriones (control negativo) destinados para el tratamiento sólo con nitrógeno líquido (15 

réplicas con 100 embriones cada una) fueron expuestos a nitrógeno líquido a -196 °C durante 30 

min. Al finalizar los 30 min de exposición a NL, tres réplicas se sumergieron en solución fijadora 

de tejidos para los análisis histológicos y las otras 12 réplicas fueron empleadas para los análisis 

de viabilidad y expresión génica (Cuadro 3). 

 

 

5.1.4. Recalentamiento 

 

 

Al finalizar los 30 min de almacenamiento en nitrógeno líquido, los embriones (15 réplicas con 

100 embriones cada una) se recalentaron a 38 °C en baño de María por tres minutos, y se eliminó 

la solución PVS2 restante mediante tres lavados con agua destilada estéril por 1 min. Tres réplicas 
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fueron sumergidas en solución fijadora de tejidos para los análisis histológicos y las otras 12 

réplicas se utilizaron para los análisis de viabilidad y expresión génica (Cuadro 3).  

Finalmente al último tratamiento, posterior al recalentamiento del tejido se utilizó la solución de 

descarga, que se compone de sacarosa al 1.2 M, a temperatura ambiente por 10 min. Tres réplicas 

fueron sumergidas en solución fijadora de tejidos para los análisis histológicos y las otras 12 

réplicas se utilizaron para los análisis de viabilidad y expresión génica (Cuadro 3). 

 

 

 

5.2. Análisis de Viabilidad de los Embriones 

 

 

5.2.1. Análisis de Viabilidad Mediante Cloruro de Tetrazolio 

 

 

Todos los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5 y T6) fueron expuestos a la solución de cloruro de 

2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), para realizar el análisis de viabilidad de acuerdo a la metodología 

descrita por García-Coronado et al. (2016) y De Souza Grzybowski et al. (2012). Primero, los 

embriones se colocaron sobre papel filtro (VWR Brand 11 cm) impregnado con 5 mL de TTC al 

1% dentro de cajas petri con un tiempo de incubación de 24 h a 30 °C en obscuridad. Después, la 

solución de TTC se eliminó y los tejidos se lavaron con agua destilada estéril. Posteriormente, los 

embriones se observaron bajo un estereoscopio para visualizar el desarrollo del formazán (color 

rojo) el cual es indicador de viabilidad. Finalmente, el porcentaje de viabilidad se calculó mediante 

la siguiente fórmula (1):  

 

 

% 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
(# 𝑑𝑒 𝑒𝑚𝑏𝑟𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠×100)

5
           (1) 

 

 

donde # de embriones viables corresponde al número de embriones que desarrollaron un color rojo 

en el T1, T2, T3, T4, T5 ó T6. 
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5.2.2. Regeneración de Plántulas 

 

 

La metodología que se utilizó en este paso se realizó de acuerdo a lo descrito por García-Coronado 

et al. (2016). Dentro de una campana de flujo laminar horizontal, todos los embriones de los seis 

tratamientos destinados para este ensayo se colocaron dentro de un medio de cultivo para inducir 

la germinación. Él medio de germinación contenía medio MS suplementado con 0.035 mg de ácido 

giberélico, 50 mg de mio-inositol, 50 mg de hidrolizado de caseína, 30 g de sacarosa, 8 g de agar 

y 3 g de carbón activado por litro de agua desionizada (García-Coronado et al., 2016). Los 

embriones fueron incubados a 26 °C con un fotoperíodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad por 6 

semanas en una cámara de crecimiento. Los resultados se expresaron en porcentaje de plántulas 

regeneradas, de acuerdo a la cantidad de plántulas que desarrollaron crecimiento en cada 

tratamiento.  

 

 

5.3. Análisis Histológico de la Membrana y Pared Celular 

 

 

5.3.1. Preparación de los Cortes Histológicos 

 

 

De acuerdo a la metodología reportada por Zakaria et al. (2020), se realizaron los estudios 

histológicos con algunas modificaciones para todas las réplicas de los diferentes tratamientos. 

Primero, los tejidos de cada réplica trataron con una solución de fijación por siete días, que contiene 

una proporción de 10:1:2:7 de alcohol etílico al 95%, ácido acético glacial, formaldehído y agua, 

respectivamente. Después, los tejidos se deshidrataron con soluciones de etanol de 50, 70, 85, 98 

y 100% (dos veces cada concentración) por 10 minutos. Luego, los tejidos fueron expuestos a 

xileno hasta tornarse transparentes. Posteriormente, los tejidos fueron colocados dentro de una 

mezcla de xileno y parafina por 30 min en un horno a 70 °C. Al retirar los tejidos del horno, estos 

se trataron con parafina por una hora a 70 °C antes de pasarlos a un molde. Se utilizó una estación 

de inclusión de parafina (Leica) para realizar la formación de los bloques. Al formar los bloques 

de parafina con la muestra, estos se colocaron dentro del congelador a -20 °C durante la noche.  
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Al siguiente día, los bloques fueron seccionados a 10µm con un micrótomo rotatorio (CUT 5062, 

SLEE medical GmbH) hasta obtener una tira delgada. Los cortes se montaron sobre un portaobjetos 

en un baño de agua tibia. Finalmente, los portaobjetos se dejaron secar durante la noche en un 

horno a 40 °C. 

 

 

5.3.2. Tinción de Tejidos 

 

 

Al eliminar la parafina del portaobjetos con xileno, se realizó la tinción del corte histológico. Se 

utilizó la tinción de azul de toluidina (0.06% en agua destilada) para teñir la pared celular y poder 

visualizar el grado de plasmólisis, PAS para teñir polisacáridos en general y rojo congo (0.5% en 

agua destilada) para teñir la celulosa. 

 

 

5.3.3. Análisis de Imagen 

 

 

Todas las observaciones y capturas de imágenes de los cortes histológicos se realizaron con un 

microscopio óptico (DM750, Leica) con una cámara adaptada al microscopio (VE-LX1800, 

VELAB™) a un aumento de 100x. Las imágenes fueron tomadas de la región del hipocótilo del 

embrión cigótico, que es la parte donde menor manipulación y daño mecánico se le ocasiona al 

tejido. El procesamiento de la imagen y la cuantificación del porcentaje de plasmólisis que se 

observa con la tinción de azul de toluidina en los cortes histológicos se llevaron a cabo con el 

software ImageJ versión 1.53j. En la imagen se midió el área de la superficie y del citoplasma de 

cinco células por sección en tres secciones diferentes en cada imagen de cada tratamiento (Barraco 

et al., 2014). El cálculo del porcentaje de plasmólisis se realizó con la fórmula (2):   

 

 

% 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑜𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 = 100 − [(á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑐𝑖𝑡𝑜𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 ÷ á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎) × 100]           (2) 
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donde área del citoplasma y de la célula corresponde al área medida con el programa ImageJ en las 

imágenes de los cortes histológicos teñidos con la tinción azul de toluidina del T1, T2, T3, T4, T5 

ó T6. 

 

 

5.4. Análisis de Expresión Génica 

 

 

La extracción de ARN total se realizó con el método de Hot Borate (Wan y Wilkins, 1994), y la 

síntesis del ADN complementario con el kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-

PCR (Invitrogen). Se cuantificó la expresión del gen EXPA1 (ID Ensembl plant 

VIT_01s0026g02620) mediante RT-qPCR con el kit Luna Universal Probe qPCR Master Mix 

(New England Biolabs) en el equipo QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR Systems (Applied 

Biosystems), con el gen constitutivo GAPDH (GenBank CB973647) como control interno. Los 

primers del gen constitutivo y la EXPA1 (GAPDH, Sentido: 

5’TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA3’, Antisentido: 5’CCACAGACTTCATCGGTGACA3’; 

EXPA1, Sentido: 5’TCAATGCAAAGCGTCTTGACCTC3’, Antisentido: 

5’AGCCACCTCTTGAAACCACCTC3’), se diseñaron utilizando el programa QuantPrime 

(Arvidsson et al., 2008). Finalmente, el análisis de expresión relativa se llevó a cabo con el método 

de Livak (2−ΔΔCT) (Livak y Schmittgen, 2001). 

 

 

5.5. Análisis Estadístico 

 

 

Los resultados obtenidos de los estudios de viabilidad e histología se evaluaron mediante análisis 

de varianza de una vía en base a un diseño completamente al azar con un nivel de significancia del 

95%. Las variables respuesta fueron: el porcentaje de viabilidad del análisis con TTC, el porcentaje 

de plántulas regeneradas, la expresión del gen EXPA1 y el porcentaje de plasmólisis, de acuerdo a 

los diferentes tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5 y T6). En caso de existir diferencias significativas, 

se realizó la prueba de comparación de medias por el método de Tukey-Kramer. Todos los datos 

se analizaron con el paquete estadístico NCSS (Statistical Number System, Kaysville UTA, EUA; 

versión 2021, v21.0.2).   
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

6.1. Análisis de Viabilidad en Embriones Cigóticos de Vid Durante la Crioconservación 

 

 

La viabilidad de los embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe se vio afectada por 

diferentes etapas del protocolo de crioconservación. En el análisis de viabilidad con cloruro de 

tetrazolio (TTC) (Figura 6A), el control + (T1), exposición a PVS2 (T3) y PVS2+NL+RC+SD 

(T6) muestran un color rojo más brillante y uniforme en comparación con los otros tratamientos, 

control -, PVS2+NL, PVS2+NL+RC (T2, T4 y T5, respectivamente). El porcentaje de viabilidad 

(Figura 7A) fue igual en el control -, PVS2+NL, PVS2+NL+RC (T2, T4 y T5, respectivamente) 

con un valor de 68%, siendo el porcentaje de viabilidad más bajo de todos los tratamientos. El 

tratamiento con pura exposición a PVS2 (T3) mostró un porcentaje de viabilidad de 84%, mientras 

que el tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6) tuvo un 92% de viabilidad. Estos dos tratamientos no 

mostraron diferencias significativas en comparación con el control + (T1), el cual reflejó un 100% 

de viabilidad.  
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Figura 6. Análisis de viabilidad y regeneración de embriones cigóticos de vid cv. Red Globe 

durante su crioconservación. A. Viabilidad de embriones cigóticos con cloruro de tetrazolio (TTC). 

B. Crecimiento de plántulas regeneradas a partir de embriones cigóticos de vid en medio de 

regeneración por 15 días. A: Control + (T1); b: Control – (NL) (T2); c: PVS2 (T3); d: PVS2+NL 

(T4); e: PVS2+NL+RC (T5); f: PVS2+NL+RC+SD (T6). PVS2: solución de vitrificación vegetal 

2; NL: nitrógeno líquido; RC: recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M). 

 

 

En cuanto a la viabilidad evaluada por medio de la regeneración de plántulas, se puede observar el 

crecimiento que tuvieron los embriones cigóticos después de 15 días en medio de regeneración 

(Figura 6B y 7B). El control + (T1) mostró un crecimiento óptimo de plántulas (100%), mientras 
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que el control – (T2) tuvo un crecimiento casi nulo (4%), como es de esperarse. La regeneración 

de las plántulas en el tratamiento donde se expone el tejido solamente a PVS2 (T3) y en el 

tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6) fue igual (60%), pero no resultó ser significativamente 

diferente al porcentaje de regeneración del control + (T1). En el tratamiento PVS2+NL (T4), el 

porcentaje de regeneración disminuyó (52%), pero la disminución no fue significativa con respecto 

al control – (T2) y al tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6), pero sí con respecto al control + (T1). 

El crecimiento de las plántulas en el tratamiento PVS2+NL+RC (T5) fue nulo (0%), por lo que fue 

muy similar al control – (T2). 

El análisis de viabilidad con TTC es implementado para evaluar la viabilidad de semillas (De Souza 

Grzybowski et al., 2012). Cuando el tejido es viable se desarrolla un compuesto llamado formazán, 

indicado por un color rojo brillante, gracias a la reducción de sales de tetrazolio por la respiración 

celular en la mitocondria del tejido. En cambio, cuando el tejido no es viable no existe la formación 

de formazán, y el tejido se muestra de un color blanco (França-Neto y Krzyzanowski, 2019; 

González-Vera et al., 2019). En este estudio observamos que la viabilidad disminuyó por la 

exposición del tejido a NL (control-) y al recalentamiento (PVS2+NL+RC) (Figura 7A). La 

utilización de la solución de descarga (PVS2+NL+RC+SD) hizo posible que la viabilidad 

aumentara de manera significativa. Además, al utilizar la PVS2 (T3) la viabilidad del tejido no se 

vio afectada. Sin embargo, los resultados que se obtienen de la prueba de TTC no son totalmente 

indicativos de la viabilidad final del tejido, ya que las enzimas encargadas de metabolizar el 

formazán aún pueden estar activas en células muertas (Nausch y Buyel, 2021). Debido a esto, es 

necesario evaluar la regeneración de plántulas (Pinto et al., 2016). Por lo que, también se decidió 

utilizar la prueba de regeneración de plántulas en este estudio para evaluar la viabilidad del tejido 

(Figura 7B). 
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Figura 7. Porcentajes de viabilidad de embriones cigóticos de vid cv. Red Globe durante su 

crioconservación. A. Porcentaje de embriones cigóticos viables expuestos a cloruro de tetrazolio 

(TTC). B. Porcentaje de regeneración de plántulas a partir de embriones cigóticos de vid en medio 

de regeneración por 15 días. PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: nitrógeno líquido; RC: 

recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M). Las letras a, b y c muestran las 

diferencias significativas entre los tratamientos, p < 0.05. 

 

 

En el análisis de regeneración de plántulas los resultados son similares a los que se obtuvieron con 

el análisis con TTC. Donde la viabilidad no se vio afectada de manera significativa con el uso de 

PVS2 (T2), pero si cuando se expone el tejido a NL (control -) y al recalentamiento 

(PVS2+NL+RC). Además, se ve el aumento significativo de la viabilidad con el uso de la solución 

de descarga (PVS2+NL+RC+SD).  

La principal diferencia entre los resultados de los dos análisis de viabilidad es que el tratamiento 

donde el tejido se expone a PVS2 (T3) y en el control – (T2), la viabilidad aumenta en la prueba 

de regeneración de plántulas. Esto posiblemente sea debido a que el cambio que presentó el tejido 

no fue tan severo gracias al uso de la PVS2 y el tejido fue capaz de regenerarse con el paso del 

tiempo. González-Arnao et al. (2003) observaron algo similar a los resultados de este estudio al 

exponer embriones somáticos de cítricos a diferentes concentraciones de sacarosa. Mencionan que 

el alto contenido de polisacáridos ayuda a estabilizar las proteínas y la bicapa de fosfolípidos, lo 

cual ayuda a mantener la integridad de la célula. Además, gracias a que estos componentes se 
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mantuvieron estables, las células no fueron dañadas de manera severa y fueron capaces de 

recuperarse. Por lo que, es importante destacar que los resultados de la prueba de TTC se obtienen 

un día después de que el tejido recibe el tratamiento. En cambio, en la prueba de regeneración de 

plántulas los resultados se obtienen 15 días después de que el tejido tratado es puesto en medio de 

regeneración, dándole tiempo de que se recupere de alguna alteración.  

Otro hallazgo importante de destacar es la disminución de la viabilidad del tejido por la exposición 

combinada a NL y al recalentamiento (PVS2+NL+RC), y el aumento de la viabilidad por el uso de 

la solución de descarga (PVS2+NL+RC+SD). Esta diferencia probablemente sea debido a la 

importancia del uso de la solución de descarga al colocar en medio de regeneración sólido, ya que 

ayudó a disminuir el estrés osmótico para mejorar la regeneración del tejido (Da Silva Cordeiro et 

al., 2020).  

García-Cordero et al. (2016) y Lazo-Javalera et al. (2018) también evaluaron la viabilidad de 

embriones cigóticos de vid cv. Red Globe crioconservados mediante la regeneración de plántulas. 

En el primer estudio se obtuvo una regeneración del 30% y en el segundo un 50% de regeneración 

al final del protocolo de crioconservación. En ambos estudios se utilizó el mismo protocolo de 

crioconservación que se implementó en este estudio, donde se observó un 60% de regeneración al 

final de la crioconservación. La diferencia entre los resultados de estos estudios podría deberse 

principalmente al daño mecánico que sufrió el tejido durante su manipulación. Sin embargo, no 

hay que descartar la posibilidad de que también pueda deberse a la edad y calidad del tejido que se 

utilizó en cada estudio.  

Cabe destacar que, aún no se ha descrito un umbral de regeneración de plántulas indicativo de que 

el protocolo de crioconservación es óptimo para la conservación del tejido (Nausch y Buyel, 2021). 

Sin embargo, existen estudios donde evalúan la regeneración de tejido vegetal crioconservado 

donde obtuvieron porcentajes de regeneración entre 80 a 91% (Al-Ababneh et al., 2002; Da Silva 

Cordeiro et al., 2020; Nadarajan et al., 2008; Normah et al., 2019; Tsai et al., 2009; Wang y Deng, 

2004; Whiteley et al., 2016). Por lo que, aún se requiere evaluar las alteraciones que ocurren 

durante el protocolo de crioconservación de embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe. 

Esto debido a que, el porcentaje de regeneración que se obtuvo en este estudio (60%) es 

considerado bajo en comparación con las otras investigaciones que se han realizado sobre la 

crioconservación de tejidos vegetales. Sin embargo, este porcentaje fue mejorado respecto a 

estudios previos (García-Coronado, et al., 2016). 



54 

6.2. Análisis Histológico e Histoquímico en Embriones Cigóticos de Vid Crioconservados 

 

 

6.2.1. Análisis Histológico y Determinación del Porcentaje de Plasmólisis  

 

 

Los cortes histológicos de los embriones cigóticos de vid de la variedad Red Globe mostraron 

alteraciones severas de la integridad celular conforme avanzaba el proceso de la crioconservación. 

Mediante la tinción de azul de toluidina (Figura 8), se observó disminución de la integridad celular 

y el aumento del grado de plasmólisis de los embriones cigóticos a lo largo del proceso de la 

crioconservación (T1, T2, T3, T4, T5 y T6). En el control + (T1) (Figura 8a) se muestra la 

distribución normal de las células, donde el tejido esta integro sin algún cambio. Mientras que en 

el control – (T2) (Figura 8b), se observa la destrucción de la integridad celular con la presencia de 

disrupción de la pared celular y una conglomeración de los componentes citoplasmáticos de la 

célula como consecuencia del congelamiento con NL.  
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Figura 8. Cortes histológicos de embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe teñidos con 

azul de toluidina. A: Control + (T1); b: Control – (NL) (T2); c: PVS2 (T3); d: PVS2+NL (T4); e: 

PVS2+NL+RC (T5); f: PVS2+NL+RC+SD (T6). PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: 

nitrógeno líquido; RC: recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M); PC: pared 

celular; N: núcleo; PS: plasmólisis; DC: disrupción celular; CC: conglomeración de componentes 

citoplasmáticos. Aumento = 100x. Barra = 100µm.  

 

 

Con la exposición a PVS2 (T3) (Figura 8c), se visualiza la generación de plasmólisis, posiblemente 
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debido a la deshidratación que provoca el DMSO y glicerol que contiene la solución de PVS2. 

Además, estas sustancias han sido descritas como tóxicas, y posiblemente provoca alteraciones al 

tejido con su uso (Raju et al., 2021; Lazo-Javalera et al., 2017). Sin embargo, la alteración no fue 

tan severa para provocar ruptura de la pared celular. Por otro lado, en los tratamientos PVS2+NL, 

PVS2+NL+RC, PVS2+NL+RC+SD (T4, T5 y T6, respectivamente) (Figura 8d, e y f), donde el 

tejido es enfriado con nitrógeno líquido y expuesto al recalentamiento, presentó una disrupción de 

la pared celular y una conglomeración de los componentes citoplasmáticos de la célula. A pesar de 

esto, en el tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6) (Figura 8f) se logra visualizar algunas células con 

su pared celular íntegra debido a la posible recuperación del tejido posterior a la crioconservación. 

Como se mencionó, la tinción de azul de toluidina permite visualizar el grado de plasmólisis y con 

la ayuda del software ImageJ fue posible cuantificar el porcentaje de plasmólisis que se generó en 

cada tratamiento. El porcentaje de plasmólisis (Figura 9) se observó mayor en el control – (T2) 

(88.1%) y menor en el control + (T1) (16.7%), como es de esperarse debido a cuando el tejido no 

es expuesto a algún crioprotector previo a su congelamiento es altamente susceptible a sufrir muerte 

celular (Jang et al., 2017). En el tratamiento donde solo se expone el tejido a PVS2 (T3), el 

porcentaje de plasmólisis aumentó de manera significativa (47.8%) con respecto al control + (T1), 

pero el cambio no fue tan grave para ocasionar ruptura celular. Al exponer el tejido a PVS2 y NL 

(T4), el porcentaje de plasmólisis aumentó (56.4%) causando ruptura de la pared celular, como se 

observó en la Figura 8d. Además, conforme aumenta significativamente el porcentaje de 

plasmólisis (88.1%) la capacidad del tejido de regenerarse disminuye (4%), lo cual se observa 

cuando el tejido es expuesto a NL (control –) (Figura 10). En el tratamiento PVS2+NL+RC (T5), 

el porcentaje de plasmólisis disminuyó (37.3%), lo cual es interesante, ya que no se observó 

regeneración de plántulas (0%) en este tratamiento (Figura 10). Sin embargo, en el tratamiento 

PVS2+NL+RC+SD (T6) al utilizar la solución de descarga, la viabilidad (94%) y regeneración 

(60%) del tejido no se vio afectada de manera significativa a pesar de presentar un porcentaje de 

plasmólisis ligeramente elevado (44.7%) (Figura 10). En la Figura 8e, se observa que el tejido 

sufrió un alto grado de alteración, ya que la tinción es ligera en comparación con los demás 

tratamientos, debido a la posible muerte celular en el tejido. En el tratamiento PVS2+NL+RC+SD 

(T6), el grado de plasmólisis (44.7%) no fue tan severo con respecto al tratamiento PVS2+NL (T4) 

e incluso ligeramente menor al porcentaje de plasmólisis del tratamiento con pura exposición a 

PVS2 (T3), y es el tratamiento con un alto porcentaje de regeneración.  
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Figura 9. Porcentaje de plasmólisis en cortes histológicos de embriones cigóticos de V. vinifera L. 

cv. Red Globe teñidos con azul de toluidina. PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: 

nitrógeno líquido; RC: recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M). Las letras a, 

b, c, d y e muestran las diferencias significativas entre los tratamientos, p < 0.05. 
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Figura 10. Comparación entre el porcentaje de plántulas regeneradas, porcentaje de embriones 

cigóticos viables y el porcentaje de plasmólisis en cortes histológicos de embriones cigóticos de V. 

vinifera L. cv. Red Globe. PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: nitrógeno líquido; RC: 

recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M).  

 

 

Los hallazgos de este estudio histológico demuestran que la PVS2, la exposición a NL y el 

recalentamiento provocan disrupción de la pared celular, conglomeración de los componentes 

citoplasmáticos y/o plasmólisis. De acuerdo a los diversos estudios histológicos, que se han 

realizado sobre los cambios que provoca la crioconservación en tejidos vegetales, el principal 

cambio que se observa en la mayoría de los estudios es la generación de plasmólisis provocada 

principalmente por el uso de soluciones de vitrificación (Barraco et al., 2014; Bettoni et al., 2019; 

Da Silva Cordeiro et al., 2020; Mubbarakh et al., 2014; Simão et al., 2018; Volk et al., 2017; 

Zakaria et al., 2020). Esto debido a que, las soluciones de vitrificación contienen componentes que 

pueden ser tóxicos, como el DMSO y glicerol, y deshidratación de la célula (Raju et al., 2021). Sin 

embargo, la alteración puede resultar mayor cuando no se implementa una solución de vitrificación 

al protocolo de crioconservación (Mubbarakh et al., 2014). Esto debido a que, las soluciones de 

vitrificación son necesarias para lograr deshidratar el tejido adecuadamente para evitar la formación 

de cristales de hielo que ocasionan alteraciones a la integridad celular durante la exposición a NL 

y el recalentamiento (Fábián et al., 2008; Mubbarakh et al., 2014). Sin embargo, se requieren 
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estudios para establecer una concentración y tiempo de exposición adecuada a PVS2, donde las 

alteraciones que genere este crioprotector sean tolerables y el tejido sea capaz de regenerarse, y al 

mismo tiempo sea capaz de proteger el tejido durante la exposición al NL, y evitar la muerte celular. 

Zakaria et al. (2020) analizaron el efecto que tenía el proceso de crioconservación sobre los cuerpos 

similares a protocormos (PLBs) de orquídea mediante histología. Los resultados mostraron ser 

similares al presente estudio, ya que también encontraron un aumento de la generación de 

plasmólisis debido a la deshidratación celular, pero con el uso de silica gel y medio de 

osmoprotección dentro de su protocolo. Además, observaron la ruptura y colapso celular debido al 

enfriamiento y recalentamiento. De forma similar, este estudio presentó una disrupción celular y 

conglomeración de los componentes citoplasmáticos en los tratamientos donde se realizaron los 

tratamientos PVS2+NL, PVS2+NL+RC, y PVS2+NL+RC+SD (T4, T5 y T6, respectivamente). 

Afortunadamente, al colocar la solución de descarga, en el tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6), 

el tejido se empieza a recuperar de las alteraciones y disminuye el porcentaje de plasmólisis. Esto 

también fue reportado por Simão et al. (2018) y Da Silva Cordeiro et al. (2020), cuando se colocó 

la solución de descarga después del recalentamiento. Esto demuestra el beneficio que tienen 

agregar la solución de descarga después del recalentamiento para reducir el estrés osmótico y 

eliminar adecuadamente la solución de vitrificación que resta en el tejido (Mubbarakh et al., 2014). 

Sin embargo, la recuperación del tejido con la adición de la solución de descarga no fue suficiente 

en este estudio, ya que solo se obtuvo una regeneración de 60%. Probablemente debido a que las 

alteraciones provocadas por la vitrificación, exposición a NL y recalentamiento eran muy graves 

en algunas partes del tejido, causando que disminuyera la viabilidad (Zakaria et al., 2020). No 

obstante, los hallazgos histológicos que se obtuvieron a partir de este análisis, que permitieron 

identificar los tipos de alteraciones que provoca cada etapa del protocolo de crioconservación, 

posiblemente ayudaran a establecer mejores condiciones para la crioconservación de embriones 

cigóticos de V. vinifera cv. Red Globe. 

 

 

6.2.2. Análisis Histoquímico para la Determinación de la Distribución de Polisacáridos y 

Celulosa 

 

 

En los cortes histológicos de embriones cigóticos de vid cv. Red Globe, teñidos con la tinción de 



60 

PAS, se observó la distribución de polisacáridos en el espacio celular durante los procesos de la 

crioconservación (Figura 11). En el control + (T1) (Figura 11a), los polisacáridos se encuentran 

principalmente en la área de la pared y membrana celular. En cambio, en el control – (T2) y 

conforme avanza el proceso de la crioconservación, PVS2 (T3), PVS2+NL (T4), PVS2+NL+RC 

(T5) y PVS2+NL+RC+SD (T6), se observa un aumento de polisacáridos en el citoplasma. Además, 

se visualiza disrupción celular en el control – (T2) y en los tratamientos PVS2+NL (T4) y 

PVS2+NL+RC+SD (T6) (Figura 11b, d y f). Esto posiblemente sea debido al uso de la solución 

de PVS2, la cual contiene sacarosa y glicerol que podrían interactuar con moléculas de la tinción 

(Hale, 1957). De igual manera, en el T6 se utilizó la solución de PVS2 y una solución de descarga 

(sacarosa 1.2 M) después del recalentamiento. Sin embargo, el control – (T2) no se expone el tejido 

a la solución PVS2 ó a la solución de descarga, solamente se expuso el tejido con nitrógeno líquido 

por 30 min. Es por esto que, no se descarta que el aumento de polisacáridos dentro del espacio 

intercelular sea consecuencia de las modificaciones que sufre el tejido por el enfriamiento y/o el 

recalentamiento, provocando la ruptura de la pared celular y conglomeración de los componentes 

citoplasmáticos.  
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Figura 11. Cortes histológicos de embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe teñidos con 

PAS. a: Control + (T1); b: Control – (NL) (T2); c: PVS2 (T3); d: PVS2+NL (T4); e: PVS2+NL+RC 

(T5); f: PVS2+NL+RC+SD (T6). PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: nitrógeno líquido; 

RC: recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M); PC: pared celular; N: Núcleo; 

PS: Plasmólisis; DC: Disrupción celular; CC: Conglomeración de componentes citoplasmáticos. 

Aumento = 100x. Barra = 100µm. 

 

 

Los cortes histológicos de los embriones cigóticos de vid cv. Red Globe teñidos con rojo congo 

muestran la distribución de la celulosa en el tejido (Figura 12), debido a que este colorante se une 

a la celulosa presente en la célula (Herrera-Ubaldo y de Folter, 2018). La celulosa es un 
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polisacárido de la pared celular que le aporta rigidez y resistencia (Carpita y Gibeaut, 1993). En el 

control + (T1) (Figura 12a) se visualizaron las células del tejido íntegras, ya que la pared celular 

delimita perfectamente el perímetro de la célula y se logran observaron los núcleos al centro de la 

célula. Así mismo, el citoplasma teñido de color rojo indicó la presencia de celulosa dentro del 

citoplasma. De igual manera, en el tratamiento donde se expone el tejido solo a PVS2 (T3) (Figura 

12c), el citoplasma de la célula también presentó tinción de un color rojo, pero más brillante que el 

del control + (T1). Esto podría ser debido al uso de la solución PVS2, la cual contiene sacarosa, y 

podría interactuar con los grupos –SO3
- y amino del colorante (Samiey y Dargahi, 2010).  Además, 

en esta misma imagen se observó una separación entre la pared celular y el citoplasma debido a la 

generación de plasmólisis, lo que también se presenta en la tinción de azul de toluidina con el 

mismo tratamiento, exposición a PVS2 (T3) (Figura 8c).  
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Figura 12. Cortes histológicos de embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe teñidos con 

rojo congo. a: Control + (T1); b: Control – (NL) (T2); c: PVS2 (T3); d: PVS2+NL (T4); e: 

PVS2+NL+RC (T5); f: PVS2+NL+RC+SD (T6). PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: 

nitrógeno líquido; RC: recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M); PC: pared 

celular; N: núcleo; PS: plasmólisis; DC: disrupción celular; CC: conglomeración de componentes 

citoplasmáticos. Aumento = 100x. Barra = 100µm.  

 

 

Mientras que en los tratamientos donde se expuso a PVS2 (T3), PVS2+NL (T4), PVS2+NL+RC 

(T5) (Figura 12b, d, e y f), presentaron una disrupción celular y conglomeración de los 

componentes citoplasmáticos, por lo que no se logra distinguir el perímetro de la célula ni sus 
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componentes. En el tratamiento PVS2+NL+RC (T5) (Figura 12d), se observan partes del tejido 

con una tinción muy ligera, igual como se observó con la tinción de azul de toluidina del mismo 

tratamiento (Figura 8e), probablemente debido a la muerte celular causando degradación parcial 

de la celulosa. Este mismo tratamiento, con la tinción de PAS (Figura 11e), se muestra todo el 

espacio celular teñido de un color morado brillante, a diferencia a como se observó con la tinción 

de azul de toluidina y rojo congo. Esto posiblemente sea debido a que la tinción de PAS tiñe los 

polisacáridos en general y la tinción de rojo congo es específica para la celulosa. Por lo que, en la 

tinción de PAS los colorantes se estén uniendo a los polisacáridos presentes en la célula por el uso 

de la PVS2. 

La pared celular está principalmente compuesta por polisacáridos, siendo divididos en celulosas, 

pectinas y hemicelulosas, que se encargan del crecimiento y mantenimiento de la integridad de la 

pared celular (Voiniciuc et al., 2018). La celulosa, el polisacárido más abundante en la pared celular 

de las plantas (Zeng et al., 2017). Es por esto que es importante saber la distribución de estos 

componentes durante el proceso de crioconservación de embriones cigóticos de vid cv. Red Globe. 

Da Silva Cordeiro et al. (2020) evaluaron el efecto que tenía el protocolo de crioconservación y 

vitrificación-encapsulación sobre raíces de Tarenaya rosea mediante histología e histoquímica, y 

observaron un aumento de plasmólisis con el uso de la solución de vitrificación, en su caso PVS3, 

la cual solo contiene glicerol y sacarosa, en lugar de PVS2. En el análisis histoquímico reportaron 

un aumento de polisacáridos, proteínas, lípidos y pectinas en el espacio intercelular durante la 

crioconservación. De forma similar, en el presente estudio con las tinciones de PAS y rojo congo, 

los resultados mostraron un aumento de polisacáridos en general y celulosa, respectivamente, a lo 

largo del proceso de la crioconservación. 

 

 

6.3. Análisis de la Expresión del Gen EXPA1 Durante la Crioconservación en Embriones 

Cigóticos de Vid 

 

Las expansinas son proteínas de la pared celular encargadas de la elongación celular, y se conocen 

dos familias de expansinas, α y β (Cosgrove et al., 2002). En el presente estudio la expresión del 

gen EXPA1 (Figura 13), el cual pertenece a la familia de las expansinas α, se vio con una tendencia 

a ser inducido con el uso exclusivo de la PVS2 (T3: 1.86±0.04) y reprimido cuando el tejido fue 
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expuesto solo a NL, control (-), (T2: 0.41±0.07). En los tratamientos PVS2+NL, PVS2+NL+RC, 

PVS2+NL+RC+SD (T4: 1.10±0.27; T5: 0.99±0.34; T6: 1.06±0.08), la expresión del gen EXPA1 

fue similar con respecto al control + (T1: 1.00±0.06). 

 

 

 
Figura 13. Expresión del gen EXPA1 durante el protocolo de crioconservación de embriones 

cigóticos de vid cv. Red Globe. PVS2: solución de vitrificación vegetal 2; NL: nitrógeno líquido; 

RC: recalentamiento; SD: solución de descarga (sacarosa 1.2 M). 

 

 

Resultados similares fueron reportados por Quijada-Rivera (2021), dónde se visualizó la represión 

del gen EXPA1 en el análisis transcriptómico posterior a la exposición a PVS2, NL y el 

recalentamiento de los embriones cigóticos de V. vinifera L. cv. Red Globe crioconservados. Sin 

embargo, nuestros resultados indican que posterior a la exposición a PVS2, NL y el 

recalentamiento, la expresión de EXPA1 es similar. Además, la inducción del gen durante la 

exposición a PVS2 (T3) (Figura 8c) podría ser debido a que inicia la inducción de plasmólisis 

dentro de la célula, como se observó en el análisis comparativo entre ambos estudios (Figura 14). 

En el mismo estudio comparativo se muestra que la expresión del gen EXPA1 en el control – (T2) 

disminuía cuando aumentaba significativamente el porcentaje de plasmólisis (88.1%) (Figura 14). 
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Mientras que, en el tratamiento PVS2 (T3) el porcentaje de plasmólisis disminuye (47.8%) y el gen 

EXPA1 es reprimido. En los tratamientos PVS2+NL (T4), PVS2+NL+RC (T5) y 

PVS2+NL+RC+SD (T6) el porcentaje de plasmólisis se mantiene, y la expresión del gen EXPA1 

se mantiene similar al control + (T1) (Figura 14). Existen estudios donde se ha analizado la 

expresión de genes asociados a la pared y membrana celular durante el protocolo de 

crioconservación. Seo et al. (2018), observó una inducción de los genes codificantes para la H+-

ATPasa de la membrana celular y la proteína de pared celular rica en prolina durante la exposición 

a PVS2 en puntas de brote de Solanum tuberosum cv. Superior. Por otro lado, Chen et al. (2021) 

reportó que el gen pectina metilesterasa, encargado de mantener la homeostasis de la pared celular 

y regular el crecimiento de la planta (Wang et al., 2021), fue reprimido durante la deshidratación 

con PVS2 y vitrificación en callos embriogénicos de Agapanthus praecox. 

 

 

 
Figura 14. Comparación entre la expresión del gen EXPA1 y porcentaje de plasmólisis durante el 

protocolo de crioconservación de embriones cigóticos de vid cv. Red Globe. PVS2: solución de 

vitrificación vegetal 2; NL: nitrógeno líquido; RC: recalentamiento; SD: solución de descarga 

(sacarosa 1.2 M). 
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Liu et al. (2019) y Zhang et al. (2018) observaron que el gen de la EXPA1 es inducido por el estrés 

por frío. En cambio, en nuestra investigación cuando el tejido es expuesto a NL solamente, control 

- (T2), el gen EXPA1 tiende a ser reprimido. Esto podría deberse al efecto que tiene el NL sobre el 

tejido, donde enfría (-196 °C) de manera inmediata el tejido e inactiva los procesos celulares 

(Bekheet et al., 2020). En contraste, en el estrés por frío la disminución de la temperatura es gradual 

y no tiende a llegar a -196 °C (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2018). Además, no hay que descartar 

que la represión del gen sea debido a la muerte celular en el tejido, ya que los porcentajes de 

viabilidad y regeneración del control – (T2) (Figura 10 y 14) fueron los muy bajos (TTC: 68%; 

regeneración de plántulas: 4%). La información obtenida de este análisis podría ayudar a esclarecer 

el modelo de regulación del gen EXPA1, ya que sigue siendo ambiguo (Liu et al., 2019). 
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7. CONCLUSIONES 

 

 

Los procesos de enfriamiento, recalentamiento y exposición a NL que se realizaron dentro 

del protocolo de crioconservación de embriones cigóticos de Vitis vinifera L. cv. Red Globe 

provocaron alteraciones a la integridad de la célula, como disrupción de la pared celular y una 

conglomeración de los componentes celulares del citoplasma. Dichas alteraciones provocaron la 

disminución de la viabilidad del tejido. Así como, el aumento de polisacáridos en general y celulosa 

en el espacio intercelular. Además, la exposición a PVS2 y NL provoca cambios en la expresión 

del gen EXPA1. Estos resultados brindan claridad sobre la posible relación de la expansina-α1 en 

la respuesta del tejido crioconservado y las alteraciones citotóxicas a nivel de membrana y pared 

celular que provocan las distintas etapas del protocolo de crioconservación en embriones cigóticos 

de V. vinifera L. cv. Red Globe. 
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8. RECOMENDACIONES 

 

 

Debido a que aún se requiere establecer un protocolo de crioconservación óptimo para 

crioconservación de embriones cigóticos Vitis vinifera L. cv. Red Globe. Estos resultados ayudarán 

a identificar las etapas de la crioconservación donde el tejido es más susceptible a sufrir 

alteraciones, para la optimización del protocolo de crioconservación. Además de que esta 

investigación aporta a elucidar la posible función de la expansina-α1 en las respuestas del tejido a 

la crioconservación. 
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