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RESUMEN 

La vid es considerada uno de los cultivos más importantes económicamente en 

el mundo y en México. El estado de Sonora es líder en producción, por lo cual 

es importante conservar el germoplasma de las variedades utilizadas para el 

mercado de exportación. La crioconservación es una alternativa para el 

almacenamiento de tejidos vegetales por largos periodos en estado viable. Sin 

embargo, este método puede inducir estrés oxidativo causando daño celular e 

inducir alteraciones en el genoma. Debido a esto, en el presente trabajo se 

utilizó el método de crioconservación en yemas axilares de vid (Vitis vinifera L.) 

cv “Flame seedless” para estudiar las alteraciones en el estado redox celular y 

en el genoma. Se realizó la estandarización de la incubación en la solución de 

vitrificación de plantas No. 2 (PVS2), variando el tiempo de exposición desde 0 

hasta 180 min con intervalos de 30 min, posteriormente se almacenaron en NL 

por 1 h y se determinó su viabilidad. Las yemas fueron sometidas a 

crioconservación (inmersión directa en nitrógeno líquido (NL)) y a vitrificación 

con PVS2. Se almacenaron en NL por: tres segundos, 1 hora, 1 día, 1 semana 

y 1 mes, posterior a cada tiempo fueron descongeladas a 38°C por 3 min. Se 

cuantificó el contenido de proteína total, concentración de malondiáldehido 

(MDA), actividad enzimática de catalasa (CAT) y de superóxido dismutasa 

(SOD). Se evaluó la variabilidad genética mediante la técnica de análisis de 

polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPD). El tiempo óptimo de 

incubación con PVS2 fue de 180 min observándose una viabilidad del 90%. La 

actividad de SOD y CAT en las yemas crioconservadas y vitrificadas fue menor 

respecto al control (P<0.05), sin embargo, la actividad de ambas enzimas fue 

mayor en yemas crioconservadas respecto a las vitrificadas (P<0.05), 

sugiriendo que la vitrificación redujo el nivel de estrés oxidativo en el tejido. El 

contenido de proteína total mostró diferencias (P<0.05) entre los tratamientos 

de crioconservación y vitrificación. El nivel de estrés oxidativo evaluado 

mediante MDA no mostró diferencias (P>0.05) entre los tratamientos de 

vitrificación y crioconservación, así como en la aplicación o no de calor en el 
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descongelamiento. Se detectaron alteraciones en el polimorfismo mediante 

RAPD por efecto de los tratamientos de crioconservación y del 

descongelamiento con calor  respecto a los controles. El proceso de vitrificación 

indujo estrés oxidativo, sin embargo a nivel molecular no se detectaron cambios 

en la variabilidad genética, en contraste con lo registrado en yemas solo 

crioconservadas, por lo cual se concluye que la vitrificación protege la integridad 

del genoma en las yemas axilares de vid. 

 

Palabras clave: Vitis vinifera L., crioconservación, estrés oxidativo, RAPD, 

variabilidad genética, vitrificación. 
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ABSTRACT 

The grapevine is considered one of the most economically important crops in 

the world and in Mexico. The state of Sonora is the leader of production, so it is 

important to conserve the germplasm of the grape varieties utilized in the export 

market. Cryopreservation is an alternative for the storage of plant tissues for 

long periods in a viable state. However, this method of preservation may induce 

oxidative stress causing cellular damage and induce alterations in the genome. 

Because of this, in the present work we used the method of cryopreservation in 

axillary buds of grapevine (Vitis vinifera L.) cv "Flame seedless" to study 

alterations in the cellular redox state and in the genome. Standardization was 

carried out by incubation in plant vitrification solution No. 2, called PVS2 varying 

the exposure time from 0 to 180 min with 30 min intervals, then stored for 1 hour 

in NL and their viability was determined. The buds were subjected to 

cryopreservation (direct immersion in liquid nitrogen (LN)) and vitrification with 

PVS2. The buds were stored in NL by: three seconds, 1 hour, 1 day, 1 week and 

1 month, after each time were thawed at 38 °C for 3 min. It was quantified the 

total protein, malondialdehyde (MDA), enzymatic activity of catalase (CAT) and 

superoxide dismutase (SOD). The effects on the genome were evaluated using 

the technique of analysis of random amplified polymorphic DNA called RAPD. 

The optimal incubation time with PVS2 was 180 min showing a viability of 90%. 

SOD and CAT activity in cryopreserved and vitrified buds was lower compared 

to the control (P<0.05) however; the activity of both enzymes was higher in 

cryopreserved respect to vitrified buds (P<0.05), suggesting that the vitrification 

reduced the level of oxidative stress in the tissue. The total protein content 

showed significant differences (P<0.05) between treatments of cryopreservation 

and vitrification. The degree of peroxidation assessed by MDA showed no 

differences (P>0.05) between treatments of cryopreservation and vitrification, as 

well as in the application or not of thawing. Alterations in polymorphism were 

detected by RAPD in the treatments of cryopreservation and thawing with heat 

compared to controls. The vitrification process induced oxidative stress, 
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however at molecular level no changes were detected in the genetic variability, 

in contrast to only cryopreserved buds, so it is concluded that vitrification 

protects the integrity of the genome in the axillary buds of grapevine. 

 

Keywords: Vitis vinifera L., cryopreservation, genetic variability, oxidative stress, 

RAPD, vitrification. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La vid (Vitis vinifera L.) es considerada uno de los cultivos más importantes 

económicamente en el mundo (Wang et al., 2004). Esto, debido a su 

explotación para la producción de vinos, para el consumo como fruta fresca y 

para la elaboración de jugos. A nivel nacional y sobre todo a nivel regional es de 

gran importancia, debido a que Sonora produce el 70% de la producción total 

de uva de mesa (SIAP, 2012), cultivando principalmente las variedades 

“Perlette”, “Flame”, “Superior” y “Redglobe”. Sin embargo, los cultivos de vid se 

ven constantemente alterados por la explotación y diversos tipos de estrés, 

tanto bióticos como abióticos, lo cual puede alterar la calidad y nivel de 

producción. Debido a esto, es importante buscar alternativas para la 

preservación del germoplasma de uva de donde depende el mercado de 

exportación de Sonora.  

La conservación de especies requiere métodos ex situ eficientes y costo-

efectivos para complementarlos con programas de preservación in situ 

(Touchell et al., 2002). Sin embargo, esas técnicas de conservación no son muy 

eficientes para todas las especies debido a los efectos impredecibles de los 

factores bióticos y abióticos. La crioconservación es una alternativa 

relativamente nueva y muy eficiente para el almacenamiento de germoplasma. 

Esta técnica evita pérdidas de las especies de interés, así como daños o 

variaciones genotípicas en las plantas (Hirai y Sakai, 2000). Esto es ventajoso 

aunado a que es un método costo-efectivo y mantiene el material vegetal por 

largos periodos y sin alteraciones, en contraste con los métodos de cultivo in 

vitro o ex situ (Kaczmarczyk et al., 2011).  
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Desde la aplicación inicial de la crioconservación en suspensiones celulares de 

zanahoria (Nag y Street, 1973) varias técnicas de crioconservación se han 

establecido para cientos de plantas (Benson, 1999; Towill y Bajaj, 2002). Una 

de las técnicas más novedosas es la vitrificación, en la cual los tejidos se ponen 

en contacto con soluciones crioprotectoras. Las soluciones vitrificantes más 

comúnmente usadas son las denominadas PVS2 (Sakai et al., 1990,1991) y 

PVS3 (Nishizawa et al., 1993), las cuales están compuestas de: dimetil 

sulfóxido (DMSO), glicerol, polietilénglicol (PEG) y sacarosa. En vid, la 

vitrificación mediante PVS2 se ha aplicado satisfactoriamente obteniendo 

viabilidades del 42 al 76% dependiendo del cultivar empleado (Wang et al., 

2004).  

La crioconservación involucra condiciones de estrés que pueden resultar 

perjudiciales para algunos tejidos, como lo es la inducción de especies reactivas 

de oxígeno (ERO) (Dionisio-Sese y Tobita, 1998). Las ERO pueden provocar 

daño oxidativo en lípidos, proteínas y ácidos nucleicos alterando así el 

metabolismo celular normal (Munns, 2002; Tammam et al., 2008). No obstante, 

la célula cuenta con sistemas de defensa enzimáticos para enfrentar el estrés 

biótico (Hammond-Kosack y Jones, 1996) y abiótico como lo es la inducción de 

enzimas antioxidantes que estabilizan a las ERO para evitar daño en los tejidos 

(Hernández et al., 1995; Burdon et al., 1996; Fadzilla et al., 1997).  

 

Dentro de los principales mecanismos de defensa antioxidantes enzimáticos se 

encuentra la acción de superóxido dismutasa (SOD) la cual cataliza la 

conversión de 2O-2 + 2H+ → H2O2 + O2 (McCord y Fridovich, 1969) y es 

considerada la defensa primaria contra los radicales de oxígeno (Bannister et 

al., 1987). Por otro lado, se encuentra la enzima catalasa (CAT) que es un 

eficiente neutralizador de peróxido de hidrógeno (2H2O2  2H2O + O2) (Aebi, 

1987). Ambas son las principales enzimas antioxidantes, debido a que 
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neutralizan a las ERO de mayor incidencia en los tejidos bajo estrés. La 

neutralización de las ERO permite a la célula sobrevivir a condiciones de estrés. 

 

Cuando se pierde el balance natural, el aumento de las ERO puede provocar 

daños celulares. La evidencia sugiere que las membranas son los sitios 

primarios de ataque de las ERO, las cuales reaccionan con los ácidos grasos 

poliinsaturados provocando su peroxidación (Esfandiari et al., 2007), lo cual 

provoca la acumulación de malondiáldehido (MDA) como producto final de 

peroxidación lipídica (Leshem, 1987). Debido a esto, el MDA es considerado 

como un marcador de tolerancia al congelamiento (Jouve et al., 1993; Alonso et 

al., 1997; Queiroz et al., 1998). El comportamiento de las membranas bajo 

condiciones de estrés ambiental, se ha reportado en gran medida en diversos 

tejidos, mostrando la susceptibilidad frente a las ERO (Kuiper, 1985; Thi et al., 

1989; Ramalho et al., 1998; Campos et al., 1999). Sin embargo, la evaluación 

de los productos de oxidación no ha sido estudiada en la crioconservación y 

solo se conoce un trabajo publicado al respecto. Lynch et al. (2011) evaluaron 

los cambios en MDA en embriones de olivo y no encontraron cambios en la 

cantidad de MDA producido entre los diferentes pre-tratamientos osmóticos 

aplicados y después de la crioconservación.  

 

Las ERO pueden provocar también alteraciones genéticas en los tejidos 

(Benson y Bremner, 2004), por lo cual, es recomendable evaluar a nivel 

genómico los tejidos después del proceso de crioconservación. En años 

recientes, los marcadores moleculares han sido una herramienta para estudios 

genéticos. Tal es el caso de la técnica molecular de análisis del ADN polimórfico 

amplificado al azar (RAPD, por sus siglas en inglés (Random Amplifield 

Polymorphic DNA) la cual presenta ciertas ventajas como: bajo costo, requieren 

cantidades pequeñas de ADN genómico, rápida, simple, no se requiere 

conocimiento previo de la secuencia del genoma y es efectiva para evaluar la 

estabilidad genética en diversos tejidos de plantas (Nair y Reghunath, 2009).  
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Esta técnica se ha utilizado anteriormente en análisis de relaciones filogenéticas 

en diversas plantas, tal como manzana (Royo e Itoiz, 2004), sorgo (Singh et al., 

2006) y vid (Benjak et al., 2005; Kocsis et al., 2005; Karataş y Ağaoğlu, 2008; 

Maia et al., 2009). En el análisis genómico de plantas crioconservadas mediante 

RAPD, no se ha detectado variaciones en las plantas crioconservadas de 

Dioscorea floribunda, Solanum tuberosum L., y Anigozanthos viridis (Ahuja et al., 

2002; Hirai y Sakai, 1999; Turner et al., 2001b). En el caso particular de vid, 

Zhai et al. (2003) no detectaron variaciones genéticas en plantas 

crioconservadas utilizando siete iniciadores mediante RAPD. Sin embargo, es 

necesario realizar más estudios en lo referente a variaciones genéticas y 

bioquímicas en vid crioconservada, es por ello que en este trabajo se evaluó el 

método de crioconservación y vitrificación, mediante el análisis de: peroxidación 

lipídica, cantidad de proteína, actividad enzimática de SOD y CAT; y la 

variabilidad genética mediante RAPD en yemas axilares de vid.  
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II. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACIÓN 

 

Clasificación y Principales Cultivares de Vid 

 

La vid se clasifica dentro de la familia Vitacea del género Vitis, el cual incluye 

dos subgéneros: Euvitis (38 cromosomas) y Muscadinia (40 cromosomas), 

dentro de los cuales se encuentra una amplia variedad de especies. Euvitis se 

divide a su vez en varios géneros (Hidalgo, 1999) siendo en la familia Viniferae 

donde se encuentra la especie Vitis vinifera L. que se produce en mayor 

proporción (90%) en el mundo, debido a su importancia económica por su uso 

industrial y alimenticio (Salunke y Kadam, 1995). 

Durante el proceso de domesticación la uva ha sido sometida a cambios para 

su mejoramiento, y así obtener variedades con mayor contenido de azúcar, 

bayas de mayor tamaño, sin semillas, de cosecha temprana, mayor rendimiento 

y una producción más regular, principalmente. En este proceso, los cambios en 

el tamaño del fruto y pasar del uso de plantas silvestres a hermafroditas fue 

crucial (Terral, 2002), surgiendo así alrededor de 5000 variedades de Vitis 

vinifera. Por ello, existen diversas variedades de vid alrededor del mundo y aun 

cuando son fenotípicamente muy similares reciben gran diversidad de nombres 

dependiendo de la región de origen (Bowers et al., 1999). 

Según la asociación agrícola local de productores de uva de mesa las zonas 

productoras de vid en el municipio de Hermosillo, Sonora, México actualmente 

cultivan las variedades: “Perlette”, “Flame”, “Sugraone” y “Redglobe”, 

principalmente (Fig. 1). “Perlette” es la primera uva de la temporada, de bayas 

redondas sin semilla y de color blanco cristalino con una textura crujiente de 
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sabor suave y dulce. La variedad “Flame” es la más popular por su forma 

redonda sin semilla, de color rojo con textura crujiente y fuerte sabor dulce. 

“Sugraone” tiene bayas grandes y alargadas sin semilla, de color verde claro y 

racimos abundantes de textura crujiente y un sabor dulce. Por último, la 

variedad “Redglobe” que es una variedad de gran tamaño, de color rojo oscuro, 

cáscara firme y cuerpo tierno de semillas grandes (AALPUM, 2012). 

 

 

A 

 

 

 

 

 

 

B C 

 

D 

 

Figura 1. Variedades de vid cultivadas en el municipio de Hermosillo, Sonora, 
México. A) Perlette, B) Flame, C) Sugraone y D) Red Globe (AALPUM, 2012). 

 

Importancia Agronómica y Producción 

 

La vid se cultiva entre los 30 y 50 grados de latitud en ambos hemisferios. Los 

principales países viticultores son: China, Italia, Estados Unidos de América, 

España, Francia, México, Chile y Argentina (FAOSTAT, 2012). En México 

existen tres regiones productoras: la zona norte (Baja California y Sonora), la 

zona de la Laguna (Coahuila y Durango) y la zona centro (Zacatecas, 

Aguascalientes y Querétaro), actualmente la producción de uva en dichas 

zonas tienen tres destinos principales en México: uva de mesa, uva pasa y la 

que se destina para la industria (SIAP, 2012). 
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El total de área sembrada de vid en México en el 2012 fue de 28,675 ha. En el 

mismo año el estado con mayor superficie tanto sembrada como cosechada fue 

Sonora con 19,870 ha (69% de la producción nacional), seguido de Baja 

California con 3,595 ha (13%), Zacatecas con 3,590 ha (13%), Aguascalientes 

con 843 ha (3%) y Coahuila con 305 ha (1%) (SIAP, 2012). Es por esto muy 

importante implementar metodologías para conservar las uvas de interés para 

México y sobre todo para Sonora que encabeza el listado en la producción de 

uva. 

Conservación de Vid 

 

La región de La Costa de Hermosillo, es el principal productor de uva de mesa 

en México; sin embargo, el estado de Sonora no cuenta con un sistema de 

conservación idóneo de vid. El Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 

Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) en la costa de Hermosillo, Sonora maneja un 

pequeño banco de germoplasma donde propagan la vid de manera rústica, por 

estacas. En dichas condiciones de campo se tiene como limitante que se 

necesitan grandes extensiones de tierra, los costos por mantenimientos 

asociados a las labores agrotécnicas son altos, se hace necesario controlar 

plagas y enfermedades, aunado a que las plantas son vulnerables a los 

desastres climáticos. Por ello, es importante el desarrollo de nuevas técnicas de 

conservación adecuadas para cada especie, lo que permite la conservación 

adecuada de los recursos genéticos importantes.  

 

Métodos de Conservación de Germoplasma 

 

A lo largo de los años, se han desarrollado diversas técnicas para la 

conservación de germoplasma vegetal con el objetivo de prevenir la erosión 

genética y mejorar la productividad agrícola. La conservación de recursos 
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genéticos se apoya principalmente mediante el uso de las estrategias in situ y 

ex situ (Jaramillo y Baena, 2000). 

 

 
Conservación In Situ 
 
En la conservación in situ las especies se mantienen en su hábitat natural, 

generalmente en parques nacionales, reservas biológicas y reservas ecológicas 

protegidas (García-Águila et al., 2007). 

 

Conservación Ex Situ 
 
En la conservación ex situ las especies se preservan fuera de su hábitat natural, 

en bancos de plantas en campo, bancos de plantas in vitro y los bancos de 

semillas botánicas (García-Águila et al., 2007). Estos últimos almacenan las 

plantas que producen semillas ortodoxas, que les permita ser almacenadas a 

largo plazo con bajos contenidos de humedad y a bajas temperaturas. Sin 

embargo, no todas las especies pueden ser conservadas de esa manera, dado 

que algunas son de propagación vegetativa y otras producen semillas con un 

comportamiento no ortodoxo, por lo que no toleran las condiciones de 

almacenamiento de los bancos de germoplasma (Berjak y Pammenter, 2002).  

 

Dichas plantas susceptibles han dado como resultado la existencia de grandes 

brechas en la cobertura taxonómica y geográfica de muchas colecciones ex situ, 

fundamentalmente de especies silvestres. En estos casos, la diversidad 

genética de estas especies se puede conservar con técnicas de conservación in 

vitro (Graudal et al., 1997). Dentro de las técnicas de conservación del cultivo in 

vitro de tejidos vegetales, se encuentran las de conservación a corto, mediano y 

largo plazo. La metodología a largo plazo que ha tenido prometedores 

resultados, es la crioconservación. 
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Crioconservación 

 

La crioconservación consiste en el almacenamiento de material biológico en 

nitrógeno líquido a temperaturas de -196 °C (Helliot y Boucaud, 1997) sin 

pérdida de su viabilidad y sin altos costos de mantenimiento. Así, en cualquier 

momento, el material vegetal puede ser fácilmente recuperado y reiniciar el 

establecimiento de las líneas clonales deseadas (Kaczmarczyk et al., 2011). 

Durante la crioconservación se detiene la división celular, el metabolismo y los 

procesos bioquímicos, por lo tanto, el material vegetal puede ser almacenado 

sin deterioro por un largo periodo (Zhu et al., 2006).  

La crioconservación en nitrógeno líquido, ha sido aplicada para más de 200 

especies de plantas diferentes cultivadas de diversas maneras, incluyendo 

suspensiones celulares, callos, ápices, polen, embriones somáticos y cigóticos 

(Baek et al., 2003; Martínez-Montero et al., 2005; Keller et al., 2005; Reed, 

2008) aplicando diversos tratamientos previos, para obtener mejores resultados 

para cada especie. Es por ello, que este método es una valiosa herramienta de 

conservación a largo plazo de los recursos fitogenéticos, tanto de especies 

susceptibles como aquellas con semillas recalcitrantes, especies que se 

propagan vegetativamente o simplemente para la conservación de cualquier 

material con un bajo costo de mantenimiento.  

 
Comparada con el cultivo in vitro, la crioconservación presenta ventajas muy 

favorables, debido a que, el material se almacena en tanques, el espacio para 

mantener la colección resulta ser mucho menor, el costo para labores y 

mantenimiento es mínimo (solamente el llenado continuo del tanque) y, una vez 

almacenadas las muestras, estas no se manipulan, lo que disminuye 

significativamente los costos de regeneración y los riesgos de contaminación de 

los tejidos (Villalobos y Engelmann, 1995). Muchos de los bancos de 

germoplasma que existen carecen de suficiente capacidad para albergar un 

gran número de muestras, por lo que no es posible salvaguardar gran parte de 
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la biodiversidad. Ese hecho, hace que la crioconservación se perfile como una 

solución a los desafíos de la conservación a largo plazo de las especies 

vegetales (Abdelnour, 1999), no sólo de plantas importantes en la alimentación, 

sino también las de interés agronómico y cultural.  

 

Para un proceso de crioconservación exitoso, es importante la selección del 

estado fisiológico óptimo en el cual los explantes puedan ser utilizados para el 

congelamiento (Wu et al., 1999; Zhao et al., 1999). Se debe evitar 

principalmente la formación de cristales de hielo dentro de las células durante la 

congelación-descongelación para impedir la muerte del tejido. Los daños 

pueden ser prevenidos mediante la utilización de varios pre-tratamientos 

incluyendo aclimatación al frío, exposición con ácido abscísico (ABA), inmersión 

en soluciones concentradas de azúcar y la deshidratación (Ashmore, 1997; 

Shibli, 2000; Shibli et al., 1999). 

 

Teniendo en consideración lo anterior, es notable que para realizar cualquier 

técnica de crioconservación es necesario estandarizar la metodología. Se han 

desarrollado muchos procedimientos de crioconservación de germoplasma 

debido a que no existe un protocolo óptimo para todas las especies (Engelmann 

et al., 1995; Pennycooke y Towill, 2000; Matsumoto y Sakai, 2003; Nieves et al., 

2005; Tsai et al., 2009). Las principales técnicas utilizadas son la 

encapsulación-deshidratación y la vitrificación, o bien la combinación de ellas 

(Reed, 1990). Por ello, es importante conocer cada una de las técnicas y 

adecuarlas a cada una de las especies de interés y establecer sus condiciones 

óptimas de manejo. 

Técnicas de Crioconservación 

 

La crioconservación de tejidos vegetales es una disciplina relativamente nueva, 

y a partir de la década de los 90 comenzaron a utilizarse las nuevas técnicas de 
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crioconservación. El desarrollo de los nuevos protocolos basados en la técnica 

de vitrificación, consideran como punto crítico la deshidratación para lograr la 

supervivencia del tejido crioconservado (González-Arnao y Engelmann, 2013). 

Los nuevos procedimientos son operativamente menos complejos que los 

clásicos y tienen mayor potencial para una aplicabilidad, pues solo requieren 

pequeñas modificaciones para los diferentes tipos de células (Engelmann, 

1997) con potencial de regeneración. Sin embargo, las metodologías 

desarrolladas se han mejorado para una mayor regeneración y viabilidad de los 

tejidos tratados.  

 

Hace cincuenta años inició la aplicación de la crioconservación en el material 

vegetal. Sakai (1960) demostró que ciertas yemas latentes podían resistir la 

inmersión directa en el nitrógeno líquido y fue en 1968 cuando se publicó el 

primer reporte sobre crioconservación de material vegetal in vitro (Quatrano 

1968). Los tratamientos clásicos que inicialmente se empleaban consistían en 

un congelamiento gradual a temperaturas por debajo de 0°C en contraste con 

los nuevos procedimientos se basan en la deshidratación celular inducida. La 

remoción de la mayor parte o de toda el agua congelable de las células, se 

obtiene mediante el uso de soluciones altamente concentradas. Por 

consiguiente se pueden identificar siete procedimientos diferentes basados en 

la vitrificación: encapsulación-deshidratación, un procedimiento actualmente 

denominado vitrificación, encapsulación-vitrificación, deshidratación, 

precrecimiento, precrecimiento-vitrificación y gota-vitrificación (González-Arnao 

y Engelmann, 2013). A continuación se mencionan las principales técnicas 

empleadas en la crioconservación tanto el método clásico como los nuevos 

tratamientos. 
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Enfriamiento en dos Pasos 

 

Es uno de los primeros protocolos que se estableció, también llamado 

congelamiento lento. El tejido es tratado previamente y enfriado lentamente a 

una velocidad controlada (0.1 - 4 °C/min) hasta -40°C, seguido de una rápida 

congelación en nitrógeno líquido (Ashmore, 1997). El ajuste de la velocidad y 

temperatura de pre-congelación permite la modificación de la cantidad de agua 

intracelular y por lo tanto reduce el daño causado por la cristalización del agua 

(Villalobos y Engelmann, 1995). Sin embargo esta técnica implica invertir mucho 

tiempo y es muy compleja. Se requiere del uso de aparatos muy costosos para 

disminuir gradualmente la temperatura, mediante la cual se pueden formar 

cristales y lisar las células, lo que conlleva a una baja tasa de supervivencia de 

los explantes (Lipavska y Vreugdenhil, 1996; Sakai et al., 1990).  

En general, los rangos de congelamiento lento producen mayores valores de 

supervivencia (Chang y Reed, 2000). Este método clásico de congelamiento 

lento ha sido aplicado satisfactoriamente en cultivos de-diferenciados como 

suspensiones celulares y callos (Kartha y Engelmann, 1994). En el caso de vid 

no hay reportes utilizando esta técnica, pero en tabaco la crioconservación 

mediante está técnica fue menos efectiva comparada con el método de 

vitrificación (Kobayashi et al., 2006). En papa aumentó la sobrevivencia 

utilizando la congelación lenta comparada con la vitrificación (Zhao et al., 2005). 

Pero para cada tejido los porcentajes de sobrevivencia dependen de la planta, 

su estado fisiológico y de la fuente de explante.  

 

Método de Desecación con Flujo de Aire 

 

Este protocolo es el más simple de todos, donde el tejido a conservar es secado 

inicialmente con un flujo de aire estéril bajo una campana de flujo laminar para 
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posteriormente congelarlo en nitrógeno líquido. Es uno de los primeros métodos 

desarrollados y cuenta con la desventaja de que no hay un control de 

temperatura ni de humedad del aire, aunque actualmente se utiliza sílica gel 

(Panis et al., 2001). La utilización de sílica gel se ha empleado en plantas de 

interés agronómico usando embriones cigóticos y granos de polen 

principalmente (Uragami et al., 1990; Engelmann, 2004).  

La desecación provoca en los explantes cambios en la concentración de 

electrolitos aumentando el pH citoplasmático y la desnaturalización de proteínas 

(Dumet y Benson, 2000). Por lo tanto este método es muy utilizado para plantas 

con semillas ortodoxas o resistentes, ya que presentan tolerancia a contenidos 

de humedad de hasta el 3% sin presentar daño o pérdida de viabilidad 

(Uragami et al., 1990; Panis et al., 2001; Engelmann, 2004). La desventaja de 

este método de crioconservación es para las especies que no son resistentes y 

que no pueden conservarse bajo estas condiciones ya que presentan baja o 

nula sobrevivencia.  

 

Encapsulación-Deshidratación 

 

Esta técnica, fue establecida por Dereuddre et al. (1990) usando meristemos de 

plantas de pera in vitro; la cual fue basada en la producción de semillas 

sintéticas, donde embriones somáticos se encapsularon en gel hidrosoluble. 

Esta técnica se basa principalmente en una deshidratación osmótica sucesiva y 

evaporación de las células vegetales (Swan et al., 1999). Mediante esta técnica 

el material vegetal es encapsulado formando perlas con alginato de calcio, 

seguido de un pre-cultivo en un medio que contiene alta concentración de 

sacarosa (Lipavska y Vreugdenhil, 1996; Shatnawi et al., 1999; Swan et al., 

1998). Las cápsulas posteriormente son deshidratadas usando aire en una 

campana de flujo laminar o bien utilizando sílica gel, para proceder a 

congelarlas en nitrógeno líquido (Ashmore, 1997). Dicha técnica disminuye la 
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vulnerabilidad de los explantes al ser sometidos a tratamientos muy drásticos 

como pre-tratamientos con elevadas concentraciones de azúcares seguidos por 

una intensa deshidratación (Cho et al., 2002). 

Las concentraciones y porcentajes de humedad final van a variar dependiendo 

del género, especie y variedad, de ahí la importancia de una estandarización de 

estos procesos. En el caso del cultivo de uva, Wang et al. (2002) obtuvieron una 

viabilidad de 78% utilizando encapsulación-deshidratación. De igual forma la 

presencia de la matriz nutritiva (cápsula) rodeando al explante puede promover 

su regeneración después de la descongelación. Es un método simple utilizado 

en muchas especies vegetales, sin embargo, no todas las especies son 

tolerantes a la concentración alta de sacarosa que se utiliza en esta técnica 

(Shibli, 2000). 

 

Encapsulación-Vitrificación  

 

La técnica de encapsulación-vitrificación es una combinación del método de 

encapsulación-deshidratación y vitrificación. El tejido vegetal es encapsulado 

para formar perlas con el alginato de calcio para posteriormente congelarlas por 

vitrificación (Lipavska y Vreugdenhil, 1996). Este método es de fácil manejo y 

ahorra el tiempo que toma la deshidratación en otros procesos de 

crioconservación, por lo que su utilización ha ido en aumento (Hirai et al., 1998). 

La utilización de encapsulación-vitrificación se ha aplicado en pocas plantas 

pese a las ventajas de su aplicación. Hirai et al. (1998) encontraron una mayor 

formación de brotes en meristemos de fresa (Fragaria ananassa Duch.) 

osmoprotegidos con 2 M de glicerol mas 0.4 M de sacarosa. En el caso de 

clavel, los meristemos encapsulados e incubados con la solución de vitrificación 

(conteniendo etilenglicol y sacarosa), obtuvieron valores de sobrevivencia del 

92 al 100% (Ashmore, 1997). De igual forma, es necesario conocer el tipo de 
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tejido para adaptarlo a cualquiera de las metodologías mencionadas y obtener 

un máximo de regeneración.  

 

Vitrificación  

 

Esta técnica se desarrolló desde hace 10 años y se ha aplicado en diferentes 

especies vegetales (Razdan y Cockling, 1997). La vitrificación es el principal 

método empleado en la crioconservación y puede definirse como la 

solidificación de un líquido sin la formación de cristales y con una extrema 

elevación en la viscosidad celular durante el congelamiento (Fahy et al., 1984). 

La concentración de solutos provoca que se forme hielo amorfo sin cristales, lo 

que evita el daño físico a las membranas con lo que se logra una mayor 

integridad celular. Es un método fácil de realizar aunado a un alto porcentaje de 

regeneración de los explantes crioconservados y su adaptabilidad para usarse 

en muchos tejidos.   

En el proceso de vitrificación se realizan varios pasos donde los tejidos son 

deshidratados con una alta concentración de osmolitos para evitar la formación 

de cristales (Moges et al., 2003). El proceso consiste en tres fases: la fase de 

carga, donde las muestras se tratan con crioprotectores, la fase de 

deshidratación, con soluciones concentradas y la fase de descarga, un 

calentamiento rápido donde la solución de vitrificación es drenada y 

reemplazada con sacarosa a altas concentraciones (Ashmore, 1997). Un punto 

importante es la remoción progresiva de la solución vitrificante agregando 

medio líquido con sacarosa o sorbitol para diluir la solución y reducir el choque 

osmótico (Engelmann, 1997).  

Las soluciones de vitrificación, son crio-protectores acuosos que permiten al 

explante congelarse lentamente sin la formación apreciable de hielo intra o 

extra celular (Fahy et al., 1987). Los osmolitos que la constituyen interactúan 
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con las moléculas de agua evitando la formación de hielo. La solución aumenta 

el potencial osmótico del medio externo (Reed, 1995) y ayuda a que el agua 

fluya fuera de la célula. Por lo tanto las soluciones vitrificantes tienen la doble 

función de proteger a la célula de la formación de cristales y de la 

deshidratación (Lipavska y Vreugdenhil, 1996).   

Los crioprotectores no deben ser tóxicos, deben ser de bajo peso molecular, 

miscibles con el agua y tener la habilidad de penetrar a las células (Reinhoud et 

al., 1995). Entre esos materiales los más usados son DMSO, glicerol, 

etilenglicol (EG), polietilénglicol (PEG), aminoácidos y azúcares (Al-Ababneh et 

al., 2003). La mayoría de las soluciones empleadas se derivan de las 

elaboradas por Sakai et al. (1991), que contienen en general 22% glicerol, 15% 

etilenglicol, 15% polipropilenglicol, 7% DMSO y 0.5 M de sorbitol. Otra solución 

llamada PVS2 reportada por Benson (1994) contiene 30% glicerol, 15% DMSO, 

15% etilenglicol disuelto en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) con 0.15 

M de sacarosa.   

Los primeros estudios sobre la crioconservación de plantas basada en la 

vitrificación fueron realizados por Uragami et al. (1989) con embriones 

somáticos de Asparagus officinalis L. y Langis et al. (1989) con suspensiones 

celulares de Brassica campestris. Desde entonces, la aplicación de esta 

estrategia ha permitido el almacenamiento de un elevado número de tejidos 

vegetales como células nucelares de Citrus sinensis (Sakai et al., 1990) y 

protoplastos de Secale cereale (Langis y Steponkus, 1991), meristemos de 

Ananas comosus (piña) (González et al., 1998), yuca (Charoensub et al., 1999), 

papa (Pennycooke y Towill, 2000) y Anigozanthos humilis (Turner et al., 2001a).  

 

Crioconservación de Vid 

 

Se han desarrollado diversas formas de crioconservación en vid, debido a la 

utilización de una gran diversidad de tejidos, genotipos y de técnicas de 
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crioconservación. Uno de los explantes más utilizados son las suspensiones 

celulares, y el primer reporte fue publicado por Dussert et al., (1991) quienes 

utilizaron la variedad “41B” obteniendo más del 60% de viabilidad de sus 

explantes, todo esto utilizando la técnica de enfriamiento en dos pasos. En 

suspensiones celulares del cultivar “Red Globe” mediante encapsulación-

deshidratación, Wang et al. (2002) obtuvieron aproximadamente el 70% de 

viabilidad. Recientemente, Wang et al. (2004) crioconservaron células 

embriogénicas mediante encapsulación-vitrificación y obtuvieron viabilidades 

del 42 al 76%. Datos similares fueron obtenidos por González-Benito et al. 

(2009) donde utilizaron suspensiones celulares embriogénicas mediante 

encapsulación-deshidratación de los cultivares “Tempranillo” y “Albariño”, 

obteniendo viabilidades superiores al 50%.  

Otro tipo de explante que ha sido utilizado son los brotes tanto apicales como 

axilares, Wang et al., (2000) crioconservaron ápices de dos variedades de vid 

“LN33” y “Superior” utilizando encapsulación-deshidratación obteniendo 60% de 

sobrevivencia para ambos cultivares. De igual forma, Zhao et al. (2001), 

crioconservaron yemas axilares de vid mediante encapsulación-deshidratación 

obteniendo una regeneración del 15 al 40%. En 2003, Matsumoto y Sakai 

crioconservaron brotes axilares del cultivar “Cabernet Sauvignon” mediante 

vitrificación encontrando 60-80% de recuperación después de 1 hora en NL con 

un tiempo de 80 min en la solución PVS2. Zhai et al. (2003) crioconservaron vid 

cvs “Cabernet franc”, “Chardonnay”, “Fengh 51” y “LN33” no encontrando 

diferencias entre los tejidos crioconservados y los controles respecto a su 

estabilidad genética mediante RAPD; reportando en promedio un 36% de 

regeneración.  

Ganino et al. (2012) crioconservaron ápices de vid cv “Kober 5BB” y analizaron 

la anatomía y el potencial osmótico de los brotes, encontraron que a los 30 min 

en PVS2 la regeneración disminuyó desde un 94 a 57 %. Como se puede 

observar en lo referente a la crioconservación de vid, no ha sido muy utilizada y 

los trabajos reportados se han enfocado en la optimización de los protocolos 
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para obtener una mayor regeneración y/ó viabilidad, sin tomar en cuenta otros 

factores de importancia que es necesario analizar en los procesos de 

crioconservación, como es el estrés oxidativo celular y la variabilidad genética.  

 

Aspectos Fisiológicos y Moleculares de la Crioconservación 

 

Durante todo el proceso de crioconservación, el tejido es sometido a diversos 

tipos de estrés, como los cambios de temperaturas (altas y bajas), la formación 

de cristales de hielo, deshidratación, contacto con sustancias tóxicas y daños 

mecánicos, lo cual puede provocar daños celulares. En las plantas es bien 

sabido que los efectos tóxicos del estrés biótico y abiótico influyen en diversas 

formas como: decremento en la actividad fotosintética (Lim et al., 2007), 

reducción en la absorción de agua y nutrientes, inhibición del crecimiento 

(Khalvati et al., 2010; Gutha y Reddy, 2008), daño en proteínas (Mot et al., 

2007), cambios en la composición de lípidos (Novitskaya et al., 2004) y la 

peroxidación lipídica (Shah et al., 2001). Todos estos procesos pueden inducir 

la formación de radicales libres y un desacoplamiento metabólico. 

 

Estrés Oxidativo  

 

El estrés celular en los tejidos sometidos a crioconservación está asociado con 

el daño osmótico, desecación y el decremento de temperatura. La exposición a 

temperaturas bajo cero resulta en la formación de cristales de hielo, siendo la 

principal causa de daño mecánico en las células vegetales. El congelamiento 

per se o la deshidratación inducida por el congelamiento pueden causar la 

desnaturalización de proteínas y la alteración de complejos macromoleculares. 

Diversos tipos de estrés (sequías, bajas temperaturas, deshidratación, etc.) 

tienen un común denominador, el cual es la producción de especies reactivas 
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de oxigeno (ERO) los cuales pueden generar daños a las macromoléculas 

celulares.  

 

Dentro de las ERO están los radicales superóxido, el peróxido de hidrógeno, el 

radical hidroxilo y el oxígeno singulete, los cuales son formados como 

consecuencia de la reducción parcial del oxígeno. La producción de ERO 

pueden causar daño al exceder la capacidad antioxidante celular. Debido a que 

estas moléculas tienen electrones impares que causan daño por la oxidación de 

macromoléculas esenciales como lípidos, proteínas y ácido desoxirribonucleico 

(Halliwell y Whiteman, 2004).  

 

Son muchas las consecuencias de la producción de las ERO, y no se han 

analizado aún a detalle en el proceso de crioconservación, para poder 

determinar el punto crítico donde ocurre su mayor producción. Sin embargo, un 

acoplamiento metabólico estable y una protección de antioxidantes eficiente, 

bajo condiciones fisiológicas normales para las células, aseguran que los daños 

por los radicales libres no ocurran (Dumet y Benson, 2000). 

  

Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) 
 
Las ERO son generadas tanto en la cadena de transporte de electrones como 

de fuentes enzimáticas, y su generación se incrementa por diversos tipos de 

estrés que incluyen: exceso de energía de luz, envejecimiento, ozono, sequía, 

radiación UV, ataque de patógenos, altas y bajas temperaturas y metales 

pesados (Dat et al., 2000; Bray et al., 2000; Neill et al., 2002; Vranova et al., 

2002). La formación de las ERO durante la crioconservación se puede producir 

en varios tratamientos en los que los tejidos se ven involucrados, tales como: 

disección de los explantes, daño osmótico, desecación por los crioprotectores y 

los cambios rápidos de temperatura. (Benson y Bremner, 2004; Roach et al., 

2008).  
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Todos los componentes celulares son sitios posibles de producción del radical 

superóxido, pero los cloroplastos, mitocondria y peroxisomas son los mayores 

generadores de las ERO (Fridovich, 1986). El oxígeno es normalmente reducido 

por cuatro electrones para producir agua, una reacción catalizada por el 

complejo IV (citocromo oxidasa) en la cadena de transportes de electrones en la 

mitocondria. En los cloroplastos mediante la reacción de Mehler se genera el 

radical superóxido que luego es convertido en peróxido de hidrógeno (Polle, 

1996). Sin embargo, el oxígeno molecular es también convertido a ERO por la 

reducción de un solo electrón para producir el anión superóxido (Ec. 1(Fig. 2)).  

 

                  

 
 
Figura 2. Ecuaciones químicas de la formación de especies reactivas de 
oxígeno. 
 

 

En las reacciones anteriores (Fig. 2), se muestra que un electrón extra está sin 

par en el orbital exterior (Ec. 1), por lo que el anión superóxido es un radical 

libre. El anión superóxido es altamente inestable, convirtiéndose de nuevo en 

oxígeno molecular o en H2O2, siendo catalizado espontáneamente o bien 

catalizado por la enzima superóxido dismutasa (Ec. 2). El peróxido de 

hidrógeno es una molécula no cargada, puede difundirse a través de ambientes 

acuosos o lipídicos y tiene una vida media más larga que el radical superóxido. 

Sin embargo, puede protonarse para formar el radical perhidroxílo no cargado 

(Ec. 3). 
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El radical superóxido y el peróxido de hidrógeno pueden reaccionar entre ellos 

para generar el radical hidroxilo que es altamente reactivo, mediante la reacción 

de Haber-Weiss o Fenton, siguiendo la transición de iones de metales como 

fierro o cobre (Ec. 4). Otra reacción relevante es entre el radical superóxido y el 

oxido nítrico, para producir peroxinitrito (Ec. 5), el cual es muy reactivo y causa 

daño celular.  

 

Peroxidación Lipídica 

Las membranas celulares representan la mayor área donde puede ocurrir el 

daño debido a las  bajas temperaturas, provocando perdida de la 

compartametalización celular, llevando a la muerte celular (Anchordoguy et al., 

1987, Dowgert y Steponkus, 1984; Gordon-Kamm y Steponkus, 1984; Lynch y 

Steponkus, 1987). Los radicales libres atacan la fracción lipídica de las 

membranas principalmente los ácidos grasos poliinsaturados, lo que trae como 

resultado la formación de los peróxidos de lípidos y éstos a su vez son 

inestables y forman productos tóxicos de la oxidación secundaria (Esterbauer et 

al., 1989).  

 

Los productos de la peroxidación lipídica son aldehídos los cuales son 

citotóxicos, entre los más dañinos se encuentran el malondialdehido (MDA) y el 

hidroxi-2-nonenal (Adams et al., 1999). El MDA es una molécula sumamente 

reactiva y tóxica. Su unión con ácidos nucleicos y proteínas causan 

modificaciones que interrumpen las funciones biológicas (Del Río et al., 2005; 

Esterbauer et al., 1991; Yamauchi et al., 2008). Por lo tanto, el grado de 

peroxidación de los lípidos puede ser estimado mediante la cantidad presente 

de MDA en los tejidos (Davey et al., 2005; Esterbauer y Cheeseman, 1990). 

 

Existen evidencias que sugieren la presencia de radicales libres mediados por 

estrés oxidativo durante la aplicación de protocolos de crioconservación, 

desecación y manipulación en el cultivo de tejidos (Benson, 1990). Esto se 
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ejemplifica por la detección indirecta (Benson y Noronha-Dutra, 1988) y directa 

(Magill et al., 1994) de los radicales libres en células vegetales que han sufrido 

tratamientos de descongelación, crioconservación y desecación. También, se 

han detectado productos de peroxidación lipídica secundaria en suspensiones 

celulares (Benson et al., 1995) y en tejidos estresados por el cultivo in vitro 

(Robertson et al., 1995). 

 

Malondiáldehido (MDA) 
 

El MDA es un dialdehído de tres carbonos altamente reactivo, producido por la 

peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados (Janero, 1990). Puede 

reaccionar con varios grupos funcionales o moléculas incluyendo proteínas, 

lipoproteínas, ARN y ADN (Sevilla et al., 1997). Como se mencionó 

anteriormente, el MDA puede causar daño celular en plantas y animales, por lo 

tanto su determinación es un indicador del estrés oxidativo en células y tejidos 

(Yagi, 1998; Armstrong y Browne, 1994). En plantas una técnica muy empleada 

para cuantificar la concentración de MDA es utilizando ácido tiobarbitúrico 

(TBA). Esta técnica se basa en la reacción de MDA con el TBA para formar un 

pigmento rosa, que es la condensación de TBA-MDA en una razón molar 2:1, 

presentando una absorción máxima a los 532 nm (Nair y Turner, 1984). 

 

Otro aspecto importante, el cual no ha sido estudiado a fondo, es la relación 

entre el ADN y MDA. Se ha visto que MDA puede interactuar con proteínas y el 

ADN, causando pérdida de la función en proteínas y mutaciones en el ADN 

(Halliwell y Gutteridge, 2007; Hipkiss et al., 1997; Marnette, 1999). Algunos 

reportes mencionan que el MDA reacciona con las bases del ADN para formar 

una serie de aductos como pirimidinona, desoxiadenosina, desoxicitidina y 

desoxiguanosina (Marnette, 1994). La pirimidinona posee una región de 

apareamiento de bases de Watson-Crick bloqueado que ha demostrado ser 

mutagénico (Marnette, 1999). Por lo tanto, la reparación eficiente de los aductos 
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formados por el MDA es esencial para conservar la estabilidad genómica (Cline 

et al., 2004). 

 

Sistemas Antioxidantes en Plantas 

 

Un antioxidante puede ser definido como cualquier molécula que retrasa, 

previene o remueve el daño oxidativo a una molécula (Halliwell y Gutteridge, 

2007). Las ERO pueden ser removidos por vías enzimáticas y no enzimáticas. 

Los antioxidantes celulares evitan que las ERO causen daño en los tejidos. La 

síntesis continua de las especies reactivas de oxígeno en el metabolismo sería 

incompatible con la viabilidad si no existieran los sistemas antioxidantes 

capaces de mantener bajas concentraciones intracelulares de las ERO. Dentro 

de los mecanismos antioxidantes no enzimáticos se incluye a la vitamina C 

(ascorbato), vitamina E (tocoferol), glutatión que es uno de los mayores 

antioxidantes en plantas (Kranner et al., 2006), flavonoides, alcaloides y 

carotenoides (Bray et al., 2000). Los antioxidantes enzimáticos más 

caracterizados son la superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). 

 

Superóxido Dismutasa 

 

La enzima superóxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) constituye la primer línea 

de defensa contra el estrés oxidativo, cataliza la conversión de anión 

superóxido (O2
-) a peróxido de oxígeno (H2O2) (Fridovich, 1983) (Fig. 3). Las 

SOD´s se clasifican en tres grupos, basándose en el metal cofactor usado por la 

enzima: SOD de fierro (Fe-SOD), SOD de manganeso (Mn-SOD) ambos tipos 

son estructuralmente similares y por último está la SOD de Cobre más Zinc 

(CuZn-SOD) la cual no se relaciona estructuralmente con las otras dos. Las tres 

se encuentran localizadas en diferentes compartimentos celulares en plantas 
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superiores: La Fe-SOD se localiza en los cloroplastos, Mn-SOD en la 

mitocondria y los peroxisomas y CuZn-SOD en los cloroplastos, citosol y 

posiblemente en el espacio extracelular (Arreola-Cortés et al., 2010). Las 

SOD´s extracelulares han sido descritas previamente en células animales y en 

plantas tales como: espinacas, pino y algodón (Kim et al., 2008). 

 

 

 
Figura 3. Ecuación química de catálisis de la 
enzima superóxido dismutasa. 

 
Catalasa 

La enzima catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) en plantas, se ha encontrado 

principalmente en los peroxisomas y en los glioxisomas, su función es la de 

remover el H202 (Fig. 4a) formado durante la fotorespiración o en la β-oxidación 

de ácidos grasos en los glioxisomas (Lazarow y Fujiki, 1985; Tolbert, 1981). A 

pesar a que no está ampliamente distribuida en la célula, puede desempeñar un 

papel muy importante en la defensa contra el estrés oxidativo, ya que el 

peróxido de hidrógeno puede difundirse a través de las membranas. Al igual 

que catalasa, hay gran variedad de peroxidasas en plantas que neutralizan el 

peróxido de hidrógeno, estas enzimas requieren un sustrato o cofactor (R) para 

llevar a cabo la catálisis (Fig. 4b).  

 

a)    

     b)        

Figura 4. Ecuaciones químicas de catálisis del peróxido de 
hidrógeno, a) catalasa y b) peroxidasa. 
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Los estudios para evaluar los efectos del estrés oxidativo en los procesos de 

crioconservación son escasos, aún cuando durante este procedimiento los 

tejidos vegetales están expuestos a una gran variedad de estreses (Benson y 

Bremner, 2004). El estrés oxidativo que provoca daño en membrana y en la 

actividad de las enzimas antioxidantes. Roach et al. (2008) evaluaron el estrés 

oxidativo en embriones de castaños en la etapa de escisión y desecación, 

cuantificando el radical superóxido y la integridad de la membrana, encontrando 

que al realizar el corte del explante hay producción del radical superóxido; de 

igual forma a diversos niveles de estrés por la desecación disminuyó la 

viabilidad y la integridad de la membrana.  

En lo referente a cambios bioquímicos Wen et al. (2010) evaluaron cambios 

citológicos y fisiológicos en embriones de maíz durante el proceso de 

crioconservación, encontrando que la  viabilidad disminuye en la deshidratación, 

el daño a membrana se produce principalmente por el congelamiento y la 

actividad de las enzimas antioxidantes se vieron afectadas tanto por la 

deshidratación como por el congelamiento. Por otra parte, Lynch et al. (2011) 

analizaron el efecto de los pre-tratamientos con osmolitos en el estrés oxidativo 

y enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa, catalasa, glutatión reductasa) 

en embriones somáticos de olivo, encontrando que la aplicación de de 0.75 M 

de sacarosa aumentó la actividad de las enzimas antioxidantes.  

Como se puede observar, son muy pocos los ensayos donde cuantifican este 

tipo de estrés en los tejidos crioconservados. Falta mucho por conocer en ese 

aspecto y sobre todo conocer que etapas son las que causan mayor alteración 

en los tejidos, lo que puede permitir buscar alternativas para disminuir al 

máximo la modificación fenotípica, morfología y genética de las plantas. En el 

caso específico de vid, en los protocolos de crioconservación no se ha 

cuantificado el estrés oxidativo desde el punto de vista bioquímico y genético. 
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Variabilidad Genética 

 

En teoría las actividades metabólicas a temperaturas de nitrógeno líquido son 

reducidas a cero, por lo tanto, el tejido crioconservado debería ser 

genéticamente idéntico al fenotipo no tratado (Dumet y Benson, 2000). Un gran 

número de estudios muestran que no hay evidencia morfológica, citológica, 

bioquímica o molecular que demuestre alteraciones en las plantas que fueron 

preservadas a -196 °C (Harding, 2004). Sin embargo, el proceso de 

crioconservación puede involucrar algunas alteraciones inducidas. Por ello es 

necesario determinar la integridad genética y el estrés oxidativo de los 

explantes después del almacenamiento en nitrógeno líquido (Ashmore, 1997).  

La inestabilidad genética y las variaciones somaclonales pueden causar 

diferencias en el genotipo y fenotipo de las plantas crioconservadas (Harding, 

2004). Por consiguiente se han evaluado a diferentes niveles, pero el número 

de cromosomas y su morfología son los parámetros citogenéticos primarios que 

deben mantenerse estables después de la crioconservación (Surenciski et al., 

2007). Alteraciones en el nivel de ploidía es una de las variaciones genéticas 

más frecuentes en sistemas in vitro (Larkin y Scowcroft, 1981). Sin embargo, la 

inestabilidad cromosómica es también influida por el genotipo y las condiciones 

del cultivo de tejidos (Surenciski et al., 2007). 

En lo referente a la estabilidad genética o modificaciones en el código genético, 

Harding (2004) manifestó que el concepto de estabilidad genética aún no tiene 

una correcta definición científica cuando se refiere a juzgar la estabilidad de las 

plantas después de la crioconservación. Este autor propone el término de 

“criobionómica” a la ciencia biológica que estudia el comportamiento de los 

organismos crioconservados y su hábitat después de su reintroducción a las 

condiciones naturales del medio ambiente. Sin embargo, todos los procesos de 

la crioconservación pueden causar modificaciones en el genoma en los tejidos; 
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dependiendo de numerosos factores como la susceptibilidad del genotipo, la 

aclimatación y los crioprotectores (Johnston et al., 2007).  

 

Los cambios en el genoma en tejidos crioconservados son a menudo 

desconocidos, esto se debe básicamente a que existe poca información sobre 

los efectos de la crioconservación en la estabilidad genética del material vegetal 

y las diferentes técnicas utilizadas para medirla poseen algunas limitaciones, lo 

que hace muy difícil una evaluación acertada (Engelmann, 2000; Turner et al., 

2001b; Helliot et al., 2002; Harding, 2004). Sin embargo, hay muchos retos con 

respecto a la evaluación de los cambios genéticos que pudieran generarse 

(Harding, 2004) en los tejidos crioconservados. Es por ello, que recientemente 

se han implementando nuevas formas de detección haciendo uso de 

numerosos marcadores moleculares, los cuales se mencionan a continuación.  

 

Técnicas de Detección de Cambios Genéticos en Plantas Crioconservadas 

 

Los enfoques que se han utilizado para entender la variación genética en 

especies vegetales crioconservadas incluyen principalmente isoenzimas, 

polimorfismos de fragmentos de restricción (RFLP, por sus siglas en inglés), 

polimorfismos de ADN amplificados aleatoriamente en mayor o menor grado 

(RAPD y AFLP) y microsatélites. La elección de los distintos marcadores 

utilizados depende de varios factores, tales como el tipo de pregunta de 

investigación que se desee responder, así como a ciertas características 

intrínsecas del marcador, facilidad de su uso y costo. Sin duda la elección de 

los marcadores debe estar guiada por el modelo de mutación al que se ajustan 

y por ello a los algoritmos de inferencia de los parámetros genéticos (Piñero et 

al., 2008). Es por ello, que a continuación se enlistan los principales marcadores 

moleculares utilizados en el análisis de variación genética en plantas sometidas 

al proceso de crioconservación.  
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Isoenzimas 

  

Las isoenzimas son distintas formas moleculares de una misma enzima, que 

presentan especificidad por el mismo sustrato y se observan en el mismo 

individuo (Markert y Moller, 1959). Una herramienta para estudios de estabilidad 

genética basado en caracteres bioquímicos, donde se estudian las isoenzimas 

o proteínas por electroforesis (Ferguson, 1989). Los principales usos de las 

isoenzimas están relacionados con la obtención de mapas genéticos para 

estudios de caracterización de especies como es el caso del maíz (Zea mays 

L.) (Goodman et al., 1980; Stuber et al., 1988)) y tomate (Lycopersicon 

esculentum) (Tanksley y Rick, 1980). De igual forma es ampliamente utilizado 

en evaluaciones genéticas de tejidos crioconservados, sin embargo, el número 

de isoformas de una enzima normalmente no es muy grande lo cual restringe la 

capacidad de encontrar diferencias y además no detectan modificaciones 

nucleotídicas producidas en regiones no codificadoras en el genoma.  

Faloci et al. (2000) realizaron la crioconservación de paraíso gigante (Melia 

azedarach L.) evaluando 9 sistemas isoenzimáticos como diaforasa, esterasa, 

malato deshidrogenasa, enzima málica, peroxidasa, entre otras; obteniendo 

patrones de bandas idénticos en tejidos crioconservados y los testigos. De igual 

forma, Liu et al. (2004) emplearon la isoenzima de peroxidasa para el análisis 

genético de brotes de manzana cv “Gala” crioconservados mediante vitrificación 

y no encontraron diferencias en los tejidos crioconservados con respecto a los 

no almacenados en nitrógeno líquido. 

 

 RFLP 

 

Análisis molecular de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de 

restricción, RFLP por sus siglas en inglés (Restriction Fragment Length 

Polymorphism). Es una técnica muy utilizada en el análisis de variación 
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genética poblacional. El análisis genómico mediante RFLP presenta ventajas en 

el aspecto de que es posible analizar todo el genoma, con sus regiones 

codificadoras y no codificadoras. Sin embargo, el inconveniente es que esta 

técnica es muy laboriosa y costosa (Hallerman y Beckman, 1988). 

Por tal razón, esta metodología ha sido poco utilizada para determinar la 

estabilidad genética en plantas crioconservadas. En papa (Solanum tuberosum) 

se concluyó que las plántulas se mantuvieron sin cambios en su perfil de RFLP, 

en comparación con los controles no tratados (Harding, 1991). El uso de esta 

herramienta permite evaluar la estabilidad y los posibles efectos perjudiciales 

del cultivo in vitro o crecimiento lento, la variación somaclonal, crioprotectores y 

lesión por congelación (Harding, 1991).  

 

Microsatélites o Secuencias de Repetición simples (SSR) 

 

Los microsatélites o secuencias de repetición simples (SSR) son un marcador 

molecular muy utilizado debido a que son regiones del genoma de secuencia 

corta que se repite cierto número de veces, y ha ganado popularidad debido a 

que son abundantes, están distribuidos regularmente en el genoma y se 

heredan de forma co-dominante. Debido a ello, los SSR están adquiriendo una 

importancia creciente en los últimos años en estudios sobre el análisis de 

variabilidad genética, relaciones entre especies (Buchanan et al., 1994; 

Marklund et al., 1994; Petit et al., 1998; Moazami-Goudarzi et al., 1997) y 

efectos de la crioconservación.  

En la evaluación de la estabilidad genética de la crioconservación se utilizaron 

SSR para analizar la conservación de zarzamora y frambuesa almacenada en 

nitrógeno líquido por un periodo de 12 años y no se encontraron diferencias 

morfológicas entre las plantas crioconservadas comparadas con las plantas 

control. Para el análisis molecular se utilizaron 10 cebadores, donde no se 

observaron diferencias entre los brotes crioconservados y los correspondientes 
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a las plantas madre; en este caso no se detectaron polimorfismos mediante 

esta técnica. Los SSR han sido utilizados en diversos cultivos como papa 

(Harding y Benson, 2001), Actinidia (Palombi y Damiano, 2002), Theobroma 

(López et al., 2004) y Populus (Rahman y Rajora, 2001).  

 

AFLP 

 

Los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados, más conocidos 

por su acrónimo en inglés AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), la 

característica clave de esta técnica molecular basada en PCR es su capacidad 

de escanear simultáneamente muchas regiones diferentes de ADN distribuidas 

aleatoriamente en el genoma. Combina las ventajas del método enzimático para 

producir los fragmentos de restricción y posteriormente realizar el análisis 

mediante PCR (Vos y Kuiper, 1997; Vos et al., 1995). En esencia, los métodos 

de AFLP permiten la detección alteraciones en el tamaño de fragmentos de 

restricción mediante amplificación por PCR. Este tipo de marcador molecular 

han demostrado ser muy útil para la evaluación de las diferencias genéticas 

entre los individuos, poblaciones y especies.  

Los AFLP no han sido tan ampliamente utilizados en ensayos de variabilidad 

genética, sin embargo existen algunos reportes donde se ha utilizado en tejidos 

crioconservados. Zarghami et al. (2008) analizaron plántulas de papa cvs ‘Agria’ 

y ‘Marphona’ siguiendo la metodología de encapsulación-deshidratación. Ellos 

utilizaron 7 iniciadores y obtuvieron similitudes con las plantas testigos en los 

cultivares ‘Agria’ y ’Marphona’ del 97 y 100% respectivamente. Por lo tanto, 

concluyen que no hay evidencia suficiente que sugiera que las plantas 

crioconservadas son diferentes genéticamente a las plantas controles, tal como 

lo respaldan los reportes para fresa, manzana, uva y kiwi utilizando AFLP (Hao 

et al., 2001, 2002; Zhai et al., 2003). Sin embargo en las muestras 

crioconservadas de fresa se observó un fragmento adicional diferente con 
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respecto a la planta control, lo cual es atribuido a cuestiones epigenéticas, un 

cambio en el estado de metilación del ADN (Hao et al. 2002).  

 

RAPD 

 

El análisis de RAPD es una técnica de medición de la variación del ADN al azar. 

Esta metodología se basa en la técnica de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), que ha tenido mucho auge debido a que presentan ventajas 

sobre los análisis bioquímicos como las isoenzimas. Mediante RAPD se puede 

detectar polimorfismo en el ADN codificante y/o mitocondrial. RAPD detecta 

ADN del cual no se conoce su secuencia nucleotídica y se lleva a cabo a través 

de secuencias cortas de oligonucleótidos (10 pb) que se emplean como 

cebadores. Este procedimiento ha sido ampliamente utilizado para la 

cuantificación de la diversidad genética en gran número de especies vegetales 

(Bauert et al., 1998; Huff et al., 1998).  

En lo referente a detectar modificaciones genéticas debido al proceso de 

crioconservación se ha evaluado satisfactoriamente mediante RAPD. En uva y 

kiwi se analizó la variabilidad mediante dicha técnica y no se encontraron 

diferencias entre el ADN de las plantas control y las crioconservadas (Zhai et 

al., 2003). De igual forma en árbol del paraíso se evaluaron 16 cebadores de los 

cuales la mayoría dieron productos de amplificación nítidos y reproducibles, 

solamente uno no fue válido, dando como resultado que el tratamiento de 

crioconservación no indujo variabilidad genética a las plantas testigos existentes 

(Faloci et al., 2000). Por otro lado, en palma datilera Bekheet et al. (2007) no 

encontraron diferencias en la variabilidad genética al aplicar el congelamiento y 

el descongelamiento en cultivos nodulares. Al igual que los resultados 

obtenidos por Saker et al. (2000) donde encontraron variación genética 

solamente del 4% en las plántulas recuperadas después de la crioconservación 

en comparación con los controles. La técnica de RAPD ha sido utilizada 
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igualmente en brotes de Betula pendula Roth (Ryynänen, 1998), Arachis 

hypogaea (Gagliardi et al., 2003), Humulus lupulus L. (Peredo et al., 2008) y 

Prunus Ferlenain (Helliot et al., 2002). 

Hasta el momento no se han detectado diferencias genéticas en las plantas que 

han sido almacenadas por crioconservación respecto a sus controles. Las 

técnicas moleculares que se han empleado poseen sus limitaciones, por lo que 

es necesario realizar más estudios para dar mayor certeza a esta afirmación. 

Autores como Fukai et al. (1994) encontraron modificaciones fenotípicas que 

afectaron el color en las flores del crisantemo después de la regeneración de 

meristemos crioconservados; sin embargo, la mayoría de los estudios que se 

les realizó indicaron que las plantas no presentaron cambios morfológicos 

después de la crioconservación. Por consiguiente para un protocolo exitoso de 

conservación de germoplasma, se deben estandarizar los procesos y realizar 

las evaluaciones más convenientes para cada especie.  

Existen muy pocos estudios bioquímicos y moleculares en vid crioconservada. 

En este contexto, Zhai et al. (2003) crioconservaron cuatro cultivares de uva 

“Cabernet franc”, “Chardonnay”, “Fengh 51” y “LN33” donde evaluaron mediante 

RAPD la variabilidad genética empleando 7 iniciadores; y concluyeron que no 

hay diferencias entre el ADN de las plantas control y las crioconservadas. Por 

otra parte, la estabilidad genética en plantas recuperadas puede estar asociado 

con cambios en la metilación del ADN (Harding, 1997; Hao et al., 2001). Siendo 

un regulador epigenético importante de la expresión génica implicada en 

muchos procesos del desarrollo de las plantas (Finnegan et al., 2000; Bender, 

2004). Sin embargo, las alteraciones genéticas generadas por la 

crioconservación no se han definido específicamente, es por ello, que es 

importante esclarecer los puntos críticos de la metodología para detectar 

posibles cambios en las especies que pudieran alterar sus características 

fenotípicas. Sobre todo, cuantificar este tipo de variaciones en plantas de vid 

crioconservadas, debido a que no han sido evaluadas en aspectos moleculares 
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y bioquímicos; y así obtener un proceso de crioconservación adecuado, 

reproducible y seguro.  
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III. HIPÓTESIS 

 

La vitrificación es un método que permite conservar el germoplasma de vid 

(Vitis vinifera L.) variedad “Flame seedless” sin alterar su estabilidad celular. 
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IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

Evaluar la técnica de vitrificación y su efecto sobre la variabilidad genética y el 

estrés oxidativo de vid (Vitis vinifera L.) cultivar “Flame seedless”. 

 

Objetivos Específicos 

• Establecer el tiempo de incubación en la solución de vitrificación de plantas 

No. 2 (PVS2) de yemas axilares de Vitis vinifera L. cv “Flame seedless”.  

• Determinar la actividad de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa 

(SOD) y catalasa (CAT) en tejidos crioconservados.  

• Evaluar el contenido de malondialdehído (MDA) en yemas crioconservadas. 

• Estudiar la estabilidad genética del material crioconservado mediante el 

análisis de RAPD. 

 

 

 

 

 

 

 



	  

	  

36	  

V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material Vegetal 

  

Para esta investigación se utilizaron yemas axilares de vid (Vitis vinifera L.) cv 

“Flame seedless”’ provenientes de varetas de vid conteniendo entre 5 y 7 

yemas axilares en la poda realizada en diciembre del 2012 en el viñedo “Casas 

Grandes”, ubicado en el kilometro 40, por la carretera 36 norte, en la Costa de 

Hermosillo, Sonora, México. Las varetas fueron seleccionadas al azar, se 

lavaron y desinfectaron con solución jabonosa conteniendo hipoclorito de sodio 

(cloro comercial NaOCl 1%) y posteriormente lavadas tres veces con agua 

corriente. Posterior a esto, las varetas fueron colocadas en sustrato “Pro-Mix” 

humedecido y almacenadas a 20ºC. Para realizar los tratamientos, de dichas 

varetas se disectaron las yemas axilares con ayuda de un bisturí.  

 

Ensayo de Viabilidad 

 

Se realizó un primer ensayo de vitrificación para determinar el tiempo de 

incubación con la solución PVS2. El procedimiento de vitrificación se realizó de 

acuerdo a lo reportado por Matsumoto et al. (1995). Se colocaron tres yemas en 

un tubo eppendorf de 1.5 mL por triplicado para cada tratamiento con la 

solución de vitrificación PVS2 esterilizada mediante filtración. La solución PVS2 

(Solución de Vitrificación de Planta N° 2; Sakai et al., 1990) contiene 30% (m/v) 

glicerol, 15% (m/v) etilen-glicol y 15% (m/v) dimetil sulfóxido disuelto en medio 

MS (Murashige y Skoog, 1962) con 0.4 M sacarosa (pH 5.8). A las yemas 
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desinfectadas se le agregó 1 mL de la solución PVS2 y se incubaron en 

agitación a temperatura ambiente 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 min. Después de 

cada tiempo de incubación (se realizó el muestreo, M1) posteriormente se 

sumergieron en nitrógeno líquido e inmediatamente se sacaron para realizar el 

muestreo dos (M2); las yemas remanentes se mantuvieron en nitrógeno líquido 

por una hora, posteriormente se sacaron los crioviales (muestreo M3). Parte de 

las yemas congeladas por 1 h en NL se descongelaron a 38ºC por 3 min siendo 

el muestreo número cuatro (M4). Después de cada muestreo se eliminó la 

solución PVS2 lavando los tejidos tres veces con agua destilada estéril y 

posteriormente se realizaron los análisis de viabilidad.  

 

Análisis de viabilidad 

 

La viabilidad se determinó mediante el ensayo espectrofotométrico de tinción 

con tetrazolio según la metodología reportada por Steponkus y Laphear (1967) 

y modificada por González-Benito el al. (2009). Se utilizó la solución de 2,3,5-

cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) al 0.1% (Sigma) disuelto en buffer de fosfatos 

de potasio (KH2PO4 y Na2HPO4-2H2O neutralizada a un pH de 7.5). La solución 

de TTC se añadió a los tejidos para una posterior incubación a 30°C durante 24 

horas en oscuridad. Posterior a ello, se drenó la solución de TTC y se lavó el 

tejido con agua destilada estéril. Se extrajo el formazan (producto final obtenido, 

coloración roja) cortando las yemas longitudinalmente y se colocaron en tubos 

adicionando 5 mL de etanol al 95%. Se incubó a 80°C durante 10 minutos. Se 

dejó enfriar y el extracto se centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min. Se recuperó 

el sobrenadante y se determinó su absorbancia a 530 nm en un 

espectrofotómetro UV-Visible Cary 50 (Varian). La determinación de cada 

extracto se realizó por triplicado.  

El porcentaje de viabilidad se cuantificó mediante la cantidad de formazan 
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obtenido a 530 nm por los tejidos a los diferentes tratamientos contra la 

cantidad de formazan producido por los controles, como se muestra en la 

fórmula siguiente. Tomando a consideración que la cantidad mínima de 

reducción de TTC por los tejidos para que sobrevivan no debe disminuir del 

50%.  

 

% Viabilidad muestra = (Abs530 muestra x 100) / Abs530 control 

 

Crioconservación (Inmersión directa en NL) 

 

Las yemas axilares disectadas, se desinfectaron por 5 min en agitación en una 

solución de cloro comercial al 25% (1.3% de NaOCl) más Tween 20 al 0.1%. Se 

lavaron tres veces con agua destilada estéril, posteriormente se le adicionó 

benomilo 100 ppm por 3 min y se lavaron de nuevo con agua destilada estéril y 

después con etanol al 70% y finalmente con agua destilada estéril tres veces. 

Las yemas desinfectadas (n=5) fueron transferidas a criotubos de 2 mL (cinco 

replicas para cada tratamiento) y fueron colocadas en nitrógeno líquido (NL); se 

realizó el primer muestreo antes de congelar las yemas (control sin 

congelamiento, M1). Posteriormente los criotubos fueron directamente 

sumergidos en nitrógeno líquido, se realizó un muestreo al tiempo inicial al 

congelamiento (unos segundos, M2) y otros almacenados por una hora (A), un 

día (B), una semana (C) y un mes (D). Después de cada tratamiento de 

congelación, se tomó un muestreo sin descongelar y otro aplicando una 

descongelación en baño de agua a 38°C durante 3 min.  

 

Vitrificación 

 

Las yemas fueron tratadas según el procedimiento descrito por Matsumoto et 

al., (1995) utilizando la solución de vitrificación de plantas N° 2 (PVS2). Las 
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yemas se desinfectaron como se describe en el proceso de crioconservación. 

Una vez desinfectadas fueron transferidas a criotubos de 2 mL (cinco replicas 

por tratamiento) a los cuales se les adicionó 1 mL de la solución PVS2 

esterilizada mediante filtración y sus controles (sin PVS2). Se incubaron a 25 ± 

2°C en agitación durante 180 min. Después del tiempo de vitrificación se realizó 

el primer muestreo antes de congelar las yemas (sin congelamiento, M1). 

Posteriormente los criotubos fueron directamente sumergidos en nitrógeno 

líquido, se realizó un muestreo inmediatamente después del congelamiento 

(tres segundos, M2) y otros almacenados por una hora (A), un día (B), una 

semana (C) y 1 mes (D). Después de cada tratamiento de congelación, se tomó 

un muestreo sin descongelar y otro aplicando descongelación en baño de agua 

a 38°C durante 3 min. Después se retiró la solución PVS2 y las yemas se 

lavaron con agua destilada estéril.  

 

Peroxidación Lipídica 

 

La peroxidación de lípidos se determinó cuantificando la concentración de 

malondialdehído. Para la extracción del MDA de las yemas tratadas y sus 

controles se trituraron con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino el cual 

fue homogenizado con buffer de fosfatos 50 mM (2.8% de NaH2PO4.H2O y 1.8 

% de Na2HPO4) a un pH de 8.3 y se centrifugó a 12,000 rpm por 50 min. Se 

tomó el sobrenadante para la cuantificación de MDA (Heath y Packer, 1968; Fu 

y Huang, 2001). Utilizando el kit Oxitek TBARS assay (ZeptoMetrix 

Corporation), el cual contiene las sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico 

las cuales se prepararon con base a las indicaciones del fabricante. Para la 

cuantificación de MDA se preparó una curva de calibración, utilizando 

concentraciones de MDA de 0,12.5, 25, 50 y 100 nmoles/mL proveído por el kit 

(ZeptoMetrix Corporation).  
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En un tubo se agregaron 100 µL del extracto obtenido y de los estándares 

preparados (para la curva estándar) a los cuales se les adicionó 100 µL de la 

solución SDS (dodecil sulfato de sodio) y se mezcló. Después se le agregó 2.5 

mL del buffer de TBA (ácido tiobarbitúrico disuelto en ácido acético y en 

hidróxido de sodio) y se mezcló vigorosamente. Se taparon los tubos y se 

incubaron por 60 min a 95°C. Posteriormente al tiempo de incubación se 

sacaron del baño y se colocaron en hielo (a temperatura ambiente) por 10 min. 

Se centrifugaron a 3,000 rpm por 15 min. Se tomo el sobrenadante y se 

cuantificó la absorbancia a 532 nm en un espectrofotómetro UV-Visible (Cary 

50, Varian). La determinación de cada extracto se realizó por triplicado. El nivel 

de MDA se expresó como µmol por g de peso fresco. 

[ ] MDA (nmol/mL) = (Abs532 muestra – 0.0033) / 0.0037 

 

Extracción Enzimática 

 

Se utilizaron aproximadamente 0.5 g de tejido los cuales se pulverizaron con 

nitrógeno líquido para formar un polvo, al cual se le adicionó 4 mL de solución 

amortiguadora de fosfatos de potasio 0.1 M pH 6.8 conteniendo 200 mg de 

polivinil pirrolidona (PVP) y fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) para inhibir la 

actividad de proteasas. La mezcla se agitó en vortex y se centrifugó a 13,000 

rpm por 10 min a 4°C y el sobrenadante recuperado se centrifugó nuevamente 

a 13,000 rpm por 20 min a 4°C. Se separó el sobrenadante del precipitado y 

éste extracto se utilizó para la determinación de la actividad enzimática de 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y para la cuantificación de 

proteína total (Bradford, 1976). Todo el procedimiento de extracción se realizó a 

4°C con cinco replicas para cada tratamiento (Ramírez-Serrano et al., 2008). 
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Actividad de Superóxido Dismutasa (SOD) 
 

 

La actividad de SOD total (E.C. 1.15.1.1) se determinó midiendo su habilidad 

para inhibir la reducción fotoquímica del azul de tetrazolio (NBT) de acuerdo al 

método modificado de Beyer y Fridovich (1987). El extracto enzimático (400 mL, 

diluido 1:10) se agregó a la mezcla de reacción la cual consta de: buffer de 

fosfatos 0.1 M pH 7.8, EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 0.1 mM, L-

metionina12 mM, NBT 75 µM y riboflavina 2 µM en un volumen de reacción total 

de 3 mL. La mezcla de reacción se colocó bajo luz fluorescente por 15 min a 25 

ºC, el blanco de reacción contiene la mezcla antes mencionada también con el 

extracto enzimático, pero sin exposición a la luz. Se determinó la actividad 

catalítica, cuantificando la reducción del NBT por la SOD, la cual fue medida por 

el cambio de absorbancia a 550 nm. Una unidad de SOD se define como la 

cantidad de enzima que causa el 50% de la máxima inhibición de NBT a azul 

(formazan), expresando la actividad de los extractos como unidades SOD por 

mg de proteína. La determinación de cada extracto se realizó por triplicado. El 

porcentaje de fotoinhibición para todas las muestras fue calculada bajo la 

siguiente fórmula: 

 

% de inhibición = [(Abs blanco – Abs muestra) / Abs blanco] x 100 

 

Para normalizar a unidades de SOD, la definición original de la actividad de 

SOD bajo este ensayo se refiere a 1 U SOD = 50% de la inhibición, por lo tanto 

se calculó por la siguiente fórmula: 

 

U/mL SOD = [1 unidad SOD x (% de inhibición / 50 %)]  

 

U/mg de proteína = U/mL de SOD / mg de proteína 
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Actividad de Catalasa (CAT) 

 

La actividad de la enzima catalasa (E.C. 1.11.1.6) se determinó a 25 ºC de 

acuerdo al método descrito por Aebi (1984). La mezcla de reacción (1 mL) 

contiene 500 µL de buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.0), 400 µL del extracto 

enzimático (diluido 1:10) y se inició la reacción adicionándole 100 µL de H2O2 

100 mM. Se determinó la actividad catalítica siguiendo la disminución de la 

absorbancia a 240 nm durante 1 min a 25°C en espectrofotómetro UV-Visible 

Cary 50 (Varian). La actividad de catalasa se expresa como unidades por mg de 

proteína. Se realizó la determinación de catalasa por triplicado y se utilizó como 

blanco el buffer de fosfatos (Ramírez-Serrano et al., 2008). 

La actividad de CAT (U/mL), la actividad enzimática se expresa en unidades 

internacionales (U) definiéndose como la transformación de 1 µmol por minuto 

durante la reacción enzimática, por lo tanto para el cálculo de las U/mL se utilizó 

la siguiente fórmula: 

U/mL = (ΔAbs / ɛbt)(Vf) 

Donde:  

ΔAbs = Cambio de absorbancia de la muestra 

ɛ = coeficiente de extinción del peróxido de hidrógeno (0.036 cm2/µmol) 

b = espesor de la celda (1 cm) 

t =tiempo (1 min) 

Vf= volumen final de la mezcla de reacción (1 mL) 

Los resultados obtenidos fueron normalizados a unidad por miligramo de 

proteína: 

U/mg = U/mL / cantidad proteína (mg/mL) 
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Proteína Total 

 

La cantidad de proteína total fue determinada de acuerdo al método de Bradford 

(1976). Se disolvieron 100 mg de azul brillante (Coomassie® Brilliant Blue G-

250) en 50 mL de etanol al 95% a temperatura ambiente, después se le 

adicionó 100 mL de ácido fosfórico al 85% (m/v) se llevó a un volumen de 1L 

con agua destilada. El reactivo se filtró y almacenó en un frasco ámbar a 4°C. 

Se determinó la cantidad de proteína de las muestras agregando en un tubo: 

100 µL del extracto enzimático, 100 µL de agua destilada estéril y 1 mL del 

reactivo de Bradford; se mezclaron y después de 5 min se determinó la 

absorbancia a 595 nm. Se utilizó como blanco 200 mL de agua destilada estéril 

más 1 mL de reactivo Bradford. Se utilizó una curva estándar de proteína 

utilizando suero de albúmina bovina (BSA) desde una concentración de 0 hasta 

100 µg con intervalos de 10 µg. La determinación se realizó por triplicado.  

[ ] proteína (µg/mL) = (Abs595 muestra – 0.214) / 0.1156 

 

Aislamiento del ADN Genómico 

 

El ADN genómico de los tejidos crioconservados se aisló utilizando el método 

con CTAB (bromuro hexadeciltrimetilamonio) de acuerdo a Japelaghi et al., 

2011. El buffer de extracción (300 mM de Tris-HCl pH 8.0, 25 mM EDTA pH 8.0, 

2 M de NaCl, 2% (m/v) de PVP (polivinil pirrolidona) soluble, 2% (m/v) CTAB) se 

esterilizó y antes de utilizarse en las extracciones se pre-calentó a 65°C por 20-

30 min y se le adicionó 2% (v/v) de β-mercaptoetanol. Las yemas (500 mg) se 

pulverizaron con nitrógeno líquido en un mortero estéril hasta formar un polvo 

fino. Este tejido pulverizado se colocó en un tubo de 2 mL y se les agregó 1 mL 

de buffer de extracción. Los tubos se mezclaron vigorosamente en vortex por 5 

min para posteriormente incubarlos a 65°C en un baño por 20-30 min. Al 

terminar la incubación nuevamente los tubos se agitaron en vortex por 2 min y 
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se enfriaron los tubos a temperatura ambiente. A los mismos tubos se les 

agregó un volumen de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1, v/v), se mezclaron 

mediante agitación en vortex hasta que las dos fases formaron una emulsión; 

después se centrifugaron a 13,000 rpm por 5 min.  

Se tomó la fase acuosa y se colocó en un tubo nuevo y se volvió a extraer con 

un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1, v/v) y se centrifugó de 

nuevo a 13,000 rpm por 5 min. Se colectó la fase acuosa y se puso en un tubo 

nuevo, se le agregó 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y un volumen 

de isopropanol, se mezcló por inmersión y se precipitó toda la noche a -20°C. 

Posterior al tiempo de precipitación de ácidos nucleicos se centrifugó a 13,000 

rpm por 30 min. Se eliminó la fase líquida y se dejó secar el precipitado; 

posteriormente se lavó con etanol al 70% (v/v) y se centrifugó a 13,000 rpm por 

5 min. Se dejaron secar al aire por 10 min y finalmente se resuspendió en 50 µL 

de agua-DEPC (pirocarbonato de dietilo) y se almacenaron a -20°C. La calidad 

del ADN fue determinada por electroforesis en gel de agarosa al 1% y la 

concentración se determinó utilizando un Nanodrop modelo ND 1000 (Thermo 

Scientific). 

 

Análisis de RAPD 

 

Para el análisis del ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD) se utilizaron los 

iniciadores OPA-01, OPA-04, OPF-05, OPM-03, OPO-10, OPF-08, OPO-11, 

OPA-09, OPA-15, OPA-04, OPO-02, OPA-02, OPB-07, OPE-15 y OPE-03 de 

Operon Technologies Inc. (Huntsville, AL, USA), reportados por Maia et al. 

(2009). La amplificación se desarrolló en un volumen total de 25 µL conteniendo 

50 ng de ADN genómico, 1X buffer de PCR (5X Green GoTaq® Flexi Buffer), 

25mM de MgCl2, 2.5 mM dNTPs, 500 ng de los iniciadores, 0.3 Unidades de 

Taq ADN polimerasa (GoTaq® DNA polymerase). Las amplificaciones fueron 

llevadas a cabo en un termociclador modelo SwiftTM MaxPro (ESCO, Singapur) 
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con la programación de: 5 min a 94°C, y 45 ciclos de 94°C por 45 s, 35°C por 

45 s y 72°C por 1min con una extensión final de 72°C por 5 min (Maia et al., 

2009). 

 

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis utilizando un 

gel de agarosa al 1.5% con buffer 1X TBE (90 mM Tris-Base, 90 mM de ácido 

bórico y 2 mM de EDTA; pH 8.0) a 100 Volts durante 2 horas. El gel fue teñido 

con bromuro de etidio (0.5 µg/mL) y fotografiadas en fotodocumentador (Clear 

View UV Transilluminator, Cleaver Scientific Ltd.). Se utilizó 1 kb plus 

(Invitrogen™) como marcador de ADN. Los fragmentos obtenidos fueron 

analizados comprando los perfiles de RAPD de cada tratamiento en términos de 

presencia o ausencia de amplicones.  

 

Diseño Experimental y Análisis de Datos 

 

Los datos obtenidos se analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA). 

Se utilizó un diseño experimental de bloques completos aleatorizado en los 

datos de viabilidad y proteína. Se aplicó un diseño completamente al azar en los 

datos de MDA y enzimas. Las medias fueron comparadas estadísticamente 

utilizando la prueba de rango múltiple de Tukey-kramer a un nivel de 

significancia del 95%. La homogeneidad de datos fue evaluada mediante la 

prueba de Kruskal-Wallis. Todos los datos se analizaron mediante con paquete 

estadístico NCSS (Number Stadistical System) versión 2007.  
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Ensayo de Viabilidad 

 

En la figura 5, se muestra el porcentaje de viabilidad a diferentes tiempos de 

incubación con PVS2, el porcentaje de viabilidad no se alteró (P>0.05) por los 

diversos tratamientos realizados durante el proceso de vitrificación o por el 

proceso de descongelamiento. Sin embargo, el porcentaje de viabilidad en las 

yemas axilares de vid difiere (P<0.05) dependiendo del tiempo de incubación 

empleado en la solución PVS2. El análisis estadístico detectó diferencias en los 

tiempos de 150 y 180 minutos (P<0.05) con un valor promedio del 90% de 

viabilidad. En los tiempos de 30 hasta 120 min no se encontraron diferencias 

(P>0.05). Por esta razón, se utilizó el tiempo de 180 min como tiempo para la 

incubación en PVS2 en el ensayo de vitrificación aún cuando los datos 

obtenidos a los 150 y 180 min fueron similares.  

 

Por otra parte, se observan valores altos de viabilidad (Fig. 5) que sobrepasan 

el 100% valores (mayores a los controles). Este comportamiento es 

probablemente debido al estado fisiológico de las yemas utilizadas y a la 

variabilidad de desarrollo de las varetas las cuales fueron obtenidas de distintas 

plantas de vid donde el crecimiento y desarrollo de las mismas no es 

homogéneo. Así mismo, las yemas axilares suelen ser de diversos tamaños y 

estadios de desarrollo, tanto para la yema primaria, secundaria y terciaria. Una 

yema normal pasa por varias fases de desarrollo desde que comienza a 

formarse en la axila de la hoja hasta que brota: paralatencia, entrada en 

endolatencia, endolatencia, salida de endolatencia y ecolatencia (Martínez, 
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1991). Por consiguiente el porcentaje de viabilidad puede variar en determinado 

estadio de madurez del tejido. Tal como lo reportan Sosa-Luría et al. (2012) en 

embriones de Bromeliaceae donde obtuvieron mayores porcentajes de 

viabilidad en embriones completamente desarrollados con un 89% en contraste 

con un 31.6% en embriones en un estadio de desarrollo incompleto.  
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad en yemas de vid (Vitis vinifera L.) cv “Flame 
seedless” crioconservadas por una hora en nitrógeno líquido a diferentes 
tiempos en la solución PVS2. M1: yemas en PVS2 sin congelar, M2: unos 
segundos en NL (tiempo inicial), M3: yemas con PVS2 y una hora en NL, M4: 
yemas en PVS2 y a una hora en NL con descongelamiento a 38°C por 3 min. 
Las líneas en las barras indican el error estándar. Los asteriscos indican las 
diferencias estadísticas según Tukey-kramer (P<0.05). 

 

En este estudio el porcentaje de viabilidad respecto al tiempo de incubación en 

la solución PVS2 tuvo una tendencia a aumentar en los tiempos mayores de 

incubación, tal como reportan Shatnawi et al. (2011) donde vitrificaron 

meristemos y evaluaron dos soluciones vitrificantes PVS2 y MPVS2; de igual 

forma emplearon diversos tiempos de incubación en ambas soluciones de: 0, 
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20, 40, 80, 120, 160 y 200 min a 0°C. En los tejidos vitrificados obtuvieron al 

tiempo de 40 min una mayor regeneración con un 55%, observándose un 

comportamiento de campana ya que la regeneración aumentó desde el control 

(0 min) hasta los 40 min y disminuyó con mayores incrementos en el tiempo 

hasta alcanzar 2.7% de viabilidad a los 200 min.  

 

Las yemas axilares de vid cv “Flame seedless” soportaron tiempos altos de 

incubación en la solución crioprotectora PVS2, lo cual puede ser debido a que 

las yemas axilares empleadas cuentan con escamas ó capas protectoras en 

forma triangular y bajo las cuales existe una segunda capa protectora llamada 

algodón ó borra, y ambas recubren la parte meristemática (Almanza et al., 

2010). Esto probablemente funciona como barrera para la penetración del 

compuesto crioprotector, por lo cual se requieren mayores tiempos de 

incubación. En contraste, la mayoría de los protocolos de vitrificación utilizan 

tiempos relativamente cortos de incubación, tal como lo reportan Sharaf et al. 

(2012) donde evaluaron tiempos desde 10 a 90 minutos en PVS2 y observaron 

viabilidades del 100% con 60 min de incubación.  

 

Al igual que nuestros resultados, Al-Ababneh et al. (2002) obtuvieron en ápices 

de naranja un máximo de recuperación de los tejidos al tiempo de 3 horas en la 

solución PVS2. Por otra parte, se reportó una sobrevivencia del 55.6 y 75 % en 

callos de Crocus moabiticus y Crocus hyemalis respectivamente, cuando se 

colocaron por 20 min en PVS2 (Baghdadi et al., 2010). Lo anterior corrobora 

que el tiempo de incubación con la solución crioprotectora PVS2 depende en 

gran medida del tejido vegetal que se desee crioconservar, aún entre cultivares 

de la misma planta, haciendo indispensable el establecimiento de el tiempo 

óptimo de incubación con el crioprotector para cada tejido vegetal. En el caso 

de yemas de vid cv “Flame seedless” el tiempo óptimo fue de 180 minutos con 

PVS2 a 25°C.  
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Proteína Total 

 

En la figura 6, se muestran los datos de cantidad de proteína total a los 

diferentes tiempos de almacenamiento en NL, comparando entre las yemas 

vitrificadas y las crioconservadas (muestreo M3). El impacto de los diferentes 

tiempos de almacenamiento en NL mostró tener un efecto significativo (P<0.05) 

en la cantidad de proteína (Fig. 6), encontrando diferencias solo en el tiempo de 

un mes en NL, en los valores más altos de 45 µg.gr-1 tejido para las yemas 

vitrificadas. Este comportamiento posiblemente como un mecanismo de 

adaptación del tejido a temperaturas bajo cero. Debido a que se han 

identificado tres clases de proteínas en plantas que se acumulan en el 

apoplasto durante la aclimatación al frio, tales como: las proteínas que 

modifican la pared celular, proteínas relacionadas con la patogénesis que 

intervienen en la transducción de señales induciendo respuesta al estrés y 

proteínas anti congelantes que interactúan con el hielo extracelular (Margesin et 

al., 2007; Taşgın et al., 2006).  

 

La cantidad de proteína total también mostró diferencias (P<0.05) en lo 

referente al tratamiento con PVS2 (vitrificadas contra las crioconservadas) en 

cada uno de los tiempos de almacenamiento en NL. En dicha gráfica se 

muestra el decremento (dentro de cada tiempo de almacenamiento) en la 

cantidad de proteína total en las yemas que no fueron tratadas con PVS2, sin 

embargo, con respecto al control hay un aumento en la cantidad de proteína 

total, lo que nos indica un incremento en la síntesis proteica. Dichos datos 

corroboran el efecto positivo y crioprotector de la solución PVS2 a nivel 

proteico; fomentando el correcto funcionamiento para la síntesis de novo de las 

proteínas y evitando la degradación proteica que se induce bajo estrés (Pandey 

et al., 2006).  
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Varias proteínas son expresadas en el citosol o apoplastos cuando una célula 

vegetal es expuesta a bajas temperaturas y juegan un papel importante de: 

crioprotección, metabolismo lipídico y tolerancia a la deshidratación (Margesin 

et al., 2007; Hiilovaara-Teijo et al., 1999). Posiblemente a ello se deba el 

aumento en la cantidad de proteína total en los tratamientos de vitrificación 

respecto al control. Comportamiento contrario a lo reportado por Poobathy et al. 

(2013) donde determinaron la cantidad de proteína de tejidos de Dendrobium 

vitrificados y obtuvieron un decremento en la cantidad de proteína total respecto 

al control, sin embargo el decremento drástico lo observaron en la fase de 

recuperación, posiblemente ya por el cese del estrés por el proceso de 

crioconservación. Por otra parte, en tejido de espinacas se observó también una 

disminución en la cantidad de proteína en las primeras etapas de aclimatación a 

bajas temperaturas, sin embargo en etapas posteriores de aclimatación y 

contacto con el frio se incrementó el contenido proteico. Este fenómeno se 

atribuyó a la síntesis de proteínas de tolerancia al congelamiento (Guy y 

Haskell, 1987).  

 



	  

	  

51	  

Tiempos en NL
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Figura 6. Efecto de la vitrificación y crioconservación por diferentes 
tiempos en nitrógeno líquido sobre la cantidad de proteína total en yemas 
de vid (Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless”. Ctr: yemas sin ningún 
tratamiento, PVS2: yemas después de 180 minutos de incubación PVS2, y 
1 hora, 1 día, 1 semana y 1 mes de almacenamiento en NL. Las barras 
indican la media ± error estándar. El asterisco indica diferencias entre los 
tratamientos de tiempo de almacenamiento en NL de acuerdo con Tukey-
kramer (P<0.05). 

 

En la figura 7, se muestra el efecto de la crioconservación y vitrificación en la 

concentración de proteína por efecto de la aplicación de un descongelamiento a 

38°C por 3 min (muestreo M4). En dicha figura se muestra el mismo 

comportamiento con respecto a la figura 6. Se obtuvo una mayor cantidad de 

proteína total en las yemas que estuvieron en contacto con la solución PVS2 

dando datos estadísticamente significativos (P<0.05) por efecto de la 

vitrificación contra la crioconservación. Los asteriscos muestran las diferencias 

entre los diferentes tiempos de almacenamiento en NL, siendo el tiempo de un 

mes en NL el que presentó mayor cantidad de proteína (P<0.05) a diferencia de 

los otros tiempos de almacenamiento.  
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Figura 7. Efecto de la vitrificación y crioconservación por diferentes 
tiempos en nitrógeno líquido y con descongelamiento a 38°C por 3 min 
sobre la cantidad de proteína total en yemas de vid (Vitis vinifera L.) cv 
“Flame seedless”. Ctr: yemas sin tratamiento, Inicial: unos segundos en 
NL, y 1 hora, 1 día, 1 semana y 1 mes en almacenamiento en NL. Las 
barras indican la media ± error estándar. Los asteriscos indican diferencias 
entre los tratamientos de almacenamiento en NL de acuerdo con Tukey-
kramer (P<0.05). 

 

Para la evaluación del efecto de la aplicación del proceso de descongelamiento, 

se compararon los datos de cantidad de proteína total en yemas con y sin 

descongelar (Tabla 1). Ahí se muestran la cantidad de proteína total en las 

yemas vitrificadas y las crioconservadas y no se detectaron diferencias (P>0.05) 

entre el proceso de descongelamiento con y sin calor. Sin embargo, si se 

observó efecto en la cantidad de proteína total por contacto con la solución 

PVS2 y el tiempo de almacenamiento, debido a que conforme aumenta el 

tiempo de contacto con NL, hay mayor cantidad de proteína total principalmente 

en yemas vitrificadas, posiblemente como un efecto de aclimatación a las bajas 

temperaturas. Como se menciono anteriormente, tal vez debido a que las 
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plantas durante una exposición drástica a temperaturas bajo cero activan el 

metabolismo tanto proteico como de producción de moléculas crioprotectoras lo 

que permite mantener un correcto funcionamiento celular (Janska et al., 2010). 

 

Tabla 1. Efecto de la descongelación en la cantidad de proteína total en yemas 
de vid (Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless” bajo diferentes tratamientos. 

 

Tiempo en 
NL 

Vitrificación Crioconservación 

    Sin descongelar 

       

      Media ± DE 

     µg.gr-1pf 

    Descongeladas 

      (38°C/3min) 

    Media ± DE 

   µg.gr-1pf 

    Sin descongelar 

      

        Media ± DE 

      µg.gr-1pf 

    Descongeladas 

      (38°C/3min) 

    Media ± DE 

    µg.gr-1pf 

0 20.9 ± 6.7 -- 1.9 ± 1.7 -- 

1 segundo -- 33.9 ± 3.9 -- 4.1 ± 2.2 

1 hora 27.9 ± 1.6 10.8 ± 4.1 5.3 ± 3.2 10.4 ± 1.5 

1 día 16.4 ± 5.1 19.9 ± 4.5 8.8 ± 2.4 5.2 ± 4.4 

1 semana 28.1 ± 11.2 21.8 ± 5.5 1.6 ± 0.6 1.5 ± 1.5 

1 mes 48.5 ± 10.4 37.07 ± 5.9 24.4 ± 3.7 18.3 ± 5.4 

 

Actividad Enzimática SOD y CAT 

 

Las figuras 8 y 9 muestran los resultados correspondientes a la actividad 

enzimática de catalasa en yemas de vid cv ‘Flame seedless’ sometidas a 

crioconservación y a vitrificación a diferentes tiempos del almacenamiento. En 

la figura 8, se observa un decremento en la actividad de la enzima en todos los 

tiempos de almacenamiento respecto al control (P<0.05), tanto para los tejidos 

con y sin descongelamiento (38°C/3 min) no detectándose diferencias entre 

ambos procesos (P>0.05). El efecto del congelamiento sobre la actividad de 
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catalasa permite inferir que efectivamente hay un impacto en la enzima, debido 

a que la cantidad de proteína total también disminuyó en gran medida en los 

tejidos que fueron crioconservados solamente. 

Hay muchos reportes respecto al efecto de las temperaturas bajo cero en 

diversos tejidos vegetales, en específico en la actividad de la enzima catalasa; 

por ejemplo, Taylor et al. (1974) expusieron a plántulas de maíz a temperaturas 

de 10°C por 1 y 3 días, y obtuvieron que conforme aumentaban los días de 

exposición la actividad de catalasa disminuía. Por otra parte Feierabend et al. 

(1992) emplearon temperaturas de 7°C en centeno y chícharo donde 

encontraron igualmente un decline de catalasa, comportamiento semejante al 

reportado por Mishra et al. 1993, donde mencionan que la exposición de trigo a 

8°C inhibió en un 72% la actividad de catalasa.  
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Figura 8. Actividad enzimática de catalasa (U/mg proteína) en yemas de vid 
(Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless” crioconservadas. Donde: Ctr: yemas 
axilares sin ningún tratamiento, Inicial: unos segundos en NL, 1 hora, 1 día, 1 
semana y 1 mes de almacenamiento en NL. En color negro es sin el proceso de 
descongelamiento y en color gris las yemas con descongelamiento (38ºC/3min). 
Las barras indican la media ± error estándar. Las literales indican diferencias 
entre tratamientos de acuerdo con Tukey-kramer (P<0.05). 
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En la figura 9, se encuentra la actividad de la enzima catalasa en las yemas 

vitrificadas con los tratamientos con o sin descongelamiento. No se detectaron 

efectos significativos (P>0.05) en la actividad de CAT por el proceso de 

aplicación de calor para la descongelación. Por otro lado, la actividad de 

catalasa disminuyó drásticamente con respecto a las yemas control (P<0.05). 

Sin embargo, comparando la actividad enzimática de CAT en las yemas 

crioconservadas (Fig. 8) contra las vitrificadas (Fig. 9) se muestra un 

decremento de la actividad, pudiendo inferir que la solución PVS2 disminuyó el 

grado de estrés oxidativo, reflejándose en la disminución mostrada en la 

actividad de CAT. 

 

A diferencia de nuestros resultados, Poobathy et al. (2013) crioconservaron 

también mediante vitrificación con PVS2 tejido embriogénico de Dendrobium y 

determinaron la activad de CAT y no observaron diferencias en la actividad de 

la enzima respecto a los controles, sin embargo encuentran una tendencia a 

aumentar en mayor medida en la etapa de pre-cultivo con sacarosa. A 

diferencia a lo reportado por Wen et al. (2010) donde crioconservaron 

embriones de maíz detectando menor actividad de CAT por el proceso de 

deshidratación previo al proceso de congelamiento-descongelamiento. Estos 

resultados respaldan los datos obtenidos en el presente trabajo con respecto al 

efecto que tienen las diversas etapas del proceso de crioconservación a nivel 

enzimático. Las plantas sometidas a un determinado estrés las plantas 

requieren un sistema antioxidante para evitar daños, por lo tanto, de acuerdo a 

los resultados obtenidos, el proceso de vitrificación produce menor estrés, 

probablemente debido a que mantuvo la estabilidad celular en las yemas. 
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Figura 9. Actividad de catalasa (U/mg proteína) en yemas de vid (Vitis vinifera 
L.) cv “Flame seedless” sometidas a vitrificación. Ctr: yemas axilares sin 
ningún tratamiento, PVS2: después de incubación con el crioprotector (180 
min), Inicial: unos segundos en NL, 1 hora, 1 día, 1 semana y 1 mes de 
almacenamiento en NL. En color negro están las yemas sin el proceso de 
descongelamiento y en color gris las yemas con descongelamiento 
(38ºC/3min). Las barras indican la media ± error estándar. El asterisco indica 
diferencia de acuerdo con Tukey-kramer (P<0.05). 

 

Por otro lado, en las figuras 10 y 11 se muestra la actividad de superóxido 

dismutasa en yemas de vid cv “Flame seedless” sometidas a crioconservación y 

a vitrificación a diferentes tiempos de almacenamiento. No se observan 

diferencias (P>0.05) entre la actividad enzimática de SOD en las yemas 

crioconservadas tratadas con y sin descongelación (38°C/3 min) (Fig. 10). Sin 

embargo, si hay un efecto significativo (P<0.05) por el tiempo de 

almacenamiento similar al observado en la figura 8, donde se muestra una 

disminución en la actividad de SOD respecto al control, demostrando así el 

posible daño que el congelamiento provoca a la actividad de la enzima. Al igual 

que en catalasa, las superóxido dismutasas (Mn-SOD y Fe-SOD) son 
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tetrámeros, lo cual las hace mayormente susceptibles al proceso de 

congelamiento (Lyons y Asmundson, 1965). 

El congelamiento provoca daños a las propiedades de las membranas celulares 

reduciéndose así el transporte por el plasmodesmo (Wright y Simon, 1973), 

además de un mal funcionamiento de la respiración en la cadena de transporte 

de electrones, lugar fundamental para la formación de radicales libres (Lyons y 

Raison, 1970). Los datos obtenidos de la actividad de SOD son similares a los 

reportados por Wen et al. (2010) en la crioconservación de embriones de maíz 

donde también disminuyó la actividad de SOD al aplicar el congelamiento. Por 

lo tanto, se puede inferir que las bajas temperaturas empleadas en la 

crioconservación está causando la disminución de la actividad tanto de SOD 

como de CAT.   
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Figura 10. Actividad enzimática superóxido dismutasa (U/mg proteína) en 
yemas de vid (Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless” crioconservadas. Donde: 
Ctr: yemas axilares sin ningún tratamiento, Inicial: unos segundos en NL, 1 
hora, 1 día, 1 semana y 1 mes de almacenamiento en NL. En color negro sin 
descongelamiento y en color gris con descongelamiento (38ºC/3min). Las 
barras indican la media ± error estándar. Las literales indican diferencias entre 
tratamientos de acuerdo con Tukey-kramer (P<0.05). 
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En las yemas vitrificadas (Fig. 11) la actividad de SOD también difiere por 

efecto del tiempo en NL (P<0.05) y respecto al control se mostró un decremento 

en la actividad enzimática. En un proceso como el de vitrificación muchas son 

las consecuencias del impacto de este tipo de estrés, el principal es en el flujo 

de oxígeno en la cadena respiratoria, lo que resulta en un incremento en la 

producción de ROS. Al igual que para CAT, la actividad enzimática de SOD en 

yemas vitrificadas respecto a las crioconservadas muestran un decremento muy 

marcado al comparar la figura 10 y 11, haciendo evidente que la solución PVS2 

disminuye el nivel de estrés celular, observándose en la reducción en la 

actividad enzimática. 
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Figura 11. Actividad de superóxido dismutasa (SOD) (U/mg proteína) en 
yemas de vid (Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless” vitrificadas. Ctr: yemas 
sin ningún tratamiento, PVS2: después de incubación con el crioprotector 
(180 min), Inicial: unos segundos en NL, 1 hora, 1 día, 1 semana y 1 mes de 
almacenamiento en NL. En color negro son sin el proceso de 
descongelamiento y en color gris con descongelamiento (38ºC/3min). Las 
barras indican la media ± error estándar. El asterisco indica diferencia de 
acuerdo con Tukey-kramer (P<0.05). 
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Las enzimas CAT y SOD son consideradas enzimas clave para mantener las 

condiciones fisiologías normales en respuesta al estrés oxidativo (Ashraf y Ali, 

2008). En el proceso de crioconservación el grado de estrés producido en las 

yemas es considerable, debido al aumento en la actividad enzimática tanto para 

CAT como para SOD, en comparación con las vitrificadas, donde el uso de los 

crioprotectores ayudó a mantener la estabilidad normal de las células.  

 

Peroxidación Lipídica 

 

La cantidad de malondialdehído en yemas vitrificadas y crioconservadas a 

diferentes tiempos en NL se muestra en la figura 12. En la sección A, se 

detectaron diferencias significativas (P<0.05) entre las yemas vitrificadas y 

crioconservadas en el tiempo de A (una hora en NL) teniendo un valor mayor en 

las yemas vitrificadas (0.11 µmol.gr-1pf) en contraste con las crioconservadas 

(0.025 µmol.gr-1pf). En los demás tiempos de almacenamiento no se 

encontraron diferencias estadísticas (P>0.05) entre ellos.  

En la sección B, se muestran los valores de MDA después del proceso de 

descongelamiento. Se detectaron diferencias significativas (P<0.05) entre las 

yemas vitrificadas y crioconservadas en el tiempo inicial (M2) y en un mes (D-). 

Sin embargo, en ambas secciones el contenido de MDA en yemas de vid no 

difiere significativamente (P>0.05) respecto al tiempo de almacenamiento en NL, 

solamente un leve efecto en lo referente al uso o no de la solución de PVS2 en 

algunos tiempos de almacenamiento. Sin embargo en general se observa un 

aumento en el contenido en MDA en yemas vitrificadas, posiblemente por el 

efecto de deshidratación que se produce en las yemas, el cual causa una 

desbalance en las membranas celulares.  

 



	  

	  

60	  

Tiempo en NL
Ctr PVS2 A B C D M2 A- B- C- D-

[ ]
 M

D
A 

(µ
m

ol
/ g

r p
f)

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

0.18

Vitrificadas
 Crioconservadas

A B

abc

bc

c

a

ab

a

ab

a a a

b

 a

ab

a

ab

a

ab

a

a
b

Sin descongelamiento
Descongelamiento (38°C/3min)

 

Figura 12. Cantidad de malondiáldehido (MDA) (µmol.gr-1 peso fresco) en 
yemas de vid (Vitis vinifera L.) crioconservadas y vitrificadas a diferentes 
tiempos en nitrógeno líquido. Sección A: yemas sin el proceso de 
descongelamiento y Sección B: yemas con descongelamiento a 38°C/3min. 
Ctr: yemas sin ningún tratamiento, PVS2: después de 180 min de incubación 
con PVS2, M2: tiempo inicial (unos segundos en NL), A y A-: una hora en 
NL, B y B-: 24 horas en NL, C y C-: una semana en NL, D y D-: un mes en 
NL. Las barras indican la media ± error estándar. Las medias con diferente 
letra indican diferencias de acuerdo con Tukey-kramer (P<0.05). 

 

En el presente estudio el proceso de vitrificación y crioconservación, así como 

la aplicación o no de calor para descongelar no tuvieron un impacto significativo 

en el grado de peroxidación lipídica comparado con los niveles basales o 

normales obtenidos en el control. Pudiendo aseverar que el proceso de 

vitrificación estadísticamente no tiene un impacto en la oxidación de los lípidos 

de membrana. Los datos de MDA fueron similares a los obtenidos por Lynch et 

al. (2011) en embriones somáticos de olivo, donde no encontraron diferencias 

significativas en los protocolos tanto de congelación como de pre-tratamientos 

de deshidratación; pero al igual que nuestros resultados encontraron una 
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tendencia a aumentar los niveles de producción de TBARS en los embriones 

que estuvieron en contacto con sacarosa, el cual es componente de la solución 

PVS2, tal vez la perdida de turgencia celular debido a la deshidratación está 

fomentando la peroxidación lipídica.  

 

Este comportamiento es semejante al reportado por Wen et al. (2010) en el cual 

encuentran un aumento en los valores de MDA tanto debido a la deshidratación 

como al congelamiento del tejido. Más aún, conforme el contenido de humedad 

disminuía el contenido de MDA en los embriones incrementaba 

progresivamente; pudiendo causar un efecto similar con las yemas vitrificadas. 

Como se mencionó anteriormente, la solución PVS2 causa deshidratación del 

tejido, el cual puede provocar la peroxidación. Tal como lo reporta Volk y 

Walters (2006) que el contenido de agua en brotes apicales disminuyó 

significativamente conforme aumentaron el tiempo de exposición con PVS2; e 

indiscutiblemente provoca un desequilibrio en los lípidos de membrana.  

 

En contraste con nuestros datos en los resultados obtenidos por Benson et al. 

(1992) ellos encontraron un aumento en la cantidad de MDA en células de arroz 

congeladas en comparación con los controles, sugiriendo que el congelamiento 

causa daños que pueden promover la peroxidación lipídica. Sin embargo, el 

tejido utilizado en este trabajo (yemas axilares de vid) es bien sabido que es 

rico en polifenoles (Bravo y Saura-Calixto, 1998; Valiente et al., 1995) los cuales 

pueden cumplir una función como sistema antioxidante y de esta forma 

mantener la estabilidad celular, debido a que la actividad de las principales 

antioxidantes SOD y CAT (Fig. 8 y 10) en las yemas crioconservadas disminuyó 

considerablemente respecto al tiempo de almacenamiento en NL. Sin embargo, 

estadísticamente en la mayoría de los tratamientos no se encontraron 

diferencias entre la vitrificación y la crioconservación en la cantidad de MDA 

producido. 
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Variabilidad Genética 

 

De todos los 15 iniciadores probados, solamente OPE-03 y OPE-15 mostraron 

alteraciones en el perfil de fragmentos amplificados para comparar diferencias 

entre tratamientos. La figura 13 muestra la calidad e integridad del ADN 

genómico (ADNg) extraído de las yemas tratadas con los diferentes tiempos de 

almacenamiento en vitrificación y/o crioconservación. La flecha señala la 

posición en el gel observándose en un peso mayor a los 12,000 pb. Por otra 

parte en la tabla 4, se muestran las concentraciones del ADN que se utilizaron 

en los análisis moleculares. Las muestras que mostraron mejor calidad de 

ADNg fueron utilizadas para los análisis de RAPD. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. ADN genómico de yemas de vid (Vitis vinifera L.) tanto vitrificadas 
como crioconservadas, sin descongelarlas y descongeladas a 38°C/3 min. PM: 
marcador de peso molecular. Las flechas indican el ADNg de las muestras. 
Donde 1: después de 180 min en PVS2, 2: control sin PVS2, 3: tiempo inicial, 
unos segundos en NL (V-M4), 4: tiempo inicial, unos segundos en NL (C-M4), 5: 
una hora en NL (V-M3), 6: una hora en NL (C-M3), 7: una hora en NL (V-M4), 8: 
una hora en NL (C-M4), 9: un día en NL (V-M3), 10: un día en NL (C-M3), 11: 
un día en NL (V-M4), 12: un día en NL (C-M4), 13: una semana en NL (V-M3), 
14: una semana en NL (C-M3), 15: una semana en NL (V-M4), 16: una semana 
en NL (C-M4), 17: un mes en NL (V-M3), 18: un mes en NL (C-M3), 19: un mes 
en NL (V-M4) y 20: un mes en NL (C-M4). 
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Tabla 2. Concentración de ADNg (ng.µL-1) de las diferentes muestras (1-20) de 
yemas de vid (Vitis vinifera L.) crioconservadas y vitrificadas utilizadas en el 
ensayo de amplificación al azar del ADN polimórfico (RAPD). 

ADNg ng.µL-1 ADNg ng.µL-1 ADNg ng.µL-1 ADNg ng.µL-1 

1 129.7 6 97.1 11 144.4 16 70.7 

2 169 7 209.5 12 210.9 17 559.9 

3 94.3 8 285.6 13 223.39 18 408.6 

4 421.2 9 48.3 14 59.8 19 564.9 

5 172.1 10 92.2 15 106 20 411.6 

Donde: vitrificadas (V) y crioconservadas (C), 1: después de 180 min en PVS2, 2: control sin 
PVS2, 3: tiempo inicial, unos segundos en nitrógeno líquido (NL) (V-M4), 4: tiempo inicial, unos 
segundos en NL (C-M4), 5: una hora en NL (V-M3), 6: una hora en NL (C-M3), 7: una hora en 
NL (V-M4), 8: una hora en NL (C-M4), 9: un día en NL (V-M3), 10: un día en NL (C-M3), 11: un 
día en NL (V-M4), 12: un día en NL (C-M4), 13: una semana en NL (V-M3), 14: una semana en 
NL (C-M3), 15: una semana en NL (V-M4), 16: una semana en NL (C-M4), 17: un mes en NL 
(V-M3), 18: un mes en NL (C-M3), 19: un mes en NL (V-M4) y 20: un mes en NL (C-M4). 
 

En la figura 14, se observa el perfil electroforético obtenido del ensayo de RAPD 

utilizando el iniciador OPE-03 en yemas tratadas a diferentes tiempos de 

almacenamiento en NL. En los tratamientos de crioconservación en los carriles 

4C, 6C y 10C presentaron mayor número de fragmentos amplificados de 3, 6 y 

5 respectivamente, con un tamaño de bandeo entre 100 y 500 pb, en 

comparación con el control (sin PVS2 y sin congelamiento en NL) que se 

encuentra en el carril 2C donde solo se obtuvo un fragmento amplificado de 

aproximadamente 100 pb.  

Es importante mencionar que durante el almacenamiento en NL a los distintos 

tiempos (1 h, 1 día y 1 mes) se encontraron cambios en el patrón electroforético 

en los tejidos crioconservados (sin protección con PVS2) los cuales están en los 

carriles 4C, 6C y 10 C (Fig. 14). En los tejidos crioprotegidos con PVS2 el 

comportamiento con respecto al tiempo de almacenamiento en NL fue similar 

que los controles (carriles 1V y 1C), lo que sugiere que en dichos tratamientos 

no hubo modificaciones en el genoma. La única excepción fue con el tiempo de 
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almacenamiento de una semana, donde se obtuvieron 3 fragmentos en las 

yemas tratadas con vitrificación (carril 7V) de un tamaño aproximado de 100 a 

300 pb. 

 
 
Figura 14. Amplificación mediante RAPD de yemas de vid (Vitis vinifera L.) 
vitrificadas (V) y crioconservadas (C). Amplificadas con el iniciador OPE-03. 
Donde PM: marcador de peso molecular, 1: después de 180 min en PVS2, 2: 
control sin PVS2, 3 y 4: una hora en NL, 5 y 6: un día en NL, 7 y 8: una semana 
en NL, 9 y 10: un mes en NL.  
  
 

En general se presentaron mayores alteraciones en los tratamientos 

crioconservados en comparación con los vitrificados; lo que sugiere un efecto 

protector de la aplicación de la solución PVS2 hacia el genoma. Se han 

mencionado diversos factores los cuales provocan daños en el ADN durante el 

proceso de crioconservación, uno de ellos es el daño mecánico al momento de 

la formación de hielo intra y extracelular (Lystsov y Moshkovsky, 1969; 

Kornilova et al., 1996) lo cual se evita con la utilización de la solución PVS2, 

que cuenta con crioprotectores, los cuales interactúan con las moléculas de 

agua para evitar así la formación de cristales de hielo (Moges et al., 2003).  
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Otro factor que se ha reportado como el principal en lo referente al daño del 

genoma, es el estrés oxidativo, donde se produce el principal radical que daña 

el ADN, que es el radical hidroxilo (OH-), que es neutralizado principalmente por 

el DMSO y la sacarosa que contiene la solución PVS2 (Smirnoff y Cumbes, 

1989; Miller y Cornwell, 1978). De acuerdo a esto, es poco probable que haya 

ocurrido una oxidación del ADN debido al efecto de los radicales libres. Datos 

similares a los aquí mostrados, los reportan Urbanová et al. (2006) 

crioconservando ápices de Hypericum perforatum L. y analizaron el genoma 

utilizando secuencias VNTR (por sus siglas en inglés: Variable Number Tandem 

Repeats) o microsatélites buscando alteraciones por efecto del proceso de 

crioconservación (congelamiento, almacenamiento en NL, descongelamiento y 

regeneración). Los autores observaron cambios en cuatro plantas regeneradas 

después de la crioconservación, mostrando ausencia y alteración en el tamaño 

del fragmento amplificado.  

 

Por otra parte, en la figura 15 se muestran los fragmentos amplificados 

utilizando el iniciador OPE-03 mediante el ensayo de RAPD de yemas tanto 

crioconservadas como vitrificadas a diferentes tiempo en NL, las cuales fueron 

sometidas a calor para el proceso de descongelamiento (38°C/3 min). Se 

encontró que en las yemas vitrificadas en los tiempos de 1 hora (carril 5V), 1 día 

(carril 7V) y 1 mes (carril 11V) presentan entre 5 y 6 bandas; no observados sin 

la aplicación de calor (Fig.14). Por otra parte, los tejidos crioconservados por 1 

hora (6C) y 1 día (8C) presentan un patrón de bandeo similar (3 bandas), a 

diferencia en lo detectado al mes de almacenamiento (carril 12C) en donde se 

observan 5 bandas con un tamaño de 100 a 500 pb. Estos cambios en el 

genoma en ambos tratamientos (vitrificación y crioconservación) no se 

presentaron en los controles (1V y 2C), lo cual sugiere que el descongelamiento 

aplicando calor altera el genoma de los tejidos crioconservados y vitrificados.  
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Figura 15. Amplificación al azar del ADN polimórfico (RAPD) de yemas de vid 
(Vitis vinifera L.) vitrificadas (V), crioconservadas (C) y descongeladas a 38°C 
por 3min (M4). Amplificadas con el iniciador OPE-03. Donde PM: marcador de 
peso molecular, 1: después de 180 min en PVS2, 2: control sin PVS2, 3 y 4: 
tiempo inicial, unos segundos en NL, 5 y 6: una hora en NL, 7 y 8: un día en NL, 
9 y 10: una semana en NL, 11 y 12: un mes en NL.  
 

 

En este contexto, si observamos las figuras 14 y 15 comparando las diferencias 

entre la aplicación de calor o no a las yemas después del almacenamiento en 

NL, se observa claramente como en las yemas vitrificadas sin la aplicación de 

calor en los carriles 3V, 5V y 9V (Fig. 14) muestran un fragmento (iguales al 

control) a diferencia con las bandas amplificadas en los carriles 5V, 7V y 11V 

(Fig. 15). Esto sugiere que de la aplicación de calor a las yemas en la 

descongelación tiene un efecto significativo en la variabilidad genética. Estos 

cambios genéticos se atribuyen principalmente a la formación del oxígeno 

singulete principalmente junto con otros ROS, al momento de la exposición al 

calor (Chernikov et al., 2007). El oxígeno singulete es muy activo, en lo 

referente a la destrucción principalmente de la base guanosina del ADN y a una 

serie de aminoácidos (Chernikov et al., 2007; Krasnovsky, 2003), ácidos 

nucleicos, membranas, proteínas y enzimas (Christofer et al., 1984).  
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En la figura 16, se muestran los fragmentos amplificados utilizando el iniciador 

OPE-15 en yemas tratadas con vitrificación y crioconservación. Se detectó la 

presencia de cuatro bandas amplificadas para las yemas crioconservadas y 

almacenadas por una hora en NL (carril 4C), este patrón de bandeo no se 

observó después de un día de almacenamiento en NL (carril 6C) y después de 

un mes de almacenamiento (carril 10C) ya que no se detectaron bandas, 

comportándose de manera similar que el control (carril 2C). Esto indica que hay 

un cambio en el genoma sólo en las yemas crioconservadas y almacenadas por 

corto tiempo en NL. En los tejidos vitrificados se presenta una banda <100 pb 

en las yemas almacenadas por un día (carril 5V), una semana (carril 7V) y un 

mes (carril 9V), más no en tiempos cortos de una hora (carril 3V) y el control 

(1V), que posiblemente sea un bandeo debido a los remanentes del PCR. 

 

Todo estos cambios detectados en el ADN, pueden estar en secuencias no 

codificantes del ADN las cuales no necesariamente están asociadas a alguna 

característica o función fisiológica, pero pueden indicar cierto grado de 

inestabilidad genética (Urbanová et al., 2006), en este caso por 

crioconservación en NL por una hora. En la actualidad hay gran diversidad de 

técnicas moleculares para evaluar la estabilidad genética, como es el caso de 

RAPD; pero se encuentran restringidas debido a que evalúan sola una pequeña 

parte del genoma, es por ello necesario complementarlo con otro tipo de 

ensayos. Sin embargo, los cambios más importantes se dieron en los 

tratamientos de crioconservación, mientras que en las yemas tratadas con 

vitrificación no causaron ningún cambio en el genoma, comparadas con el 

control. En lo referente al tamaño y cantidad de bandas producidas, Maia et al. 

(2009) reportaron relaciones genéticas entre diversas variedades de vid y los 

perfiles electroforéticos con este iniciador, obtuvieron en promedio ocho 

fragmentos de un tamaño comprendido entre 3,000 y 500 pb en vid con el cv 

“Italia”, sin embargo eso puede variar mucho entre cultivares, debido a que en 

este estudio observamos como máximo cinco fragmentos amplificados en el 

cultivar “Flame seedless”.  
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Figura 16. Amplificación al azar del ADN polimórfico (RAPD) de yemas de vid 
(Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless” vitrificadas (V) y crioconservadas (C). 
Amplificadas con el cebador OPE-15. PM: marcador de peso molecular, 1: 
después de 180 min en PVS2, 2: control sin PVS2, 3 y 4: una hora en NL, 5 y 6: 
un día en NL, 7 y 8: una semana en NL, 9 y 10: un mes en NL.  
 

 

En la figura 17, se muestra la amplificación del iniciador OPM-03 en yemas 

vitrificadas y crioconservadas y descongeladas a 38°C por 3 min. En la mayoría 

de las muestras se detectó un fragmento amplificado menor de 100 pb, 

solamente en el tiempo de 1 hora crioconservado (carril 6C) y al mes en NL 

(carril 11V y 12C) no amplificaron ninguna banda. Infiriendo con base al gel que 

en esa parte que no hay cambios por efecto del descongelamiento. 
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Figura 17. Amplificación mediante RAPD de yemas de vid (Vitis vinifera L.) 
vitrificadas (V), crioconservadas (C) y descongeladas a 38°C por 3 minutos 
(M4). Amplificadas con el cebador OPE-15. Donde PM: marcador de peso 
molecular, 1: después de 180 min en PVS2, 2: control sin PVS2, 3 y 4: tiempo 
inicial, unos segundos en NL, 5 y 6: una hora en NL, 7 y 8: un día en NL, 9 y 10: 
una semana en NL, 11 y 12: un mes en NL.  
 

 

Los dos iniciadores que amplificaron fragmentos permitieron realizar el análisis 

a nivel molecular en las yemas tratadas mediante crioconservación y 

vitrificación y generaron diferente número de fragmentos según el tratamiento 

que se les aplicó (tabla 3 y 4). El número de fragmentos obtenidos por cada 

iniciador varió entre uno hasta seis bandas. En lo referente al tamaño de las 

bandas varió entre los 100 a 800 pb. El iniciador OPE-03 es el que generó 

mayor número de amplicones. En general tenemos un comportamiento donde 

se observan mayor cantidad de bandas en las yemas crioconservadas (sin 

PVS2), lo que nos indica que hay mayor variación genética en dicho 

tratamiento. 
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El proceso de vitrificación a nivel ADN no modificó su genoma comparado con 

los controles, lo cual es similar a lo encontrado por Channuntapipat et al. (2003) 

donde evaluaron la estabilidad genética en ápices de almendra vitrificados con 

PVS2 y almacenados durante 3 días en NL, con esta técnica de RAPD y no 

encontraron diferencias entre los perfiles amplificados respecto a los controles. 

Al igual a los datos obtenidos por Helliot et al. (1999) en meristemos 

crioconservados de Prunus y por Goto et al. (1998) con brotes micropropagados 

de Pinus thunbergii. 

 

En contraste en la tabla 4, se muestra el efecto del descongelamiento en el 

genoma de las yemas de vid. Estos datos indican que el cambio brusco de 

temperaturas si tiene un efecto considerable en la estabilidad genética, y ocurrió 

mayor variación genética en yemas que no se pusieron en contacto con la 

solución PVS2. Sin embargo, con los resultados de este trabajo no es posible 

saber el tipo específico de cambios, ya sea inserciones, deleciones o cambios 

de un solo nucleótido, pero es probable que la secuencia de ADN en dichos 

tratamientos con respecto a los controles, como lo sugiere las alteraciones en 

los patrones de bandeo.  
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Tabla 3. Fragmentos polimórficos en vid crioconservada (C) y vitrificada-
crioconservada (V) (Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless”. 
 
 

 

Iniciador 

 
Número de fragmentos obtenidos por tratamiento 

 
 

      M1              M2 A                  B               C                 D 

 V C V C V C V C V C V C 

OPE-03 1 1 1 1 1 3 1 6 3 1 1 5 

OPE-15 1 1 1 1 0 4 1 2 1 1 1 1 

Total 2 2 2 2 1 7 2 8 4 2 2 6 

NL: nitrógeno líquido, M1: después de la incubación por 180 min con (V) y sin 
(C) PVS2, M2: tiempo inicial (unos segundos en NL), A: una hora en NL, B: un 
día en NL, C: una semana en NL y D: un mes en NL.  

 

 

 

 

Tabla 4. Fragmentos polimórficos en vid crioconservada (C) y vitrificada-
crioconservada (V) (Vitis vinifera L.) cv “Flame seedless”. Con la 
aplicación de descongelamiento a 38°C por 3 minutos.  
 
 

 

 

Iniciador 

 
Número de fragmentos obtenidos por tratamiento 

 
 

M1             M2              A                 B                 C                D 

 V C V C V C V C V C V C 

OPE-03 1 1 1 1 6 2 5 2 1 3 6 6 

OPE-15 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 

Total 2 2 2 2 7 2 6 3 2 4 6 6 

NL: nitrógeno líquido, M1: después de la incubación por 180 min con (V) y sin 
(C) PVS2, M2: tiempo inicial (unos segundos en NL), A: una hora en NL, B: un 
día en NL, C: una semana en NL y D: un mes en NL.  
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Aún cuando observamos cambios en el genoma por efecto tanto de la 

crioconservación y descongelamiento, generalmente no se reportan cambios en 

la composición de los fragmentos de ADN después del congelamiento-

descongelamiento. En el caso particular de vid Zhai et al. (2003) no encontraron 

diferencias en variabilidad genética entre las plantas crioconservadas y sus 

controles, determinado mediante RAPD. Al igual que en meristemos de algunas 

plantas como: cacahuate (Arachis hipogea) (Gagliardi et al., 2003), abedul 

(Betula pendula) (Ryynänen y Aronen, 2005) y en papa (Harding y Benson, 

2000) donde no se detectaron cambios en el genoma por efecto del proceso de 

crioconservación. 

 

Sin embargo, existen pocos reportes referentes al estudio de cambios genéticos 

en plantas de vid crioconservadas, así como perfiles electroforéticos de los 

tejidos en las diversas etapas del protocolo de crioconservación (pre-

tratamiento, crioprotectores, congelamiento y descongelamiento). La gran 

mayoría de los trabajos reportan no encontrar cambios a nivel genómico (Turner 

et al., 2001b; Scocchi et al., 2004; Zhai et al., 2003; Liu et al., 2004). Sin 

embargo, pocos reportes han detectado cambios al igual a este trabajo, como 

Ahuja et al. (2002) detectaron modificaciones en los perfiles amplificados 

mediante RAPD en una planta de D. floribunda después de la crioconservación. 

También De Verno et al. (1999) detectaron polimorfismos en el ADN y 

variaciones somaclonales entre las plantas regeneradas antes y después de la 

crioconservación. Sin embargo, las modificaciones genéticas debido a la 

crioconservación resulta ser aún muy controversial debido a que la mayoría de 

los análisis de variabilidad genética concluyen que no se presentan diferencias 

en el genoma de los tejidos.  
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VII. CONCLUSIÓN 

 

El proceso de vitrificación en yemas de vid (Vitis vinifera L.) del cultivar 

“Flame seedless” causó disminución en la actividad de SOD y CAT y 

aumento en la concentración de MDA y proteína total, en respuesta al estrés 

oxidativo ocasionado por este proceso. A nivel molecular no se detectaron 

cambios en la variabilidad genética por efecto de la vitrificación pero si por el 

proceso de crioconservación y al aplicar calor durante el descongelamiento; 

indicando que  la vitrificación protege la integridad del genoma en las yemas 

axilares de vid. 
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