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RESUMEN

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los principales cultivos del estado de Sonora, pero esta
en constante peligro por diversos factores bi6ticos y abidticos. Por lo tanto, la conservacion de su
germoplasma a largo plazo es de gran importancia, y la crioconservacion es una alternativa viable.
Desafortunadamente, se ha demostrado que los procedimientos de crioconservacion pueden
provocar cambios fisioldgicos, moleculares y bioquimicos sobre los tejidos. Adn no se han descrito
los cambios citotdxicos que puede provocar la crioconservacion sobre los embriones cigéticos 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 histologia e
histoquimica y, la expresion del gen expansina-o1 en respuesta al proceso de crioconservacion. La
evaluacion de la viabilidad del tejido (V) y la regeneraciéon de plantulas (RP), mostré que la
exposicion combinada a la solucion de vitrificacion vegetal 2 (PVS2) y nitrogeno liquido (NL)
ocasiono6 disminucién de la viabilidad y regeneracion del tejido (V: 68%; RP: 52%). EI mismo
efecto se observo cuando el tejido fue expuesto a PVS2, NL y recalentamiento (RC) (V: 68%; RP:
0%). Sin embargo, la viabilidad y la regeneracién aumentd cuando se sometid el tejido a PVS2,
NL, RC y solucion de descarga (SD) (V: 92%; RP: 60%). El andlisis histoldgico revel6 que los
procesos de enfriamiento (PVS2+NL) y recalentamiento (PVS2+NL+RC) dentro del protocolo de
crioconservacion provocan disrupcion celular, conglomeracion de los componentes del citoplasma
y aumento de polisacaridos y celulosa en el espacio intercelular. Ademas, el porcentaje de
plasmolisis aumentd por el uso combinado de PVS2 y el enfriamiento (PVS2+NL) (56.4%) y
disminuyé con el uso de la solucién de descarga después del recalentamiento (PVS2+NL+RC+SD)
(44.7%). La expresion del gen expansina-al se vio reprimida por el enfriamiento con nitrogeno
liquido (PVS2+NL) e inducido por el uso de la PVS2. Estos resultados indican que las distintas
etapas del protocolo de crioconservacion en embriones cigéticos de V. vinifera L. cv. Red Globe
provocan alteraciones citotoxicas a nivel de membrana y pared celular. La crioproteccion causo

plasmolisis y un aumento en la expresion del gen expansina-al debido a la expansion celular.

Palabras clave: vid, membrana celular, expansina-al, histologia, histoquimica.
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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-al 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-al 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-al gene expression due to cell expansion.

Keywords: grapevine, plasma membrane, expansin- al, histology, histochemistry.
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1. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos mas importantes en el mundo, ya que es
cultivada para la produccion de vinos, jugos y para el consumo del fruto fresco o seco (Creasy y
Creasy, 2018). Los principales paises cultivadores de uva a nivel mundial son: China, Italia,
Estados Unidos de América, Espaiia, Francia, Turquia, India y Chile (FAOSTAT, 2019). En el
estado de Sonora se cosecha aproximadamente el 67% (339,140 toneladas) de la produccion anual
de uva de mesa que hay en México (SIAP, 2020). Desafortunadamente, la sequia, el exceso de
riego, los cambios extremos de temperatura y la presencia de patégenos son los principales factores
biodticos y abidticos que afectan el desarrollo, por lo que la conservacion de su material genético es
de gran importancia agrondémica y econémica (Morales Cruz et al., 2021).

La crioconservacion es una técnica que permite conservar tejidos vegetales a largo plazo, al enfriar
las células con nitrogeno liquido (NL) a una temperatura de -196 °C con el uso de soluciones
crioprotectoras (Gonzélez-Arnao et al., 2014; Nausch y Buyel, 2021). Sin embargo, esta técnica
puede inducir cambios bioquimicos, fisiologicos y moleculares que ocasionan modificaciones
genéticas y epigenéticas (Kaity et al., 2008; Rahmah et al., 2015; Zakaria et al., 2020). Esto, aln
es un tema de controversia, ya que varios trabajos reportan que la crioconservacion es una técnica
eficiente, mientras que otros mencionan lo contrario, como se describe a continuacion.

Wang et al. (2004) indican que la crioconservacion es una técnica altamente eficiente para la
conservacion de celulas embriogénicas. Sin embargo, Martinez-Montero et al. (2002) reportaron
fuga de electrolitos, peroxidacion de lipidos y un incremento de proteinas relacionadas a la
membrana, después de la crioconservacion de callos embriogénicos de cafa de azucar. Ademas,
Lazo-Javalera et al. (2016) reportd que la crioconservacion 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 enzimética de
superdxido dismutasa y catalasa en yemas auxiliares de la vid. Sin embargo, los autores reportaron
un aumento de malondialdehido posiblemente debido a la deshidratacidn del tejido, lo cual provoca
un desbalance en las membranas celulares (Lazo-Javalera et al., 2015). De acuerdo con esta
informacion, sobre el desbalance bioquimico y cambios moleculares que ocasionan algunos pasos

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

Da Silva Cordeiro et al. (2020), observaron en los cortes histologicos de raiz Tarenaya roseae
expuestos a crioconservacion y vitrificacion con la solucion de vitrificacion vegetal 3 (PVS3),
aumento de plasmadlisis por el uso de la solucidn de vitrificacion y aumento del espacio intercelular
durante la crioconservacion. La presencia de plasmolisis puede ser una alteracion nociva para la
célula, ya que es un proceso donde hay una perdida excesiva de agua y provoca la separacion de la
pared y membrana celular, lo que conlleva a la muerte celular. Ademas, el analisis histoquimico
revel6 la presencia de polisacaridos, proteinas, lipidos y pectinas en el espacio intercelular.
Similarmente, Zakaria et al. (2020), en su andlisis histoldgico de cuerpos similares a protocormos
(PLBs) de orquidea crioconservados con encapsulacion-deshidratacion, mostraron una
disminucion de la viabilidad del tejido por el grado de plasmdlisis presente como consecuencia de
la deshidratacion y ruptura de células después de la exposicion a NL. Hasta el momento no se ha
descrito a detalle las alteraciones que puede ocasionar la crioconservacion a la integridad celular
de los embriones cigoticos de la vid.

Debido a los diversos procesos de estrés a los que se somete el tejido durante los procedimientos
de la crioconservacion, es posible que ocurran cambios en la integridad de la pared celular y la
membrana plasmatica. Se conoce que las técnicas de microscopia 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., permitira dilucidar las posibles alteraciones
que pueda ocasionar la crioconservacion a la integridad celular y definir sus causas. Finalmente,
los hallazgos de este estudio daran un mayor enfoque sobre ciertos componentes de la pared y
membrana celular que puedan presentar alguna alteracion en las diferentes etapas del protocolo de
crioconservacion, lo cual ayudara en el desarrollo de protocolos 6ptimos y evitar alteraciones a los

tejidos como consecuencia de la crioconservacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia de la Conservacion 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 lefiosas 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 Optima 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. Ademas, es
una fruta rica en vitaminas A, C, E, B1, B2, Bz y Bs, y en minerales como el calcio, magnesio y
hierro, entre otros (SAGARPA, 2017). Tambiéen, se ha mostrado que la uva posee propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias para prevenir ciertas enfermedades, como la enfermedad de
Alzheimer y disfuncion 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 mas importantes a nivel mundial.

2.1.1. Variedades de Vid

La uva posee una cascara 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 produccion 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. Ademas, 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
reposteria para la elaboracion de postres (Thakur et al., 2010). Al igual que la variedad Perlette, la
variedad Superior 6 Sugraone, tiene una cascara de color verde-amarilla, una pulpa crujiente,
jugosay sin semilla. Sin embargo, la forma de la baya es cdnica 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 (Hellin et al., 2010). A pesar
de que estas variedades son denominadas sin semilla, se encuentran semillas parcialmente
formadas causadas por un aborto del embrion después de la fertilizacién de la flor que fue
polinizada. A este fendmeno 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 cascara 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 caracteristicas. Otra diferencia es su tamafio, ya
que la variedad Red Globe se caracteriza por ser grande y la variedad Flame Seedless es mas

pequefia. Flame Seedless es la variedad méas 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 produccién 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 comparacion con
la cascara y la pulpa de la uva (Ozcan et al., 2017). Se ha descrito que estos compuestos brindan a
la uva propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Ademas, esto permite que la uva sea Util para
la prevencion de enfermedades cardiovasculares, la enfermedad de Alzheimer y disfuncién de la
vejiga urinaria (Colombo et al., 2019; Pezzuto, 2008). Asimismo, la conservacion del germoplasma
por medio del embrién cigoticos, obtenido solo de la semilla, permite conservar la diversidad
genética de este cultivar (Walters et al., 2008). Por otra parte, evidencias experimentales generadas
por Garcia-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 embridn cigético. Por lo tanto, su conservacion es de gran importancia por

los diversos compuestos benéficos que contiene.

2.1.2. Importancia Agronémica del Cultivo

La vid es uno de los cultivos mas importantes en el mundo, ya que puede ser utilizada para la
elaboracion de vinos, jugos, uva pasa y el consumo de la uva de mesa. Ademas, es de gran
importancia econdmica; sobre todo en los principales paises viticultores como China, Italia,
Estados Unidos de América, entre otros (FAOSTAT, 2019). En el afio 2021 en México, se
cosecharon 358,790 toneladas de uva (Figura 2). Aproximadamente el 80.25% (339,140
toneladas) de esa produccién fue en el estado de Sonora, lo que equivale a aproximadamente 8,638
millones de pesos de valor agricola 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, Carbo, entre otros (Figura 3) (SIAP, 2022). Por lo que, estos datos

posicionan a Sonora como el principal productor de uva mesa en México.

18



350000
>
&
300000 ¥
250000
S 200000
£
=
(=]
S 150000
o
-
©
e .
& 100000 <
o
000
5000 8
;\'\-
0 -
(\ogb e@% &
< 3 5
r\,’b ,,’b
& >
N )
v P

D o “
D o 3V
i p— — —
o O < >
& & ‘(\\>§ 0‘0%
\\\0 A R ) :.,Q
i C S
&
Estado

& > o
° o 2
g 2> N
& ¥
N 0
4 X

Figura 2. Produccion anual de uva de mesa en el afio 2021 en México.

Rank Municipio Volumen (toneladas)
[ Sonora ] Total estatal 287,913
1 Hermosillo M, 196
2 Caborca NN72
3 San Miguel de Horcasitas 50,546
4 Carbé 21,508
5 Guaymas 16,918
6 Empalme 9,666
7 Bacum 3,045
8 Cajeme 1,472
9 Altar 1,310
10 Pitiquito 1,050
n San Ignacio Rio Muerto 31

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) realiz6 un estudio donde se estima

la produccion, exportacion y valor de las exportaciones de la uva para los afios 2024 y 2030. Este

estudio muestra que posiblemente para el afio 2024 va a haber una produccion de 415.43 miles de

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

exportaciones de este cultivo, se estima que en el afio 2024, 191.59 miles de toneladas seran
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exportadas, y para el afio 2030, 213.62 miles de toneladas. Estas exportaciones equivalen a un valor
de 198.78 millones de ddlares (precio del dolar del 2016) para el afio 2024, y 221.64 millones de
ddlares para el afio 2030. Ademas, se espera que entre el afio 2016 y 2030 el cultivo de la vid tenga
un crecimiento de produccion anual del 1.86%, y de exportaciones un aumento del 2.06%. Sin
embargo, existen diversos factores bioticos y abioticos que podrian interferir en cumplimiento de

estas estimaciones.

2.1.3. Estrés Biotico y Abidtico que Afectan al Cultivo de Vid

La vid es una planta que requiere de diferentes condiciones para tener un crecimiento dptimo.
Necesita una temperatura de 15 a 20 °C y suelos franco-arenosos con un pH de 5.5 a 7.0, para la
maduracion de sus racimos (Creasy y Creasy, 2018). Desafortunadamente, existen diversos
factores bidticos y abioéticos que limitan o detienen el crecimiento adecuado de la vid. Estos son
las altas temperaturas, heladas, sequias, sobre riego, plagas y enfermedades (Figura 4) (Liu et al.,
2012; Morales Cruz et al., 2021). Por esta razon, es que la conservacion de la vid es de gran
importancia para evitar pérdidas de su material genético. El principal factor biético 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 viticola y Erysiphe
necator, los cuales provocan plagas, mildiu 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 mildiu polvoriento y velloso. También, se han utilizado fungicidas para el control
de estos hongos, pero algunos han resultado ser toxicos para el ser humano. Mientras que la
filoxera, un parasito 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 parasito (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 bidticos y abidticos que afectan el crecimiento de vid. (Creado con
BioRender.com)

Un factor abidtico importante que limita el crecimiento de la vid son las sequias. Sin un suministro
de agua adecuado, los estomas no pueden abrirse para que se lleve a cabo la fotosintesis. Por lo
que, no habréa una buena maduracion 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 resultaria en una disminucién en la calidad de la uva. De manera que,
cuando hay un sobre riego, se requieren mas 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
produccién adecuada de carbohidratos, y para que se generen racimos de uva que cumplan con los
parametros 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 disminucion en la
fotosintesis a temperaturas superiores a 35 °C (Liu et al., 2012). Ademas, el estrés por frio tambien
es un factor que disminuye la produccién, y lleva a una pérdida econdmica para los agricultores de

la uva. Debido a que, una disminucién rapida de la temperatura causa alteraciones serias en los
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brotes, tejidos de la raiz y en el tronco, lo que podria provocar una pérdida total de la planta
(Fennell, 2004). Por lo tanto, la temperatura es uno de los principales factores abioticos que limita

el crecimiento y produccion de la vid.

2.2. Conservacion Actual del Germoplasma de Vid

Debido a que la vid esta en constante riesgo por los factores bidticos y abi6ticos, es importante la
conservacion de su germoplasma. Para esto, existen los métodos in-situ y ex-situ (Garcia-Aguila et
al., 2007; Priyanka et al., 2021). Los métodos in-situ, son aquellos en los que la planta se conserva
en su hébitat natural. Estos métodos incluyen los habitats naturales, parques nacionales y reservas
ecoldgicas protegidas. Sin embargo, la falta de vigilancia, los altos costos de mantenimiento y el
riesgo a la exposicion a los factores bidticos y abidticos, 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 habitat
natural. Existen los bancos de plantas en campo, bancos de semillas, almacenamiento in vitro y la
crioconservacion (Garcia-Aguila et al., 2007). Las desventajas los bancos de plantas en campo se
debe a que la planta sigue estando expuesta a los factores bidticos y abioticos y los costos de
mantenimiento son altos (Dulloo et al., 2009; Priyanka et al., 2021). Ademas, los bancos de
semillas no son aptos para la conservacion 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 disminucion de humedad. Esto debido a que, pierden su viabilidad cuando la
humedad disminuye debajo del 30 al 50% (Véazquez-Yanes y Toledo, 1989; Priyanka et al., 2021).
A diferencia de las semillas ortodoxas, las cuales son capaces de tolerar las bajas temperaturas y
deshidratacién, 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 algin microorganismo (Priyanka et al., 2021).
Ademaés, conforme pasa el tiempo el cultivo in vitro induce variacion somaclonal en las plantas

(Kaeppler et al., 2000). Es por esto que la crioconservacion 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 nitrégeno liquido, donde se detiene toda actividad metabolica y

division celular (Gonzalez-Arnao et al., 2014).

2.2.1. Crioconservacion de Tejidos Vegetales

La crioconservacion de tejidos vegetales ha sido ampliamente estudiada donde se evalua el costo,
efectividad y optimizacion de protocolos de crioconservacion para diversas especies vegetales.
Dulloo et al. (2009), analizaron el costo del mantenimiento de un banco de plantas de café en
campo y una coleccién de semillas de café crioconservadas. Sus resultados indican que la
crioconservacion mostré ser un método costo-efectivo en comparacion con los bancos de plantas
en campo, y su costo disminuye conforme méas semillas/tejidos se almacenen por crioconservacion.
Se han generado diversos métodos donde se han obtenido porcentajes de viabilidad altos al final
de la crioconservacién de tejidos vegetales (Souza et al., 2016; Normah et al., 2019), como la
encapsulacion-vitrificacién,  encapsulacion-deshidratacion,  vitrificacion,  encapsulacion-
vitrificacién, desecacion, precrecimiento, precrecimiento-desecacién y técnica de la microgota
(Garcia-Aguila et al., 2007; Nausch y Buyel, 2021). Sin embargo, existen algunos procedimientos
dentro del protocolo de crioconservacion que pueden provocar algunas alteraciones (Kaity et al.,
2008; Normah et al., 2019).

2.2.2. Etapas de la Crioconservacion que Provocan Alteraciones al Tejido

Desafortunadamente, la crioconservacion 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, deshidratacion, 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 estaria expuesto a
sufrir cambios bioquimicos, fisioldgicos y moleculares (Kaity et al., 2008; Nausch y Buyel, 2021).
Debido a esto, se requiere una optimizacion 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
crioconservacion, se debe evitar la formacion de cristales de hielo. Se ha observado que la
velocidad de enfriamiento afecta la dsmosis, difusién y formacion de cristales de hielo dentro de
la célula (Christensen y Tiersch, 2005). De igual manera, la temperatura y duracion 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). Ademas, una velocidad rapida
de enfriamiento evita la formacion de cristales de hielo y modificaciones celulares (Nausch y
Buyel, 2021). Sin embargo, una velocidad lenta de enfriamiento es mejor para células en
suspension (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
mas compleja (Gonzalez-Arnao et al., 2014). Principalmente, se ha sugerido que el recalentamiento
después del enfriamiento, debe ser rapido, donde se coloca el tejido en un bafio de agua entre 38 y
40 °C o en la solucidn de descarga a temperatura ambiente. Esto para evitar la recristalizacion del
hielo, ya que puede ocurrir la nucleacion del hielo si el recalentamiento es lento. Ademas, el uso
de una solucién de descarga (conteniendo osmo-crioprotectores), después del recalentamiento,
ayuda a disminuir el riesgo de que el tejido sufra algun estrés osmotico al pasarlo de la solucion de
vitrificacion al medio de regeneracion después de la crioconservacion (Gonzalez-Arnao et al.,
2014; Nausch y Buyel, 2021). Por lo tanto, el mejoramiento de las condiciones de enfriamiento y
recalentamiento en la crioconservacion del tejido de la vid es indispensable, para aumentar la
viabilidad del tejido.

2.2.2.2. Pretratamiento y deshidratacion del tejido. La utilizacion de pretratamientos como la
aclimatacion al frio, inmersion en soluciones concentradas de azlcar y la deshidratacion han

mejorado la supervivencia de los tejidos sometidos a la crioconservacion (Kaczmarczyk et al.,
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2012). La aclimatacion al frio consiste en exponer el tejido a diferentes temperaturas bajas por un
tiempo previo a la crioconservacion. Esto permite que aumente la tolerancia del tejido al frio y
sufra menores alteraciones durante el enfriamiento, por la activacion 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 inmersion en soluciones
concentradas en azlcar reducen las modificaciones en la membrana celular. Esto se logra gracias
a que las moléculas de aztcar permiten deshidratacion celular y un equilibrio en la membrana (Zhu
et al., 2006; Kaczmarczyk et al., 2012).

Posterior a estos tratamientos, generalmente se realiza una deshidratacion celular para lograr la
supervivencia del tejido. La deshidratacion previene la formacién 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 silice previo
al enfriamiento. De tal manera que, la deshidratacion reduce el uso de soluciones que
potencialmente pueden ser toxicas y promueve el crecimiento del tejido posterior a la
crioconservacion (Nausch y Buyel, 2021). Desafortunadamente, se ha observado que este paso
provoca un aumento de la concentracién del soluto, interrupcién en el intercambio i6nico y
alteraciones en las interacciones moleculares, lo que lleva a dafio celular (Kaczmarczyk et al.,
2012). En este sentido, Ren et al. (2015) reportaron un aumento en la produccion de peréxido de
hidrogeno y malondialdehido, los cuales son Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) que causan
muerte celular, durante la deshidratacién de plantulas de Arabidopsis. Sin embargo, cuando se
optimizé la etapa de la deshidratacion del tejido la produccion de EROs disminuyeron. Es por esto
que, se requieren futuros estudios para optimizar la deshidratacion celular y mejorar la calidad del

tejido crioconservado.

2.2.2.3. Compuestos toxicos de las soluciones de vitrificacion. Las soluciones de vitrificacion se
encargan de mantener un estado vitreo en el citoplasma para evitar la formacion de hielo intra y
extracelular (Lazo-Javalera et al., 2017). Dichas soluciones estan 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: oligosacaridos, manitol, aminoacidos y polimeros de bajo peso molecular. Mientras que, los
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compuestos que no son capaces de penetrar la pared celular son: polimeros de alto peso molecular,
polisacéridos y proteinas. Mientras que, el glicerol y el dimetilsulféxido (DMSQ) son capaces de
penetrar la pared y membrana celular. Es posible que los compuestos penetrantes provoquen
plasmdlisis temporal debido a que interaccionan con las moléculas de agua, disminuyendo la
adhesion entre la pared y membrana celular (Benson, 2008).

Durante de la crioconservacion de tejido vegetal cominmente se utiliza la solucion de vitrificacion
vegetal 2 (PVS2) 6 3 (PVS3), propuestas por Sakai et al. (1990) y Nishizawa et al. (1993),
respectivamente, para mejorar la preservacion del tejido en el proceso de vitrificacion. La PVS2
estd 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 solucidn crioprotectora eficiente y es la solucion de vitrificacion mas utilizada (Sakai et
al., 1990; Normah et al., 2019). Mientras que, la PVVS3 contienendo: glicerol 50% (p/v) y sacarosa
50% (p/v) disueltos en medio MS, y es la segunda solucion de vitrificacion de eleccién (Nishizawa
etal., 1993; Normah et al., 2019). Estas soluciones interactiian con las moléculas de agua mediante
fuerzas dipolo-dipolo y puentes de hidrdgeno, para disminuir la cantidad de moléculas de agua
libres (Nausch y Buyel, 2021). Jeyanthi et al. (2011) utilizaron el PVS2 para la crioconservacion
de Dendrobium Bobby Messina, y obtuvieron homogeneidad celular y buena viabilidad. Por lo
que, su uso permite evitar modificaciones celulares y una buena preservacion del tejido.
Desafortunadamente, Raju et al. (2021) mencionan que el glicerol y el DMSO, dos crioprotectores
penetrantes del PVS2, pueden ser toxicos y causar modificaciones en algunos tejidos. Ademas, los
consideran inadecuados e ineficientes para maltiples 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 econémica y de tiempo en el proceso de la crioconservacion. También,
se ha observado que la penetracion que tiene la solucién de vitrificacion dentro del tejido es
directamente proporcional al tiempo de exposicion de dicha solucion. En algunos casos, una buena
penetracion de la solucion de vitrificacion ayuda a evitar alteraciones celulares. Sin embargo,
cuando hay una sobreexposicion a estas soluciones es posible que el tejido sufra modificaciones
celulares por la pérdida excesiva de agua y estrés osmotico, ya que las soluciones de vitrificacion
deshidratan el tejido (Kaczmarczyk et al., 2012; Sakai y Engelmann, 2007). Es por esto, que
establecer los tiempos de exposicion correctos a la solucion de crioconservacion puede evitar

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

La crioconservacion ha sido descrita como una técnica eficaz para la preservacion 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 multiples estudios donde se demuestra que
puede ocasionar alteraciones moleculares, bioquimicas y fisiologicas (Cuadro 1) (Ganino et al.,
2012; Garcia-Coronado et al., 2016; Lazo-Javalera et al., 2015; Martinez-Montero et al., 2002).
Ademas, la crioconservacion 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, ademas de los posibles efectos positivos en la salud
(Ozcan et al., 2017). Por lo que, existe controversia sobre la eficiencia de la crioconservacion y
justo da origen a la pregunta, ¢qué efectos citotoxicos causa la crioconservacion sobre embriones

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

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

Alteracion relacionada con

. e Tejido vegetal Referencia
crioconservacion
Fuga de electrolitos,
peroxidacion de lipidos y un Callos embriogénicos de cafia de (Martinez-Montero et
incremento de proteinas de azacar (Saccharum sp.) al., 2002)
membrana

Puntas de brote de porta injerto de
Plasmolisis por la vitrificacion Kober 5 BB (cruce entre Vitis (Ganino et al., 2012)
berlandieri y Vitis riparia)

Variabilidad genética posterior | Yemas axiliares de vid (V. vinifera L.) | (Lazo-Javalera et al.,

al recalentamiento cv. Flame Seedless 2016)
Aumento de malondialdehido Yemas axiliares de vid cv. Flame (Lazo-Javalera et al.,
por la deshidratacion Seedless 2015)

Alteracion en los niveles de
metilacion del ADN por la
vitrificacion

Embriones cigbticos de la vid cv. Red | (Garcia-Coronado et
Globe al.,2016)
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2.3.1. Alteraciones Bioquimicas

Cuando existe la formacion de EROs por un proceso de estrés oxidativo, actlan enzimas que
estabilizan a las EROs para protegerla contra las alteraciones. Algunas de estas enzimas son la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la ascorbato peroxidasa (APX) (Elavarthi y
Martin, 2010). Ademas, las EROs producen una peroxidacion lipidica cuando atacan a los acidos
grasos de la membrana celular. Esto provoca una acumulacion de malondialdehido (MDA), el cual
es el producto final de la peroxidacion lipidica (Parkhey et al., 2012). Por lo que, un aumento de
estas enzimas indica la generacion de alguna alteracion por la presencia de EROs.

Rahmah et al., (2015), trabajaron con tejido de Brassidium, un género de orquideas hibrido,
reportaron un aumento de la actividad de APX y CAT en los procesos de deshidratacion y
vitrificacion. Ademas, se observaron cambios en la estructura celular mediante microscopia
electronica durante la exposicion a nitrogeno liquido. Esto indica que la deshidratacion y
vitrificacion provocan un estrés oxidativo limitando la viabilidad y calidad del tejido. Por otro lado,
Lazo-Javalera et al. (2015), observaron una disminucion en la actividad de SOD y CAT, y un
aumento en las concentraciones de MDA en el proceso de vitrificacién de yemas axilares de la vid
del cultivar Flame Seedless. Esto se debe a una respuesta enzimatica hacia el estrés oxidativo
causado por la vitrificacién. Por esta razon, se requieren futuros estudios que evallen la actividad
antioxidante en embriones cigoticos de la variedad Red Globe de vid. Lo anterior, para poder
confirmar que algunos procesos de la crioconservacion pueden provocar alteraciones bioquimicas

por la formacion de EROs.

2.3.2. Cambios Moleculares

Wilkinson et al. (2003) mencionan que la crioconservacion es una técnica adecuada para la
preservacion de tejido de Cosmos atrosanguineus a largo plazo. Ademas, indican que no se observo
variabilidad genética en el tejido regenerado después de 12 meses de ser almacenado en nitrogeno
liquido. 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 crioconservacion
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sobre plantas mutantes de algunas variedades de la flor Chrysanthemum. Este estudio demostrd
que la crioconservacion protege la estructura de cada quimera, pero afecta el crecimiento de la
planta. De tal manera que, estos dos estudios demuestran que la crioconservacion 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. Asi mismo, Lazo-Javalera et al. (2016)
demuestra en su estudio que la crioconservacion causé cambios en la variabilidad genética,
especificamente durante el enfriamiento y recalentamiento en yemas axilares de la vid. Ademas,
Garcia-Coronado et al. (2016) sugieren que la crioconservacion y vitrificacion generan alteraciones
en la metilacion de ADN y en la regulacién de expresion de genes en embriones cigoticos de V.
vinifera cv. Red Globe. Lo anterior, posiblemente es la causa de que el embrion tenga un bajo
desarrollo posterior a la crioconservacion.

Por otro lado, la pared celular es una capa resistente y rigida, y, como se describe mas adelante,
estd compuesta de celulosa, una matriz de polisacaridos y proteinas estructurales (Carpita y
Gibeaut, 1993). Las expansinas, son proteinas estructurales de la pared celular que inducen y
regulan la expansion celular de forma dependiente del pH. Estas proteinas 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 o y B-expansinas, siendo las a-expansinas las mas
abundantes (Cosgrove et al., 2002; Cosgrove, 2005; Liu et al., 2019). También, existen las
expansinas como proteinas A y B, que también se encuentran en bacterias y hongos, y podrian
ayudar a estos microorganismos a penetrar el tejido vegetal (Cosgrove et al., 2002; Cosgrove,
2005). Se ha visto que las a-expansinas estan relacionadas con el estrés por frio. 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). Ademas, Feng et al. (2019) reportaron
que la sobrexpresion de una B-expansina de Arabidopsis thaliana, no solo aumentaba el contenido
de celulosa y lignina, si no aumentaba la tolerancia al estrés por frio al mejorar la regulacion
osmotica y antioxidante.

Quijada-Rivera (2021), observaron en el anélisis transcriptomico en embriones cigoticos de la vid
cv. Red Globe posterior a la crioconservacion, que el gen de la expansina-al (EXPAI1) 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 frio, lo cual es contrario a lo
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reportado por Quijada-Rivera (2021). Aun falta explicar a profundidad el modelo de regulacion de
las expansinas (Liu et al., 2019), lo cual ayudara a elucidar la dindmica de la expresion del gen
EXPAL1 alo largo de todo el proceso de la crioconservacion. Por lo tanto, se requieren mas 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 mecanica a la célula y juega un papel en el crecimiento y diferenciacion de tejidos
(Herrera-Ugbaldo y de Folter 2018). La pared celular esta compuesta de una lamina media, middle
lamella en latin, pared primaria y secundaria (Cosgrove, 2005). La lamela media es una capa
adhesiva que mantiene unidas a las células. Esta capa estd formada principalmente por pectinas,
uno de los polisacaridos mas complejos, y son determinantes para el grosor de la pared celular y el
tamano de los poros (Carpita y Gibeaut, 1993; Cosgrove, 2005).

La pared celular primaria esta compuesta por celulosa y de una matriz compleja de polisacaridos,
como hemicelulosa y pectinas. La celulosa es el polimero mas abundante y util 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 meristematicas, pero luego las fibras se
alinean de manera paralela perpendicularmente hacia el eje de elongacién (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 mas abundantes. Las pectinas un grupo complejo de polisacéridos, y
también se encuentran en la pared celular primaria (Cosgrove, 2005). Estos polisacaridos 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 esta presente en todas las células. Generalmente, esta presente en células que requieren de una
gran resistencia mecanica y refuerzo estructural (Cosgrove, 2005).

Ademas, de contener celulosa y la matriz de polisacaridos, la pared celular también esta compuesta
de proteinas estructurales. Como las proteinas ricas en prolina, proteinas ricas en glicina,

arabinogalactanas y las proteinas ricas en hidroxiprolina, también conocidas como extensinas
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(Carpita y Gibeaut, 1993). Estas proteinas juegan un papel importante en la elongacion de la pared
celular (Cosgrove et al., 2002). Como se menciond anteriormente, algunos de los genes que
codifican para estas proteinas se han visto inducidos por el estrés por frio y reprimidos al final de
la crioconservacion de tejido vegetal (Zhang et al., 2018; Liu et al., 2019; Quijada-Rivera, 2021).
La membrana celular 6 membrana plasmaética es otro componente celular importante, ya que se
encarga de la proteccion celular y del transporte de nutrientes (Leonard y Hodges, 1980). Esta
compuesta principalmente por proteinas y lipidos, que generaran una distribucion de un modelo
mosaico fluido. Los lipidos de la membrana celular desarrollan un papel importante en la estructura
de los componentes celulares que regulan la fluidez de la membrana y la transduccion de sefales.
La bicapa lipidica esta involucrada en la fluidez de la membrana, ya que sus componentes estan
unidos por interacciones no covalentes. Por lo que, la posicion tipo y cantidad de los lipidos y
proteinas 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 energia, y puede ser
a traves de la difusion simple o facilitada. En la difusién facilitada, las moléculas atraviesan la
membrana con la ayuda de poros o proteinas acarreadoras (Leonard y Hodges, 1980). En el
transporte activo se requiere de energia, ya que las moléculas viajan en contra del gradiente. La
bomba de protones, H+-ATPasa, es una de las principales proteinas 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 exposicion a bajas temperaturas provoca cambios en el metabolismo de
los lipidos de la membrana celular (Wang et al., 2019) y degradacion de los polisacaridos de la
pared celular en algunas plantas (Fan et al., 2019). Un estudio realizado por Martinez-Montero et
al. (2002), indic6 que hay fuga de electrolitos, peroxidacion lipidica y disminucion de proteinas de
membrana por el enfriamiento en la crioconservacion de callos embriogénicos de cafia de azlcar.
Lo anterior, demuestra, las alteraciones que puede generar el enfriamiento durante la
crioconservacion a la integridad celular.

Zakaria et al. (2020), reportaron que el proceso de deshidratacion provoca plasmolisis en orquideas
crioconservadas. La plasmdlisis es un proceso donde se disminuye el potencial osmotico de la
célula, donde la pared y membrana celular se separan, causando malformaciones celulares.

Ademas, en el mismo estudio se observo una ruptura de las células posterior al enfriamiento, lo
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cual disminuy0 la viabilidad del tejido. La investigacion de Ganino et al. (2012) mostrd resultados
similares, ya que también se observo plasmolisis. Sin embargo, la alteracion se observo en el
proceso de vitrificacion en puntas de brote del porta injerto Kober 5 BB, el cual es un hibrido entre
Vitis berlandieri y Vitis riparia.

En el estudio de Ganino et al. (2012) se utilizo la PVS2, la cual contiene DMSQO y glicerol. Como
se menciond anteriormente, estas dos sustancias pueden ser toxicas para el tejido y causar
modificaciones. Debido a que se utilizd un género igual que la vid en este estudio, existe la
posibilidad que el proceso de vitrificacion provoque la misma alteracion en la variedad Red Globe
de la vid. Ademas, considerando los hallazgos de los otros estudios, la crioconservacion podria
provocar deshidratacion celular y lesiones por la exposicion a NL en la membrana celular de
embriones cigéticos de V. vinifera L. cv. Red Globe (Figura 5). De tal manera que, se podria
observar la formacion de especies reactivas de oxigeno, fuga de electrolitos, degradacion de
fosfolipidos, plasmdlisis y disminucion del contenido de proteinas y polisacaridos de la membrana
celular. De ahi que, es necesario realizar estudios histoldgicos a embriones cigéticos de vid del
cultivar Red Globe, ya que no existen reportes donde se describan las modificaciones que puede

provocar la crioconservacion a la integridad celular de vid.

MDA | —» Peroxidacion lipidica

Degradacion de fosfolipidos
Fuga de electrolitos

T Contenido de proteinas y

Vacuola e
polisacaridos

Figura 5. Posibles modificaciones celulares que podrian provocar algunos pasos en el proceso de
la crioconservacion. ERO: especies reactivas de oxigeno. MDA: malondialdehido. (Creado con
BioRender.com)
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Los diversos efectos negativos que se han descrito por la crioconservacion en tejidos de la vid y
otras plantas tienen cierta relacion. Como se mencion6 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
osmatico causado por la deshidratacion en tejido de orquideas. Los demas estudios antes
mencionados solo se enfocaron en identificar un tipo de modificacion, ya sea que fuera fisiologico,
bioquimico o molecular. Lo cual, no excluye la posibilidad de que esté presente otro tipo de
alteracion que sea causada por la crioconservacion. Por lo anterior, es imperativo realizar estudios
enzimaticos, histoldgicos y moleculares sobre los efectos que tiene la crioconservacion en el tejido

de la vid y otras plantas.

2.4. Andlisis Histologicos para la Identificacion de Cambios Celulares Relacionados con

Crioconservacion

2.4.1. Estudios Histoldgicos en Tejidos Vegetales Crioconservados

Existen maltiples estudios donde han utilizado diversas tinciones en cortes histoldgicos para la
identificacion de cambios celulares ocasionados por la crioconservacion u otros procesos (Cuadro
2). Suzuki et al. (1998) fue el primer estudio reportado en este topico, donde el analisis histologico
revel6 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
crioconservacion implementado. Ademés, existe la posibilidad que haya ocurrido una
desorganizacion y/o cambios fisioldgicos en las células supervivientes de los segmentos nodales
crioconservados, responsables de la formacion de raices, como consecuencia de la
crioconservacion. Similarmente, en el estudio realizado por Lambardi et al. (2000), donde se
analiz6 mediante histologia los cambios presentes en puntas de brote crioconservadas de Populus

alba L., se report6 que las células ubicadas en el meristemo apical no sufrieron alguna alteracion.
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Sin embargo, las células ubicadas en las hojas axilares jovenes presentaron rupturas, pero esto

afectd poco la regeneracion del tejido. Esto muestra que la ubicacion de las células dentro del tejido

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

Cuadro 2. Hallazgos histolégicos en tejidos vegetales crioconservados.

aumento del contenido de proteinas.

En el tejido crioconservado que fue
regenerado, las células ubicadas en el
meristemo obtuvieron sus caracteristicas
originales con algunos granulos de
almidon.

Especie Tejido Co_lor'e%nte Hallazgos Histoldgicos Referencia
(tincion)
Asparagus Segmentos | Paragon Supervivencia de células ubicadas en el Suzuki et al.,
officinalis L. | nodales Multiple primordio foliar y en el meristema apical | 1998
cv. Mary (Tamafio: 5 | Stain de segmentos nodales. Posible
Washington | mm) desorganizacidn y/o cambios fisioldgicos
500W de células responsables de la formacion de
raices.
Populus alba | Puntas de PAS + Las hojas axilares jovenes sufrieron Lambardi et
L. brote anilina azul alteraciones como rupturas, mientras que | al., 2000
(Tamafio 1- | negro las células en el meristemo apical
2 mm) estuvieron libres de cambios.
Citrus Embriones | PAS La encapsulacion-deshidratacion aumento | Gonzélez-
clementina somaticos la presencia de polisacaridos, lo cual Arnao et al.,
(Tamafio: aumento la viabilidad del tejido. 2003
0.4-0.5
mm)
Dendrobium | PLBs Safranina + El protocolo de crioconservacion provoco | Jeyanthi et
Bobby (Tamafio: verde rapido | ruptura de la pared celular, nicleos mas al., 2011
Messina 3-4 mm) voluminosos, citoplasmas mas densos y
células mas homogéneas entre si. Lo cual
ocasiond la presencia de plasmolisis,
encogimiento del ndcleo y ruptura de la
pared y membrana celular.
Dioscorea Puntas de PAS + Los procesos de osmoproteccion, Barraco et
alata brote anilina azul deshidratacion y la crioconservacion del al., 2014
(Tamafio: negro tejido provoca plasmolisis, disminucién
1- 2 mm) de la relacién nucleo-citoplasma y
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Cuadro 2. Hallazgos histolégicos en tejidos vegetales crioconservados (continuacion).

causaron ruptura y colapso de las células
meristematicas.

Especie Tejido Co_Ior_a}nte Hallazgos Histologicos Referencia
(tincidn)
Brassidium PLBs Safranina+ | Aumentar la concentracion de sacarosay | Mubbarakh
Shooting Star | (Tamafio: verde rdpido | no utilizar una solucion de descarga etal., 2014
1-4 mm) aumenta el grado de contraccion y
modificaciones celulares.
Utilizar PVS3 por largos periodos de
tiempo provoca plasmolisis, pero la
alteracion es mas severa al no utilizar la
solucion.
La crioconservacion y precultivo mayor a
24 h provoca alteraciones celulares y
sintomas de plasmolisis.
Malus Puntas de Azul de Las células ubicadas en el domo apical Lietal.,
domestica brote toluidina tienen mayor capacidad de sobrevivir 2015
(Borkh.) (Tamario: (0.1%) posterior a la exposicién a NL, en
2-3 mm) comparacion con las células en los
primordios foliares.
Citrus Puntas de Stevenel's Pocos cambios celulares visibles. Solo Volk et al.,
limon ‘Eureka | brote Blue algunas células de mayor tamafio ubicadas | 2017
lemon’ (Tamario: en las regiones bajas del tejido
3-5mm) presentaron plasmolisis.
Passiflora Puntas de PAS + El uso de PVS2 y PVS3 provoco Simao et al.,
pohlii Mast. raiz anilina azul plasmadlisis, pero disminuyd 2018
(Tamafio: 1 | negro significativamente 7 dias después del
cm) recalentamiento. No se observo la
presencia de plasmolisis 30 dias después
del recalentamiento.
Vitis vinifera Puntas de Azul de PVS2 provocd plasmolisis sobre las Bettoni et al.,
cv. Riesling brote metileno células de la corteza vacuolar, pero la 2019
(Tamario: 1 exposicion a PVS2 y NL caus6 disrupcion
mm) de la membrana celular. Las células del
meristema apical y lateral no sufrieron
algin cambio por el uso de PVS2 6 NL.
Tarenaya Raiz PAS + El espacio intercelular aumenté durante la | Da Silva
rosea (Tamarno: anilinaazul | crioconservacion. El uso de la solucion de | Cordeiro et
0.3-0.4 cm) | negro carga y PVS3 provocaron plasmadlisis. al., 2020
Sudan IV Mientras que la solucion de descarga
Rutenio rojo | disminuy0 el grado de plasmodlisis.
Lugol Se observo la presencia de polisacaridos,
Cloruro proteinas, lipidos y pectinas en el espacio
férrico intercelular.
Oncidium PLBs PAS + La osmoproteccion y deshidratacion del Zakaria et
Golden anilinaazul | tejido provoco plasmdlisis, y la al., 2020
Anniversary negro exposicion a NL y el recalentamiento

PLBs: Cuerpos similares a protocormos. PVS2: Solucién de vitrificacion vegetal 2. PVS3:
Solucion de vitrificacion vegetal 3. NL: Nitrogeno liquido. PAS: Acido periédico de Schiff.
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Gonzéalez-Arnao et al. (2003), mostraron que la viabilidad de embriones somaticos de citricos
crioconservados aumentaba gracias a la acumulacion de polisacéridos, siendo un efecto secundario
causado por la encapsulacion-deshidratacion del tejido. Esto es ocasionado por la acumulacion de
sacarosa durante la encapsulacion-deshidratacion, lo cual permite que el tejido soporte el
enfriamiento y deshidratacion a lo largo del protocolo de crioconservacion. Por otro lado, Jeyanthi
et al. (2011), analizaron histol6gicamente PLBs de Dendrobium Bobby Messina crioconservados.
Este estudio revelo que las células crioconservadas sufrieron ruptura de la pared celular, nicleos
mas voluminosos y citoplasmas mas densos. Esto viene siendo indicativo de la presencia de
plasmolisis, encogimiento del ndcleo y ruptura de la pared y membrana celular, como consecuencia
del protocolo de crioconservacion utilizado.

Barraco et al. (2014), en su estudio histolégico en puntas de brote de Dioscorea alata
crioconservadas mediante encapsulacion-deshidratacion, reportaron algunas alteraciones que
ocasionan ciertos procesos de su protocolo de crioconservacion. Primeramente, observaron la
presencia de plasmolisis en las células de los controles del precultivo, osmoproteccion y
deshidratacion, pero el grado de plasmolisis fue significativamente mayor en los Gltimos dos
procesos. En el tejido crioconservado el grado de plasmdlisis fue similar al del control de
osmoproteccién y deshidratacién. Ademas, la relacion nucleo-citoplasma disminuyd y el contenido
de proteinas aument6 debido los procesos de osmoproteccion, deshidratacion y exposicion a NL.
A pesar de las modificaciones presentes al tejido crioconservado, se logrd observar en el tejido
colocado en medio de regeneracion por 30 dias posterior a la crioconservacion, fue capaz de
regenerarse donde las células ubicadas en el meristema obtuvieron sus caracteristicas originales.
Mubbarakh et al. (2014), analizaron los efectos de la crioconservacion en PLBs de Brassidium
Shooting Star utilizando PVS3 como crioprotector. Su estudio demostrd, que el uso de una solucion
de sacarosa con una concentracion mayor a 0.25 M y ausencia del uso de la solucién de descarga,
provoca contraccién celular y ruptura de la pared celular. Ademas, al exponer el tejido a la PVS3
por un largo periodo de tiempo aumentaba el grado de plasmolisis, pero se ocasionaba una
plasmolisis mas severa al no implementar PVVS3 en el protocolo de crioconservacion. Las células
expuestas al medio de precultivo y crioconservadas por un periodo mayor a 24 h, presentaron
cambios celulares y sintomas de plasmolisis, como contraccidn nuclear, ruptura de la pared celular,
citoplasmas tefiidos ligeramente y ausencia de nucleos.

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 exposicion a NL, en comparacion 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 existian algunas células de mayor tamafio que presentaban plasmdlisis,
ubicadas en las regiones bajas del tejido, pero esto sigue siendo una diferencia a lo reportado en
otros estudios. VVolk y colaboradores, le adjudican este hallazgo a que las puntas de brote que no
sufrieron algin cambio, ya que le brindaron los nutrientes necesarios desde el microinjerto al
meristema en crecimiento.

Siméo et al. (2018), realizaron un analisis histologico en puntas de raiz de Passiflora pohlii Mast.
crioconservadas. Determinaron que el uso de los crioprotectores, PVS2 y PVS3, provocaron
plasmdlisis sobre las células, principalmente a las células corticales. Sin embargo, las células eran
capaces de regenerarse. Esto debido a que siete dias después del recalentamiento, el grado de
plasmolisis habia disminuido significativamente, y para el dia 30, posterior al calentamiento, la
presencia de plasmolisis habia desaparecido, con la excepcion de las células ubicadas en la
epidermis. De manera semejante, Bettoni et al. (2019) reportaron que el uso de PVS2 provoca
plasmdlisis sobre las células de la corteza vacuolar, y disrupcion 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 algin cambio debido al uso
de PVS2 ¢ la exposicion a NL. A pesar de las alteraciones observadas en las otras células, las
puntas de brote mostraron algun tipo de crecimiento a los 6 dias de regeneracion.

Da Silva Cordeiro et al. (2020), detectaron que el uso de la solucién de carga y PVS3 provoca
plasmolisis sobre las células de raiz de Tarenaya rosea, pero el grado de plasmélisis disminuia al
implementar la solucion de descarga. Ademas, durante el protocolo de crioconservacion el espacio
intercelular fue aumentando, y se detectd la presencia de polisacaridos, proteinas, lipidos y pectinas
dentro del espacio intercelular. Por otro lado, Zakaria et al. (2020) analizaron los cortes
histoldgicos de PLBs de Oncidium Golden Anniversary. Resaltaron que la viabilidad de los PLBs
se vio afectada por la presencia de plasmdlisis y ruptura celular. Esto viene como consecuencia del
uso del medio de osmoproteccidn y deshidratacién, los cuales provocaron un aumento del grado
de plasmdlisis. También por la exposicion a NL y el recalentamiento, ya que causaron ruptura y
colapso de las células meristematicas.

Estos estudios demuestran la relevancia que tiene la exposicion del tejido a soluciones de carga,
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osmoprotectores, deshidratacion, crioprotectores, nitrégeno liquido, recalentamiento, soluciones
de descargas, en cuanto al tipo de modificacién que pueden provocar. Ademas, la ubicacion de las
células en el tejido también es importante. Esto debido a que, se observd en algunos estudios que
las células ubicadas en el meristemo apical tenian mayor resistencia contra los cambios causados
por la crioconservacion en comparacion 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 analisis
histologicos permitieron identificar las modificaciones celulares que provocan ciertos pasos de la
crioconservacion. Esto va a permitir generar un protocolo 6ptimo de crioconservacion 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 Analisis Histoquimico de Tejidos Vegetales Crioconservados

Las tinciones para el andlisis histoquimico de tejidos vegetales criconservados serian de utilidad
debido a que las células en su pared y membrana celular estan compuestas de algunos polisacaridos,
y son estructuras que usualmente sufren alteraciones durante la crioconservacion (Kaczmarczyk et
al., 2012). La pared celular estd compuesta de diversos polisacaridos como la celulosa, pectinas
hemicelulosa y xiloglucanos. En situaciones de estrés, usualmente estos componentes se
disminuyen (Martinez-Montero et al., 2002). Ademas, durante la crioconservacion el tejido es
expuesto a diversas soluciones que contienen algunos polisacéaridos, como las soluciones
crioprotectoras, soluciones de carga y descarga. En este sentido, seria pertinente conocer el
comportamiento de la célula y la distribucion de sus polisacaridos al estar expuesta a dichas
sustancias.

Como se ha mencionado, un componente de la célula que es propenso de sufrir alguna alteracion
por la crioconservacion es la pared celular, usualmente se presenta ruptura de la pared celular. La
celulosa es el polisacarido mas abundante en la pared celular y le brinda fuerza y resistencia
(Carpita y Gibeaut, 1993). Siendo esta la funcion de la celulosa, es importante analizar la dindmica
de este polisacarido durante el proceso de crioconservacion. Ademas, otro cambio que es comun

que afecte la pared y membrana celular es la plasmolisis, 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; Siméo et al., 2018; Volk et al., 2017; Zakaria et al., 2020).

Se ha utilizado el acido periodico de Schiff (PAS), para tefiir los polisacaridos en los cortes
histologicos (Barraco et al., 2014; Da Silva Cordeiro et al., 2020; Gonzélez-Arnao et al., 2003;
Lambardi et al., 2000; Simé&o et al., 2018; Zakaria et al., 2020). El uso de esta tincién permitio
visualizar el grado de plasmolisis y aumento de polisacéridos causado por la crioconservacion (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 distribucion de los polisacéridos. En dicho estudio, el azul de toluidina, rojo congo y PAS se
emplearon para evaluar el grado de plasmolisis, distribucion de celulosa y polisacaridos en general,
respectivamente.

El azul de toluidina es un colorante metacromatico basico de tiazina con alta afinidad por los
componentes acidos del tejido, por lo que tifie 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 electrostaticas entre el grupo triéxido de azufre
(-SOz3") del rojo congo y el grupo OH de la celulosa. También, se logra la union por medio de
enlaces de hidrogeno entre el grupo amino (-NH>) del rojo congo y el atomo de oxigeno del éter
de la celulosa (Samiey y Dargahi, 2010). Por otro lado, la tincion de PAS consiste en exponer el
corte histoldgico al acido periddico. El cual es un agente oxidante y al oxidar grupos quimicos en
el tejido produce aldehido. Este compuesto puede ser identificado al convertirlo en un complejo
con la solucién de Shiff, generando un color rojo magenta brillante (Hale, 1957). Como se
menciond anteriormente, estas tinciones han sido empleadas satisfactoriamente para analizar el
grado de plasmolisis, celulosa y polisacaridos de tejidos vegetales. Por lo tanto, todas las tinciones
gue se mencionaron son Utiles para analizar la presencia de alguna modificacion celular como

consecuencia de la crioconservacion de vid.
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3. HIPOTESIS

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

membrana celular de embriones cigoticos 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 crioconservacion en embriones cigoticos de Vitis vinifera L. cv. Red Globe.

4.2. Objetivos Especificos

e Realizar la crioconservacion de embriones cigéticos de la vid de la variedad Red Globe.

e Determinar la viabilidad y regeneracion a plantulas de los embriones cigéticos de la vid durante
el proceso de crioconservacion.

e Analizar los componentes y la integridad de la pared y membrana celular de los embriones
cig6ticos de la vid durante el proceso de crioconservacion mediante histologia.

e Cuantificar la expresion del gen expansina-o1 de los embriones cigdticos de la vid durante las

diferentes etapas del proceso de crioconservacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Protocolo de Crioconservacion de Vid

5.1.1. Preparacion del Material Vegetal

El experimento se realizé con embriones cigdticos 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 jabdn (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 realizd una prueba de viabilidad de semillas mediante flotacion
(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 jabdn 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. Extraccion de Embriones Cigoticos de Vid

Esta actividad se realiz0 dentro de una campana de flujo laminar (Horizontal Laminar Flow
Cabinet, Esco Airstream®) bajo condiciones estériles con la ayuda de un bisturi y un estereoscopio
(Daigger Scientific Inc.). En caso de ser necesario, las semillas se colocaron dentro de medio
Murashige & Skoog para su maduracion antes del tratamiento con acido giberélico. Después, las
semillas se trataron con 1000 ppm de acido giberélico por 24 h a 25 °C para detener la dormancia
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del embridn, con la excepcion del tratamiento control que no recibi6 algan tratamiento. Al finalizar
el tratamiento con &cido giberélico, las semillas fueron diseccionadas con la ayuda del bisturi 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 vitrificacion.

Previo al tratamiento con acido giberélico, se dividieron 1500 embriones en 15 tubos eppendorf, y
estas réplicas se utilizaron como control + (T1) (sin algin tratamiento). Tres réplicas se
sumergieron en solucion fijadora de tejidos para los analisis histolégicos, y las otras 12 replicas se
utilizaron para los andlisis de viabilidad y expresion génica. Réplicas similares se utilizaron en los
demaés tratamientos: control - NL (T2) (exposicion a nitrégeno liquido); exposicion a PVS2 (T3);
exposicion a PVS2 y nitrégeno liquido (T4) (PVS2+NL); exposicion a PVS2, nitrégeno liquido y
recalentamiento (T5) (PVS2+NL+RC); exposicion a PVS2, nitrégeno liquido, recalentamiento y
solucidn de descarga (T6) (PVS2+NL+RC+SD) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Distribucion de muestras para los andlisis de viabilidad, histologia y expresion génica.

Analisis
Tratamientos Viabilidad | Viabilidad por ——| Totalde
S : ] Expresion | réplicas
con cloruro regeneracion | Histologia . énica |
de tetrazolio* | de plantulas* g
T1: Control + (sin 5 réplicas 5 réplicas 3réplicas | 2 réplicas 15
tratamiento) P P P P réplicas
_ s . o o 15
T2: Control — (NL) 5 réplicas 5 replicas 3replicas | 2 replicas réplicas
T3: Tratamiento con 5 réplicas 5 réplicas 3réplicas | 2 réplicas 15
PVS2 P P P P réplicas
T4: PVS2 + NL 5 réplicas 5 réplicas 3réplicas | 2 réplicas . 15
réplicas
T5: PVS2 + NL+RC 5 réplicas 5 réplicas 3réplicas | 2 réplicas . 15
réplicas
T6: PVS2 + 5 réplicas 5 replicas 3replicas | 2 replicas 15
NL+RC+SD P P P P réplicas

Cada replica contiene 5 (*) 6 100 (1) embriones cigoticos de vid de la variedad Red Globe.
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5.1.3. Crioconservacion por Vitrificacion

Antes de iniciar este proceso, los embriones se separaron en tres réplicas colocando 100 embriones
por réplica durante cada etapa de la crioconservacion para cada anélisis. Las condiciones de
vitrificacion se realizaron de acuerdo a lo descrito por Garcia-Coronado et al. (2016). Se utilizd 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 exposicion a PVS2, los embriones se lavaron con agua
destilada para eliminar el exceso de PVS2. Luego, tres réplicas se sumergieron en solucion fijadora
de tejidos que se utilizaron para los analisis histoldgicos y las otras 12 réplicas fueron destinadas
para los andlisis de viabilidad y expresion génica.

Posteriormente, durante la vitrificacion los demas embriones tratados con PVS2 (15 réplicas con
100 embriones cada una) se sumergieron en nitrégeno liquido a -196 °C durante 30 min (Cuadro
3). Inmediatamente después de este tiempo, tres réplicas se sumergieron en solucion fijadora de
tejidos que se utilizaron para los andlisis histoldgicos, y las otras 12 réplicas fueron empleadas para
los andlisis de viabilidad y expresion génica.

Los embriones (control negativo) destinados para el tratamiento s6lo con nitrogeno liquido (15
réplicas con 100 embriones cada una) fueron expuestos a nitrégeno liquido a -196 °C durante 30
min. Al finalizar los 30 min de exposicidn a NL, tres réplicas se sumergieron en solucion fijadora
de tejidos para los analisis histoldgicos y las otras 12 réplicas fueron empleadas para los analisis

de viabilidad y expresion génica (Cuadro 3).

5.1.4. Recalentamiento

Al finalizar los 30 min de almacenamiento en nitrégeno liquido, los embriones (15 réplicas con
100 embriones cada una) se recalentaron a 38 °C en bafio de Maria por tres minutos, y se elimino

la solucion PVS2 restante mediante tres lavados con agua destilada estéril por 1 min. Tres réplicas
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fueron sumergidas en solucién fijadora de tejidos para los analisis histologicos y las otras 12
réplicas se utilizaron para los anélisis de viabilidad y expresion génica (Cuadro 3).
Finalmente al Gltimo tratamiento, posterior al recalentamiento del tejido se utilizé la solucion de
descarga, que se compone de sacarosa al 1.2 M, a temperatura ambiente por 10 min. Tres réplicas
fueron sumergidas en solucién fijadora de tejidos para los analisis histoldgicos y las otras 12
réplicas se utilizaron para los anélisis de viabilidad y expresion génica (Cuadro 3).

5.2. Anédlisis de Viabilidad de los Embriones

5.2.1. Anélisis de Viabilidad Mediante Cloruro de Tetrazolio

Todos los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5 y T6) fueron expuestos a la solucion de cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC), para realizar el analisis de viabilidad de acuerdo a la metodologia
descrita por Garcia-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 incubacion de 24 h a 30 °C en obscuridad. Después, la
solucién de TTC se elimind y los tejidos se lavaron con agua destilada estéril. Posteriormente, los
embriones se observaron bajo un estereoscopio para visualizar el desarrollo del formazan (color
rojo) el cual es indicador de viabilidad. Finalmente, el porcentaje de viabilidad se calcul6 mediante

la siguiente férmula (1):

. Ly # de embriones viablesx100
% de viabilidad = " - ) (D

donde # de embriones viables corresponde al nimero de embriones que desarrollaron un color rojo
enel T1, T2, T3, T4, T5 6 T6.
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5.2.2. Regeneracion de Plantulas

La metodologia que se utilizo en este paso se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Garcia-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 germinacion. El medio de germinacion contenia medio MS suplementado con 0.035 mg de 4cido
giberélico, 50 mg de mio-inositol, 50 mg de hidrolizado de caseina, 30 g de sacarosa, 8 g de agar
y 3 g de carbon activado por litro de agua desionizada (Garcia-Coronado et al., 2016). Los
embriones fueron incubados a 26 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad por 6
semanas en una camara de crecimiento. Los resultados se expresaron en porcentaje de plantulas
regeneradas, de acuerdo a la cantidad de plantulas que desarrollaron crecimiento en cada

tratamiento.

5.3. Analisis Histologico de la Membrana y Pared Celular

5.3.1. Preparacion de los Cortes Histoldgicos

De acuerdo a la metodologia reportada por Zakaria et al. (2020), se realizaron los estudios
histolgicos con algunas modificaciones para todas las réplicas de los diferentes tratamientos.
Primero, los tejidos de cada réplica trataron con una solucion de fijacion por siete dias, que contiene
una proporcion de 10:1:2:7 de alcohol etilico al 95%, acido acético glacial, formaldehido y agua,
respectivamente. Después, los tejidos se deshidrataron con soluciones de etanol de 50, 70, 85, 98
y 100% (dos veces cada concentracion) 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 utiliz6 una estacion
de inclusién de parafina (Leica) para realizar la formacion 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 dia, los bloques fueron seccionados a 10um con un micrétomo rotatorio (CUT 5062,
SLEE medical GmbH) hasta obtener una tira delgada. Los cortes se montaron sobre un portaobjetos
en un bafo de agua tibia. Finalmente, los portaobjetos se dejaron secar durante la noche en un
horno a 40 °C.

5.3.2. Tincion de Tejidos

Al eliminar la parafina del portaobjetos con xileno, se realizo la tincion del corte histoldgico. Se
utilizo la tincién de azul de toluidina (0.06% en agua destilada) para tefiir la pared celular y poder
visualizar el grado de plasmoélisis, PAS para tefiir polisacaridos en general y rojo congo (0.5% en

agua destilada) para tefir la celulosa.

5.3.3. Analisis de Imagen

Todas las observaciones y capturas de imagenes de los cortes histoldgicos se realizaron con un
microscopio 6ptico (DM750, Leica) con una camara adaptada al microscopio (VE-LX1800,
VELAB™) a un aumento de 100x. Las imagenes fueron tomadas de la regién del hipocétilo del
embridn cigotico, que es la parte donde menor manipulacion y dafio mecénico se le ocasiona al
tejido. El procesamiento de la imagen y la cuantificacion del porcentaje de plasmélisis que se
observa con la tincion de azul de toluidina en los cortes histolégicos se llevaron a cabo con el
software ImageJ version 1.53j. En la imagen se midio el area de la superficie y del citoplasma de
cinco células por seccidn en tres secciones diferentes en cada imagen de cada tratamiento (Barraco

et al., 2014). El célculo del porcentaje de plasmolisis se realizé con la formula (2):

% de plasmolisis = 100 — [(4rea del citoplasma =+ area de la celula) X 100] (2)
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donde érea del citoplasmay de la célula corresponde al &rea medida con el programa ImageJ en las
imagenes de los cortes histoldgicos tefiidos con la tincidn azul de toluidina del T1, T2, T3, T4, T5
0 T6.

5.4. Analisis de Expresidon Génica

La extraccion de ARN total se realizé con el método de Hot Borate (Wan y Wilkins, 1994), y la
sintesis del ADN complementario con el kit SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen). Se cuantifico la expresion del gen EXPAl (ID Ensembl plant
VIT_01s0026902620) mediante RT-gPCR con el kit Luna Universal Probe gPCR 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 EXPAL (GAPDH, Sentido:
S’TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA3’, Antisentido: 5’CCACAGACTTCATCGGTGACA3’;
EXPAL, Sentido: 5’TCAATGCAAAGCGTCTTGACCTC3’, Antisentido:
5’AGCCACCTCTTGAAACCACCTC3’), se disefiaron utilizando el programa QuantPrime
(Arvidsson et al., 2008). Finalmente, el andlisis de expresion relativa se llevo a cabo con el método
de Livak (2724€T) (Livak y Schmittgen, 2001).

5.5. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos de los estudios de viabilidad e histologia se evaluaron mediante analisis
de varianza de una via en base a un disefio completamente al azar con un nivel de significancia del
95%. Las variables respuesta fueron: el porcentaje de viabilidad del analisis con TTC, el porcentaje
de plantulas regeneradas, la expresion del gen EXPAL y el porcentaje de plasmolisis, de acuerdo a
los diferentes tratamientos (T1, T2, T3, T4, TS5y T6). En caso de existir diferencias significativas,
se realizo la prueba de comparacion de medias por el método de Tukey-Kramer. Todos los datos
se analizaron con el paquete estadistico NCSS (Statistical Number System, Kaysville UTA, EUA;
version 2021, v21.0.2).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis de Viabilidad en Embriones Cigoticos de Vid Durante la Crioconservacion

La viabilidad de los embriones cigoticos de V. vinifera L. cv. Red Globe se vio afectada por
diferentes etapas del protocolo de crioconservacion. En el andlisis de viabilidad con cloruro de
tetrazolio (TTC) (Figura 6A), el control + (T1), exposicion a PVS2 (T3) y PVS2+NL+RC+SD
(T6) muestran un color rojo mas brillante y uniforme en comparacion 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 méas bajo de todos los tratamientos. El
tratamiento con pura exposicion a PVS2 (T3) mostr6 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 comparacion con el control + (T1), el cual reflejé un 100%
de viabilidad.
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Figura 6. Analisis de viabilidad y regeneracion de embriones cigéticos de vid cv. Red Globe
durante su crioconservacion. A. Viabilidad de embriones cig6ticos con cloruro de tetrazolio (TTC).
B. Crecimiento de plantulas regeneradas a partir de embriones cigoticos de vid en medio de
regeneracion por 15 dias. 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: solucion de vitrificacion vegetal
2; NL: nitrégeno liquido; RC: recalentamiento; SD: solucion de descarga (sacarosa 1.2 M).

En cuanto a la viabilidad evaluada por medio de la regeneracion de plantulas, se puede observar el
crecimiento que tuvieron los embriones cigéticos después de 15 dias en medio de regeneracion
(Figura 6B y 7B). El control + (T1) mostr6 un crecimiento 6ptimo de plantulas (100%), mientras
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que el control — (T2) tuvo un crecimiento casi nulo (4%), como es de esperarse. La regeneracion
de las plantulas 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 resultd ser significativamente
diferente al porcentaje de regeneracion del control + (T1). En el tratamiento PVS2+NL (T4), el
porcentaje de regeneracion disminuyo (52%), pero la disminucion no fue significativa con respecto
al control — (T2) y al tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6), pero si con respecto al control + (T1).
El crecimiento de las plantulas en el tratamiento PVS2+NL+RC (T5) fue nulo (0%), por lo que fue
muy similar al control — (T2).

El andlisis 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 Ilamado formazan,
indicado por un color rojo brillante, gracias a la reduccion de sales de tetrazolio por la respiracion
celular en la mitocondria del tejido. En cambio, cuando el tejido no es viable no existe la formacion
de formazan, y el tejido se muestra de un color blanco (Franca-Neto y Krzyzanowski, 2019;
Gonzélez-Vera et al., 2019). En este estudio observamos que la viabilidad disminuyé por la
exposicion del tejido a NL (control-) y al recalentamiento (PVS2+NL+RC) (Figura 7A). La
utilizacion de la solucion de descarga (PVS2+NL+RC+SD) hizo posible que la viabilidad
aumentara de manera significativa. Ademas, 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
formazan aun pueden estar activas en células muertas (Nausch y Buyel, 2021). Debido a esto, es
necesario evaluar la regeneracion de plantulas (Pinto et al., 2016). Por lo que, también se decidi
utilizar la prueba de regeneracion de plantulas en este estudio para evaluar la viabilidad del tejido
(Figura 7B).
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Figura 7. Porcentajes de viabilidad de embriones cigéticos de vid cv. Red Globe durante su
crioconservacion. A. Porcentaje de embriones cigéticos viables expuestos a cloruro de tetrazolio
(TTC). B. Porcentaje de regeneracion de plantulas a partir de embriones cigoticos de vid en medio
de regeneracion por 15 dias. PVS2: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL: nitrogeno liquido; RC:
recalentamiento; SD: solucion de descarga (sacarosa 1.2 M). Las letras a, b y ¢ muestran las
diferencias significativas entre los tratamientos, p < 0.05.

En el andlisis de regeneracion de plantulas los resultados son similares a los que se obtuvieron con
el analisis 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). Ademas, se ve el aumento significativo de la viabilidad con el uso de la solucién
de descarga (PVS2+NL+RC+SD).

La principal diferencia entre los resultados de los dos andlisis 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 regeneracion de plantulas. Esto posiblemente sea debido a que el cambio que presento el tejido
no fue tan severo gracias al uso de la PVS2 vy el tejido fue capaz de regenerarse con el paso del
tiempo. Gonzélez-Arnao et al. (2003) observaron algo similar a los resultados de este estudio al
exponer embriones somaticos de citricos a diferentes concentraciones de sacarosa. Mencionan que
el alto contenido de polisacaridos ayuda a estabilizar las proteinas y la bicapa de fosfolipidos, lo

cual ayuda a mantener la integridad de la célula. Ademas, gracias a que estos componentes se
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mantuvieron estables, las células no fueron dafiadas 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 dia después de que el tejido recibe el tratamiento. En cambio, en la prueba de regeneracion de
plantulas los resultados se obtienen 15 dias después de que el tejido tratado es puesto en medio de
regeneracion, dandole tiempo de que se recupere de alguna alteracion.

Otro hallazgo importante de destacar es la disminucion de la viabilidad del tejido por la exposicién
combinada a NL y al recalentamiento (PVS2+NL+RC), y el aumento de la viabilidad por el uso de
la solucion de descarga (PVS2+NL+RC+SD). Esta diferencia probablemente sea debido a la
importancia del uso de la solucion de descarga al colocar en medio de regeneracién sélido, ya que
ayudd a disminuir el estrés osmotico para mejorar la regeneracion del tejido (Da Silva Cordeiro et
al., 2020).

Garcia-Cordero et al. (2016) y Lazo-Javalera et al. (2018) también evaluaron la viabilidad de
embriones cigoticos de vid cv. Red Globe crioconservados mediante la regeneracion de plantulas.
En el primer estudio se obtuvo una regeneracion del 30% y en el segundo un 50% de regeneracion
al final del protocolo de crioconservacion. En ambos estudios se utilizé el mismo protocolo de
crioconservacion que se implemento en este estudio, donde se observd un 60% de regeneracion al
final de la crioconservacion. La diferencia entre los resultados de estos estudios podria deberse
principalmente al dafio mecanico que sufrié el tejido durante su manipulacion. Sin embargo, no
hay que descartar la posibilidad de que también pueda deberse a la edad y calidad del tejido que se
utilizé en cada estudio.

Cabe destacar que, aun no se ha descrito un umbral de regeneracion de plantulas indicativo de que
el protocolo de crioconservacion es 6ptimo para la conservacion del tejido (Nausch y Buyel, 2021).
Sin embargo, existen estudios donde evaltan la regeneracion de tejido vegetal crioconservado
donde obtuvieron porcentajes de regeneracion 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, aun se requiere evaluar las alteraciones que ocurren
durante el protocolo de crioconservacion de embriones cigoticos de V. vinifera L. cv. Red Globe.
Esto debido a que, el porcentaje de regeneracién que se obtuvo en este estudio (60%) es
considerado bajo en comparacion con las otras investigaciones que se han realizado sobre la
crioconservacion de tejidos vegetales. Sin embargo, este porcentaje fue mejorado respecto a
estudios previos (Garcia-Coronado, et al., 2016).
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6.2. Andlisis Histologico e Histoquimico en Embriones Cigoticos de Vid Crioconservados

6.2.1. Analisis Histoldgico y Determinacion del Porcentaje de Plasmolisis

Los cortes histologicos de los embriones cigoticos de vid de la variedad Red Globe mostraron
alteraciones severas de la integridad celular conforme avanzaba el proceso de la crioconservacion.
Mediante la tincion de azul de toluidina (Figura 8), se observo disminucion de la integridad celular
y el aumento del grado de plasmolisis de los embriones cigéticos a lo largo del proceso de la
crioconservacion (T1, T2, T3, T4, T5 y T6). En el control + (T1) (Figura 8a) se muestra la
distribucion normal de las células, donde el tejido esta integro sin algin cambio. Mientras que en
el control — (T2) (Figura 8b), se observa la destruccion de la integridad celular con la presencia de
disrupcion de la pared celular y una conglomeracion de los componentes citoplasmaticos de la

célula como consecuencia del congelamiento con NL.
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Figura 8. Cortes histologicos de embriones cigoticos de V. vinifera L. cv. Red Globe tefiidos con
azul de toluidina. A: Control + (T1); b: Control — (NL) (T2); ¢: PVS2 (T3); d: PVS2+NL (T4); e:
PVS2+NL+RC (T5); f: PVS2+NL+RC+SD (T6). PVS2: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL:
nitrégeno liquido; RC: recalentamiento; SD: solucién de descarga (sacarosa 1.2 M); PC: pared
celular; N: nacleo; PS: plasmolisis; DC: disrupcion celular; CC: conglomeracion de componentes
citoplasmaticos. Aumento = 100x. Barra = 100um.

Con laexposicion a PVS2 (T3) (Figura 8c), se visualiza la generacién de plasmolisis, posiblemente
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debido a la deshidratacion que provoca el DMSO vy glicerol que contiene la solucion de PVS2.
Ademas, estas sustancias han sido descritas como tdxicas, y posiblemente provoca alteraciones al
tejido con su uso (Raju et al., 2021; Lazo-Javalera et al., 2017). Sin embargo, la alteracion 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, T5y T6, respectivamente) (Figura 8d, e y f), donde el
tejido es enfriado con nitrogeno liquido y expuesto al recalentamiento, presentd una disrupcion de
la pared celular y una conglomeracion de los componentes citoplasmaticos 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 integra debido a la posible recuperacion del tejido posterior a la crioconservacion.
Como se menciond, la tincion de azul de toluidina permite visualizar el grado de plasmdlisis y con
la ayuda del software ImagelJ fue posible cuantificar el porcentaje de plasmélisis que se genero en
cada tratamiento. El porcentaje de plasmdlisis (Figura 9) se observé 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 algun 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 plasmdlisis aument6 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 plasmolisis aument6 (56.4%) causando ruptura de la pared celular, como se
observo en la Figura 8d. Ademas, conforme aumenta significativamente el porcentaje de
plasmdlisis (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 plasmdlisis disminuyé (37.3%), lo cual es interesante, ya que no se observd
regeneracion de plantulas (0%) en este tratamiento (Figura 10). Sin embargo, en el tratamiento
PVS2+NL+RC+SD (T6) al utilizar la solucion de descarga, la viabilidad (94%) y regeneracién
(60%) del tejido no se vio afectada de manera significativa a pesar de presentar un porcentaje de
plasmdlisis ligeramente elevado (44.7%) (Figura 10). En la Figura 8e, se observa que el tejido
sufrio un alto grado de alteracion, ya que la tincion es ligera en comparacion con los demas
tratamientos, debido a la posible muerte celular en el tejido. En el tratamiento PVS2+NL+RC+SD
(T6), el grado de plasmolisis (44.7%) no fue tan severo con respecto al tratamiento PVS2+NL (T4)
e incluso ligeramente menor al porcentaje de plasmdlisis del tratamiento con pura exposicion a

PVS2 (T3), y es el tratamiento con un alto porcentaje de regeneracion.
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Figura 9. Porcentaje de plasmalisis en cortes histoldgicos de embriones cigéticos de V. vinifera L.
cv. Red Globe tefiidos con azul de toluidina. PVS2: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL:
nitrégeno liquido; RC: recalentamiento; SD: solucién de descarga (sacarosa 1.2 M). Las letras a,

b, ¢, d y e muestran las diferencias significativas entre los tratamientos, p < 0.05.
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Figura 10. Comparacion entre el porcentaje de plantulas regeneradas, porcentaje de embriones
cigoticos viables y el porcentaje de plasmalisis en cortes histoldgicos de embriones cigéticos de V.
vinifera L. cv. Red Globe. PVS2: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL: nitrogeno liquido; RC:
recalentamiento; SD: solucién de descarga (sacarosa 1.2 M).

Los hallazgos de este estudio histologico demuestran que la PVS2, la exposicion a NL y el
recalentamiento provocan disrupcion de la pared celular, conglomeracion de los componentes
citoplasmaticos y/o plasmélisis. De acuerdo a los diversos estudios histologicos, que se han
realizado sobre los cambios que provoca la crioconservacion en tejidos vegetales, el principal
cambio que se observa en la mayoria de los estudios es la generacion de plasmdlisis provocada
principalmente por el uso de soluciones de vitrificacion (Barraco et al., 2014; Bettoni et al., 2019;
Da Silva Cordeiro et al., 2020; Mubbarakh et al., 2014; Simdo et al., 2018; Volk et al., 2017;
Zakaria et al., 2020). Esto debido a que, las soluciones de vitrificacion contienen componentes que
pueden ser tdxicos, como el DMSO y glicerol, y deshidratacion de la célula (Raju et al., 2021). Sin
embargo, la alteracion puede resultar mayor cuando no se implementa una solucion de vitrificacion
al protocolo de crioconservacion (Mubbarakh et al., 2014). Esto debido a que, las soluciones de
vitrificacién son necesarias para lograr deshidratar el tejido adecuadamente para evitar la formacion
de cristales de hielo que ocasionan alteraciones a la integridad celular durante la exposicion a NL

y el recalentamiento (Fabian et al., 2008; Mubbarakh et al., 2014). Sin embargo, Se requieren
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estudios para establecer una concentracion y tiempo de exposicion 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 exposicion al NL, y evitar la muerte celular.
Zakaria et al. (2020) analizaron el efecto que tenia el proceso de crioconservacion sobre los cuerpos
similares a protocormos (PLBs) de orquidea mediante histologia. Los resultados mostraron ser
similares al presente estudio, ya que también encontraron un aumento de la generacion de
plasmdlisis debido a la deshidratacion celular, pero con el uso de silica gel y medio de
osmoproteccion dentro de su protocolo. Ademas, observaron la ruptura y colapso celular debido al
enfriamiento y recalentamiento. De forma similar, este estudio present6 una disrupcion celular y
conglomeracion de los componentes citoplasmaticos 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 solucion de descarga, en el tratamiento PVS2+NL+RC+SD (T6),
el tejido se empieza a recuperar de las alteraciones y disminuye el porcentaje de plasmolisis. Esto
también fue reportado por Siméo et al. (2018) y Da Silva Cordeiro et al. (2020), cuando se coloco
la solucion de descarga después del recalentamiento. Esto demuestra el beneficio que tienen
agregar la solucion de descarga después del recalentamiento para reducir el estrés osmético y
eliminar adecuadamente la solucion de vitrificacion que resta en el tejido (Mubbarakh et al., 2014).
Sin embargo, la recuperacién del tejido con la adicion de la solucion de descarga no fue suficiente
en este estudio, ya que solo se obtuvo una regeneracion de 60%. Probablemente debido a que las
alteraciones provocadas por la vitrificacion, exposicion 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 histoldgicos que se obtuvieron a partir de este analisis, que permitieron
identificar los tipos de alteraciones que provoca cada etapa del protocolo de crioconservacion,
posiblemente ayudaran a establecer mejores condiciones para la crioconservacion de embriones

cigoticos de V. vinifera cv. Red Globe.

6.2.2. Andlisis Histoquimico para la Determinacion de la Distribucion de Polisacaridos y
Celulosa

En los cortes histoldgicos de embriones cigdticos de vid cv. Red Globe, tefiidos con la tincidn de

59



PAS, se observo la distribucion de polisacaridos en el espacio celular durante los procesos de la
crioconservacion (Figura 11). En el control + (T1) (Figura 11a), los polisacaridos se encuentran
principalmente en la area de la pared y membrana celular. En cambio, en el control — (T2) y
conforme avanza el proceso de la crioconservacion, PVS2 (T3), PVS2+NL (T4), PVS2+NL+RC
(T5) y PVS2+NL+RC+SD (T6), se observa un aumento de polisacaridos en el citoplasma. Ademas,
se visualiza disrupcion 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 solucién
de PVS2, la cual contiene sacarosa y glicerol que podrian interactuar con moléculas de la tincion
(Hale, 1957). De igual manera, en el T6 se utilizo la solucion de PVS2 y una solucion de descarga
(sacarosa 1.2 M) después del recalentamiento. Sin embargo, el control — (T2) no se expone el tejido
a la solucion PVS2 ¢ a la solucion de descarga, solamente se expuso el tejido con nitrégeno liquido
por 30 min. Es por esto que, no se descarta que el aumento de polisacaridos 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 conglomeracion de los componentes
citoplasmaticos.
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Figura 11. Cortes histologicos de embriones cigdticos de V. vinifera L. cv. Red Globe tefiidos 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: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL: nitrdgeno liquido;
RC: recalentamiento; SD: solucion de descarga (sacarosa 1.2 M); PC: pared celular; N: Nucleo;
PS: Plasmolisis; DC: Disrupcion celular; CC: Conglomeracion de componentes citoplasmaticos.

Aumento = 100x. Barra = 100um.

Los cortes histoldgicos de los embriones cigéticos de vid cv. Red Globe tefiidos con rojo congo
muestran la distribucion 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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polisacéarido 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 integras, ya que la pared celular
delimita perfectamente el perimetro de la célula y se logran observaron los nacleos al centro de la
célula. Asi mismo, el citoplasma tefiido de color rojo indicé la presencia de celulosa dentro del
citoplasma. De igual manera, en el tratamiento donde se expone el tejido solo a PVVS2 (T3) (Figura
12c), el citoplasma de la célula también presento tincion de un color rojo, pero mas brillante que el
del control + (T1). Esto podria ser debido al uso de la solucion PVS2, la cual contiene sacarosa, y
podria interactuar con los grupos —SOs" y amino del colorante (Samiey y Dargahi, 2010). Ademas,
en esta misma imagen se observé una separacion entre la pared celular y el citoplasma debido a la
generacion de plasmolisis, o que también se presenta en la tincion de azul de toluidina con el

mismo tratamiento, exposicion a PVS2 (T3) (Figura 8c).
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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: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL:
nitrégeno liquido; RC: recalentamiento; SD: solucion de descarga (sacarosa 1.2 M); PC: pared
celular; N: nacleo; PS: plasmolisis; DC: disrupcion celular; CC: conglomeracion de componentes
citoplasmaticos. Aumento = 100x. Barra = 100um.

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 disrupcion celular y conglomeracion de los

componentes citoplasmaticos, por lo que no se logra distinguir el perimetro 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 tincion muy ligera, igual como se observd con la tincion de azul de toluidina del mismo
tratamiento (Figura 8e), probablemente debido a la muerte celular causando degradacién parcial
de la celulosa. Este mismo tratamiento, con la tincion de PAS (Figura 11e), se muestra todo el
espacio celular tefiido de un color morado brillante, a diferencia a como se observé con la tincién
de azul de toluidina y rojo congo. Esto posiblemente sea debido a que la tincion de PAS tifie los
polisacaridos en general y la tincion de rojo congo es especifica para la celulosa. Por lo que, en la
tincion de PAS los colorantes se estén uniendo a los polisacaridos presentes en la célula por el uso
de la PVS2.

La pared celular esta principalmente compuesta por polisacéridos, 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 polisacarido mas abundante en la pared celular
de las plantas (Zeng et al., 2017). Es por esto que es importante saber la distribucién de estos
componentes durante el proceso de crioconservacion de embriones cigéticos de vid cv. Red Globe.
Da Silva Cordeiro et al. (2020) evaluaron el efecto que tenia el protocolo de crioconservacion y
vitrificacién-encapsulacion sobre raices de Tarenaya rosea mediante histologia e histoquimica, y
observaron un aumento de plasmdlisis con el uso de la solucidn de vitrificacion, en su caso PVS3,
la cual solo contiene glicerol y sacarosa, en lugar de PVS2. En el andlisis histoquimico reportaron
un aumento de polisacaridos, proteinas, lipidos y pectinas en el espacio intercelular durante la
crioconservacion. De forma similar, en el presente estudio con las tinciones de PAS y rojo congo,
los resultados mostraron un aumento de polisacéridos en general y celulosa, respectivamente, a lo

largo del proceso de la crioconservacion.

6.3. Analisis de la Expresion del Gen EXPAL Durante la Crioconservacion en Embriones
Cigoticos de Vid

Las expansinas son proteinas de la pared celular encargadas de la elongacion celular, y se conocen
dos familias de expansinas, oy B (Cosgrove et al., 2002). En el presente estudio la expresion del
gen EXPAL1 (Figura 13), el cual pertenece a la familia de las expansinas o, 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 expresion del gen EXPAL

fue similar con respecto al control + (T1: 1.00+0.06).
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Figura 13. Expresion del gen EXPAL durante el protocolo de crioconservacion de embriones
cigoticos de vid cv. Red Globe. PVS2: solucion de vitrificacion vegetal 2; NL: nitrogeno liquido;
RC: recalentamiento; SD: solucion de descarga (sacarosa 1.2 M).

Resultados similares fueron reportados por Quijada-Rivera (2021), donde se visualizé la represion
del gen EXPA1 en el andlisis transcriptomico posterior a la exposicién a PVS2, NL vy el
recalentamiento de los embriones cigéticos de V. vinifera L. cv. Red Globe crioconservados. Sin
embargo, nuestros resultados indican que posterior a la exposicion a PVS2, NL y el
recalentamiento, la expresion de EXPAL es similar. Ademas, la induccion del gen durante la
exposicion a PVS2 (T3) (Figura 8c) podria ser debido a que inicia la induccién de plasmolisis
dentro de la célula, como se observé en el analisis comparativo entre ambos estudios (Figura 14).
En el mismo estudio comparativo se muestra que la expresion del gen EXPAL en el control — (T2)

disminuia cuando aumentaba significativamente el porcentaje de plasmdlisis (88.1%) (Figura 14).
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Mientras que, en el tratamiento PVS2 (T3) el porcentaje de plasmolisis disminuye (47.8%) y el gen
EXPA1l es reprimido. En los tratamientos PVS2+NL (T4), PVS2+NL+RC (T5) vy
PVS2+NL+RC+SD (T6) el porcentaje de plasmolisis se mantiene, y la expresion del gen EXPAL
se mantiene similar al control + (T1) (Figura 14). Existen estudios donde se ha analizado la
expresion de genes asociados a la pared y membrana celular durante el protocolo de
crioconservacion. Seo et al. (2018), observo una induccion de los genes codificantes para la H*-
ATPasa de la membrana celular y la proteina de pared celular rica en prolina durante la exposicion
a PVS2 en puntas de brote de Solanum tuberosum cv. Superior. Por otro lado, Chen et al. (2021)
reportd 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 deshidratacion

con PVS2 y vitrificacion en callos embriogénicos de Agapanthus praecox.
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Figura 14. Comparacién entre la expresion del gen EXPAL y porcentaje de plasmélisis durante el
protocolo de crioconservacion de embriones cigoticos de vid cv. Red Globe. PVS2: solucién de
vitrificacion vegetal 2; NL: nitrégeno liquido; RC: recalentamiento; SD: solucion de descarga
(sacarosa 1.2 M).
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Liuetal. (2019) y Zhang et al. (2018) observaron que el gen de la EXPAL es inducido por el estrés
por frio. En cambio, en nuestra investigacion cuando el tejido es expuesto a NL solamente, control
- (T2), el gen EXPAL tiende a ser reprimido. Esto podria deberse al efecto que tiene el NL sobre el
tejido, donde enfria (-196 °C) de manera inmediata el tejido e inactiva los procesos celulares
(Bekheet et al., 2020). En contraste, en el estrés por frio la disminucion de la temperatura es gradual
y no tiende a llegar a -196 °C (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2018). Ademas, no hay que descartar
que la represion del gen sea debido a la muerte celular en el tejido, ya que los porcentajes de
viabilidad y regeneracion del control — (T2) (Figura 10 y 14) fueron los muy bajos (TTC: 68%;
regeneracion de plantulas: 4%). La informacion obtenida de este analisis podria ayudar a esclarecer
el modelo de regulacion del gen EXPAL, ya que sigue siendo ambiguo (Liu et al., 2019).
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7. CONCLUSIONES

Los procesos de enfriamiento, recalentamiento y exposicion a NL que se realizaron dentro
del protocolo de crioconservacion de embriones cigéticos de Vitis vinifera L. cv. Red Globe
provocaron alteraciones a la integridad de la célula, como disrupcion de la pared celular y una
conglomeracion de los componentes celulares del citoplasma. Dichas alteraciones provocaron la
disminucion de la viabilidad del tejido. Asi como, el aumento de polisacaridos en general y celulosa
en el espacio intercelular. Ademas, la exposicion a PVVS2 y NL provoca cambios en la expresion
del gen EXPAL. Estos resultados brindan claridad sobre la posible relacion de la expansina-al en
la respuesta del tejido crioconservado y las alteraciones citotoxicas a nivel de membrana y pared
celular que provocan las distintas etapas del protocolo de crioconservacion en embriones cigoticos
de V. vinifera L. cv. Red Globe.
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8. RECOMENDACIONES

Debido a que aln se requiere establecer un protocolo de crioconservacion optimo para
crioconservacion de embriones cigdéticos Vitis vinifera L. cv. Red Globe. Estos resultados ayudaran
a identificar las etapas de la crioconservacion donde el tejido es mas susceptible a sufrir
alteraciones, para la optimizacion del protocolo de crioconservacion. Ademas de que esta
investigacion aporta a elucidar la posible funcién de la expansina-al en las respuestas del tejido a

la crioconservacion.
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