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La crioconservaciéon ha revolucionado el campo de
la biotecnologia. Congelar en nitrégeno liquido (NL)
preserva células por largo tiempo. En ese sentido,
en este frabajo se evaluaron fres condiciones de
crioconservacion basados en la vitrificacién de
yemas de vid. Las yemas fueron sometidas a PVS2,
PVS3 vy glicerol por 0-420 min, y colocadas en NL
por una hora. De modo posterior a cada tiempo
de incubacion se cuantificéd la pérdida de iones
como medida de viabilidad y se evalud el dano
mediante observacién en estereoscopio. Basados
en el porcentaje de viabilidad el mejor método fue
empleando PVS3 (30% viabilidad), seguido de glicerol
(25%) y PVS2 (<10%). Las imdagenes de las yemas
expuestas a PVS3 no muestran dano en el tejido, a
diferencia de PVS2 y glicerol, los cuales resultaron
insuficientes para preservar el tejido. Estos resultados
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sugieren que el protocolo utilizando PVS3 puede ser
considerado para la preservacion de yemas de vid.

ABSTRAC

The cryopreservation has revolutionized the field
of biotechnology. Frozen in liquid nitrogen (LN)
preserves long living cells. In this sense, in this paper
were evaluated three conditions of cryopreservation
based on vifrification of buds of grapevine. The buds
were subjected to the PVS2, PVS3 and glycerol for
0-420 min, and submerged in LN for one hour. After the
incubation fime electrolyte leakage was determined
as a viability measurement, and tissue damage was
evaluated through stereoscopic observation. Based
on the viability percentage the best preservation
method was using PVS3 solution (30%) followed by
glycerol (25%) and PVS2 (<10%). The images of the
buds exposed to PVS3 shows no tissue damage unlike
to PVS2 and glycerol, were not sufficient to preserve
buds tissue. The results shown here suggest that
using PVS3 as protocol can be considered for buds
grapevine germplasm preservation.

INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es considerada uno de
los cultivos econdmicamente hablando mdas
importantes en el mundo (Liu et al.,, 2012). Dicho
culfivo se encuentra en constante peligro debido a
factores bidticos y abidticos, por lo que es necesario
conservar variedades de importancia agronémica
y prevenir la pérdida del material genético. La
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crioconservacién es una alternativa muy eficiente
para la subsistencia a largo plazo del material
vegetal, basado en la reduccién de las funciones
metabdlicas a la temperatura del NL (-196°C)
(Engelmann, 2012, p. 255).

La técnica de crioconservaciéon involucra el
uso de crioprotectores, vitrificacién, deshidratacion,
encapsulacion, microgoteo y microplacas (Kavia-
ni, 2011; Pathirana, McLachlan, Hedderley, Panis, &
Carimi, 2016); los cuales tienen el objetivo de prote-
ger y evitar dano letal en las membranas celulares,
y eliminar asi el efecto negativo sobre la viabilidad
posterior a la crioconservacion. Existen crioprotecto-
res de bajo peso molecular y permeables como el
etilenglicol, propilenglicol, dimetilsulféxido (DMSO),
glicerol y ofros alcoholes; los de bajo peso molecular
y No permeables como glucosa, sacarosa, trehalosa
y proling; los de alto peso molecular y no permea-
bles como la polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico,
hialuronidato de sodio y ofros polimeros (Benson,
2008, p. 15), que tienen la propiedad de incrementar
la osmolaridad celular, la viscosidad y deshidratar,
disminuyendo el punto de congelacién e inducir la
vitrificacion (Benson, 2008); todo esto con la finali-
dad de evitar el dano por formacién de cristales de
hielo durante la congelacion (Bhattacharya & Pra-
japati, 2016). Muchas técnicas de crioconservacion
incluyen un paso inicial para reducir el contenido de
agua en los tejidos (deshidratacién) e incrementar la
viscosidad inferna del citoplasma (mediante los crio-
protectores), un segundo paso es el congelamiento
répido en nitrégeno liquido y el tercero involucra el
descongelamiento rdpido (Teixeira, Gonzdlez-Benito,
& Molina-Garcia, 2013).

La vitrificacion es el método mds utilizado en
los tejidos vegetales, empleando soluciones crio-
protectoras (mezcla de diferentes crioprotectores)
altamente concentradas que tienen la funcién de
mantener el estado vitreo en el citoplasma y evitan
la formaciéon de hielo intra y extracelular (Gonzdlez-
Arnao, Panta, Roca, Escobar, & Engelmann, 2008;
Sakai & Engelmann, 2007). En vid se han implementa-
do algunas de estas técnicas en diferentes tipos de
tejidos (Ganino et al., 2012; Vasanth & Vivier, 2011).
Se ha reportado la encapsulacion-deshidratacion
en suspensiones celulares (Ben-Amar, Daldoul, Allel,
Reustle, & MIiki, 2013; Gonzdlez-Benito, Martin, & Vi-
dal, 2009) y en meristemos apicales (Bayati, Shams-
Bakhsh, & Moaini, 2011; Markovi¢, Chatelet, Sylvestre,
Konti¢, & Engelmann, 2013). El protocolo de vitrifica-
cién mediante la solucidon PVS2 se ha aplicado sa-
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tisfactoriamente. Matsumoto y Sakai (2003) criocon-
servaron brotes axilares de "Cabernet Sauvignon”
utilizando PVS2 obteniendo 60-80% de recuperacion.
Zhai, Wu, Engelmann, Cheny Zhao (2003) crioconser-
varon “Cabernet franc”, “Chardonnay”, “Fengh 51"
y “LN33" y reportaron en promedio 36% de regene-
racion.

Por ofro lado, durante el congelamiento y
descongelamiento en los tejidos se puede llegar
a producir dano a las membranas, dando un
incremento del eflujo de iones y solutos orgdnicos
a través de las membranas celulares. El cation mds
importante que pierde la célula es el K+ (Al-Zoubi
& Normah, 2015; Kaczmarczyk et al., 2012). Pocos
reportes existen acerca del andlisis de la pérdida de
iones relacionado con el dano en los tejidos debido
a los protocolos de crioconservacion (Martinez-
Montero, Martinez, & Engelmann, 2008; Pukacki &
Juszczyk, 2015). Por tanto, el objetfivo del presente
frabajo es evaluar el efecto de los crioprotectores
en la morfologia y pérdida idbnica de yemas axilares
de vid bajo fres condiciones de crioconservacion
basadas en la vitrificacion.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron yemas axilares de vid (Vitis vinifera L.)
cv. “Flame seedless”’ provenientes del vinedo Casas
Grandes, ubicado en el kildbmetro 40 carretera
36 norte, en la Costa de Hermosillo, Sonora,
México (29°02)41.0nN, 111°43)59.39W). Las varetas
conteniendo entre 5 y 7 yemas axilares fueron
desinfectadas de acuerdo a lo reportado por Lazo-
Javalera et al. (2016).

Protocolos de crioconservacion

La metodologia de vitrificacién se desarrolld de
acuerdo con lo descrito por Matsumoto y Sakai
(2003) con algunas modificaciones. Se evaluaron
tres soluciones crioprotectoras: (1) la solucién de
vitrificacion PVS2 (Sakai, Kobayashi, & Oiyama, 1990),
la cual contiene glicerol 30% (p/v). etilen-glicol 15%
(m/v), DMSO 15% (p/v) y sacarosa 0.4 M disueltos en
medio MS (Murashige & Skoog, 1962); (2) la solucién
de vitrificacién PVS3 (Nishizawa, Sakai, Amano, &
Matsuzawa, 1993), compuesta de glicerol 50% (p/v) y
sacarosa 50% (p/v) disueltos en medio MS; (3) glicerol
100% (m/v). Se utilizaron cinco réplicas de cinco
yemas por criovial de 1.5ml para cada fratamiento.
Las yemas disectadas y previamente desinfectadas
se incubaron en cada solucidn crioprotectora en
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agitacién a 100 rom a 25 £ 2 °C durante 0, 30, 60,
90, 120, 180, 210, 240, 300 y 420 min, incluyendo el
control sin crioproteccién. De manera posterior a
cada tiempo de incubacion se sumergieron por una
hora en NL y se descongelaron en un bafo Maria a
38 °C por tres min.

Cuantificacion de viabilidad

La viabilidad se cuantificd con base en la pérdida
ibnica de acuerdo con lo reportado por Martinez-
Montero et al. (2008). Inmediatamente después de
la aplicacién de los tratamientos, las yemas tratadas
y controles de cinco réplicas conteniendo cinco
yemas cada una fueron incubadas en 20ml de
agua desionizada y colocadas en agitaciéon a 100
r.o.m. a 25 °C por 24 h para medir la conductividad
utilizando un conductimetro (Cole Palmer Instrument
Co., Chicago, lllinois). Aparte, en otro grupo de fres
réplicas conteniendo tres yemas, a cada una se le
realizdé un corte longitudinal y fueron observadas en
un microscopio-estereoscopio (Daigger Scientific
Inc.) para detectar posibles cambios en la morfologia
del tejido. Los datos se analizaron mediante varianza
de una via (ANOVA) vy la prueba de rango multiple
de Tukey-Kramer a un nivel de significancia de 95%,
por medio de NCSS versién 2007.

RESULTADOS

El porcentaje de viabilidad después de los diversos
tiempos de contacto con la solucidén PVS2 con vy
sin NL se muestra en la figura 1 (A) y se observd un
decremento en la viabilidad al aumentar el tiempo
de exposicion con la solucién PVS2, alcanzando un
valor minimo de 35% a los 300 min de incubacién,
con una reduccién de viabilidad cerca de 50%. Por
otro lado, después de una hora de almacenamiento
en NL (figura 1][A]) se detectd que los valores de
viabilidad se mantuvieron constantes, sin diferencias
significativas (P> 0.05) enfre los fiempos de
incubacién. En estos tejidos (PVS2+NL) la viabilidad
maxima fue de 10%.

El porcentaje de viabilidad de las yemas
expuestas a la solucién crioprotectora PVS3 con o
sin NL se muestran en la figura 1(B). Los valores de
viabilidad en yemas expuestas a PVS3 tienden a
disminuir con respecto al tiempo de incubacion
alcanzando un minimo de 60% a los 400 min;
sin embargo, la reduccién en la viabilidad con
respecto al fiempo inicial fue de 30%. Por otro lado,
la viabilidad de las yemas en PVS3 y una hora en NL
mostraron un comportamiento de campana, donde
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a los 120 min se obtiene un mdaximo en la viabilidad
(35%). Al comparar los porcentajes de viabilidad
mdxima obtenida después de NL con las soluciones
crioprotectoras utilizadas, se encontré que las yemas
fratadas con PVS3 mostraron una mayor viabilidad
(35%) en comparacién con la observada con el
tratamiento PVS2 (10%) (figuras 1 [Ay B]).
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad de yemas axilares de vid (Vitis
vinifera L.). (A) Sometidas ala solucidn crioprotectora PVS2 (barras
oscuras) y PVS2 y una hora en NL (barras grises) (B) Exposicion en
la solucién crioprotectora PVS3 (barras oscuras) y PVS3 'y una hora
en NL (barras grises). (C) exposicidén en dlicerol (barras oscuras)
y glicerol y una hora en NL (barras grises). Valores con la misma
letra son estadisticamente iguales con base en la prueba de
Tukey-Kramer (P<0.05).

Elaboracién propia.
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Los valores de viabiidad empleando como
crioprotector al glicerol con y sin NL se muestran en la
figura 1 [C]. En este caso, se observa un decremento
desde 90% hasta 60% de viabilidad a partir de los 30
min de exposicién, lo que indica un drdstico dano all
tejido. Después de estos primeros 30 min la viabilidad
se mantuvo en esos niveles hasta alcanzar un minimo
de 45% a los 300-420 min. Después de una hora en
NL se obfuvieron valores promedio de 20-25% de
viabilidad para todos los tiempos de incubacidn.

Lasimdgenes del corte longitudinal de las yemas
expuestas a PVS2 y crioconservadas se muestran
en la figura 2. Se observd un ligero oscurecimiento
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en los tejidos después de 30 min de contacto con
la solucion crioprotectora PVS2 (figura 2 [A]). De
igual forma, se detectd un incremento en el dano
(enturbiamiento del tejido meristemdtico) de las
yemas conforme aumenta el tiempo de incubacién.
Por ofra parte, en las iméagenes después de PVS2
y una hora en NL (figura 2 [C, E, G I, K, M, O, Qy
S]) aumentd el oscurecimiento o afectacion en las
yemas, se expresa con mayor intensidad en tiempos
de mayor exposicion (300 y 420 min) (figura 2 [Q vy
S]). Este comportamiento concuerda con los bajos
niveles (<10%) de viabilidad observados en las yemas
expuestas a PVS2 y una hora en NL (figura 1 [A]).

Figura 2. Yemas axilares de vid sometidas a vitrificacién-crioconservacion mediante PVS2.
A) yema control sin ningun tratamiento, B) después de 30 min de incubacion, C) 30 min
en PVS2 + Th en NL, D) 60 min de incubacién, E) 60 min en PVS2 + 1h en NL, F) 90 min
de incubacién, G) 90 min en PVS2 + 1h en NL, H) 120 min de incubacién, 1) 120 min en
PVS2 + 1h en NL, J) 180 min de incubacion, K) 180 min en PVS2 + 1Th en NL, L) 210 min de
incubacién, M) 210 min en PVS2 + Th en NL, N)240 min de incubacién, O) 240 min en
PVS2 + 1h en NL, P) 300 min de incubacién, Q) 300 min en PVS2 + 1h en NL, R) 420 min de

incubacién y S) 420 min en PVS2 + 1 h en NL.

Elaboracion propia.

En las imdgenes de las yemas sometidas a
PVS3 y crioconservadas mostradas en la figura 3 se
detectd un menor dano en los tejidos después de
la incubacién con PVS3 (figura 3 [B, D, F y H]) con
respecto al tiempo inicial (figura 3 [A]), solamente all
tiempo mdximo de exposicidn de 420 min (figura 3
[R]) se encontrd un ligero oscurecimiento en la parte

superior de la yema (figura 1 [B]). En las imdgenes de
las yemas en PVS3 y NL (Figura 3 [C, E, G, |, K, M, O,
Qv S]) se observd que mantienen las caracteristicas
similares a las yemas sin NL y el control. Mayores
dafos se detectaron en los tejidos después de 210
min de incubacién en PVS3 y NL (Figura 3 [M, O, Qy
S]) vy precisamente estos tejidos presentaron menor
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viabilidad (10-15%) (figura 1 [B]). De acuerdo con
esto, se considera un rango de tiempo éptimo de
incubacion entre los 90-120 min en PVS3, que fue
donde se obtuvo mayor viabilidad (35%) después de
NL. Ademds, las yemas no mostraron oscurecimiento
(figura 3 [G e 1]), lo cual indica que este tiempo
de incubacion con la solucién PVS3 puede ser el
adecuado para la crioconservacion de yemas
axilares de vid.

De igual forma, al observar las yemas en
el estereoscopio empleando al glicerol como
crioprotector se puede ver que es insuficiente para
proteger a las yemas del congelamiento, debido
a gue se detectd un mayor oscurecimiento y una
reducciéon en el espacio meristemdtico (pérdida de
compartamentalizaciéon) en los tejidos con respecto
al control. Esto fue en todos los tejidos, tanto en
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glicerol como en glicerol y NL en los distintos tiempos
de incubacion (figura 4).

DISCUSION

En la crioconservacién de vid utilizando PVS2
como crioprotector se observé un decremento en
la viabilidad en las yemas axilares después de los
diversos tiempos de contacto con la solucidon PVS2
con vy sin NL al aumentar el tiempo de exposicion.
Dicho comportamiento ha sido previamente
reportado por Shatnawi (2011), donde evalud dos
soluciones de vitrificacion PVS2 y MPVS2 (compuesto
con glicerol al 20%, DMSO al 20%, etilenglicol al
20% y sacarosa al 20%) en meristemos de Capparis
spinosa expuestos a distintos tiempos de incubacién
y observaron que conforme aumentaba el tiempo
de incubacién se obtenia un decremento muy
marcado en la regeneracion.

Figura 3. Yemas axilares de vid sometidas a vitrificacién-crioconservacién mediante PVS3. A) Yema control sin ningun
tratamiento, B) después de 30 min de incubacién, C) 30 min en PVS3 + 1h en NL, D) 60 min de incubacién, E) 60 min en
PVS3 + 1h en NL, F) 90 min de incubacién, G) 90 min en PVS3 + 1h en NL, H) 120 min de incubacién, 1) 120 min en PVS3 + 1h
en NL, J) 180 min de incubacién, K) 180 min en PVS3 + 1h en NL, L) 210 min de incubacion, M) 210 min en PVS3 + Th en NL,
N) 240 min de incubacién, O) 240 min en PVS3 + 1h en NL, P) 300 min de incubacién, Q) 300 min en PVS3 + 1h en NL, R) 420

min de incubacién y S) 420 min en PVS3 + 1 h en NL.
Elaboracién propia.
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Figura 4. Yemas axilares de vid sometidas a vitrificacidn-crioconservacién utilizando glicerol como
crioprotector. A) Yema control sin ningun tratamiento, B) después de 30 min de incubacién, C) 30 min
en glicerol + Th en NL, D) 60 min de incubacién, E) 60 min en glicerol + Th en NL, F) 0 min de incubacion,
G) 90 min en glicerol + Th en NL, H) 120 min de incubacidn, 1) 120 min en glicerol + 1Th en NL, J) 180 min
de incubacién, K) 180 min en glicerol + Th en NL, L) 210 min de incubacién, M) 210 min en glicerol + 1Th
en NL, N) 240 min de incubacién, O) 240 min en glicerol + Th en NL, P) 300 min de incubacién, Q) 300
min en glicerol + Th en NL, R) 420 min de incubacién y S) 420 min en glicerol + 1 h en NL.

Elaboracion propia.

Por ofro lado, después de una hora de
almacenamiento en NL se observd que los valores
de viabilidad se mantuvieron constantes y baijos,
indicando que ninguno de los fiempos de contacto
con PVS2 fue adecuado para brindar proteccién a
las yemas y, por tanto, mantener su viabilidad celular.
Estos resultados son similares a lo reportado por Wang
et al. (2014), donde observaron que la solucién de
PVS2 causé mayor dano en los dpices de papa,
dando como resultado mds tiempo de recuperacion
y baja regeneracion de los tejidos después estar en
NL; asi como lo reportado en brotes adventicios de
Paraisomefrum mileense, donde el fratamiento con
PVS2 afectd considerablemente la regeneraciéon y
se obtuvo un éptimo de sobrevivencia a los 90 min
(Lin, Yuan, Wang, & Li, 2014).

Se observd también un incremento en el
dafo (oscurecimiento de tejido meristemdtico)

de las yemas conforme aumentaba el tiempo de
incubacién. Lo anterior puede deberse a que el
etfilenglicol y el DMSO, componentes de la solucion
PVS2, moléculas permeables, pueden inducir
permeabilidad a la membrana e incrementar la
difusidon del glicerol. El incremento intracelular que se
lleva a cabo pudiera provocar un efecto danino alas
células en lugar de una crioproteccién (Volk, Harris,
& Rotindo, 2006, p. 305). En este sentido, se reportd
en brotes de Mentha x piperita L. cv Todd Mitchman
Pepermint (Pl 557973) expuestos a soluciones de
crioprotectores (PVS2 y PVS3), que la solucién PVS2
fue mds danina que PVS3 para la sobrevivencia
de los tejidos y este efecto fue afribuido al glicerol
presente en la solucidén en combinacién con los otros
crioprotectores, como el DMSO y etilenglicol (Volk et
al., 2006). También el tiempo de exposicidn es clave
para el mantenimiento de la integridad celular.
Ganino et al. (2012) detectaron la presencia de
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células plasmolizadas en tejidos de Vitis Berlandieri x
V. riparia desde los primeros 30 min de exposicidon a
PVS2. Un corte transversal de yema axilar de vid se
muestra en la figura 5.

Figura 5. Corte transversal de una yema axilar de vid (Vitis vinifera L.).
Elaboracion propia.

Los valores de viabilidad observados en el
presente frabajo en las yemas expuestas a PVS3
tienden a disminuir con respecto al fiempo de
incubacién, en donde es mayor la pérdida de
viabilidad en tejidos expuestos a PVS2. Se ha sugerido
que los grupos OH presentes en los azUcares/
polialcoholes que se encuentran en mayor cantidad
en la solucidon PVS3, comparada con la cantidad
de estos compuestos en PVS2, reemplazan el agua
e interactan con los fosfolipidos y forman uniones
con los estos elementos de la membrana. Esto
ayuda a estabilizar las membranas celulares durante
la deshidratacién y congelamiento en NL y brinda
una mayor integridad de membranas (Pereira &
HUnenberger, 2006, p. 15572). En el presente trabajo
se obtuvo mayor porcentaje de viabilidad en las
yemas tratadas con PVS3 a un tiempo de exposicidon
de 120 min después de NL, se mostré mayor
proteccién con respecto a la solucién PVS2; al igual
gue los resultados obtenidos en dpices de gjo, donde
compararon dichas soluciones crioprotectoras y
obtuvieron mayor regeneracién con la soluciéon PVS3
(Makowska, Keller, & Engelmann, 1999).

En este sentido, Volk et al. (2006) reportaron que
el glicerol y la sacarosa, componentes de la solucién
PVS3, pueden ejercer mejor efecto protector, pero
requieren de mayor tiempo de exposicion para que
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el glicerol y la sacarosa puedan penetrar dentro de
la célula y lograr asi su acumulacion, a diferencia de
PVS2, que contfiene DMSO vy etilenglicol, los cuales
por ser mds permeables requieren menor tiempo de
exposicidon. Por ofra parte, la capacidad del glicerol
para penetrar la membrana celular y de la sacarosa
agente no penetrante actlan incrementando la
osmolaridad dentro y fuera de la célula, asi como
reduciendo el contenido de agua. Por tanto, los
crioprotectores contenidos en PVS3 pueden generar
un ambiente propicio para conservar los fejidos
(Benson, 2008, p. 15) y proteger mejor a las yemas de
vid que PVS2 y dglicerol.

Los valores obtenidos de viabilidad empleando
como crioprotector al glicerol con y sin NL muestran
mayor dano al tejido. Este comportamiento no se
presentd con las soluciones crioprotectoras PVS2
y PVS3. Sin embargo, al observar las yemas en el
estereoscopio se puede ver que el glicerol como
crioprotector fue insuficiente para proteger a las
yemas del congelamiento, debido a que se detectd
mayor oscurecimiento y reduccién en el espacio
meristemdtico (pérdida de compartamentalizacion)
en los tejidos respecto al confrol. En este sentido,
Mazur (1960) reportd que el oscurecimiento del tejido
es una de las primeras senales de dano detectable
y ocurre como resultado de las bajas temperaturas,
debido que el congelamiento provoca excesiva
deshidratacién y/o la formacién de cristales de hielo;
ademds de la pérdida de compartamentalizacion
celular debido al eflujo de compuestos fendlicos vy
otros iones y como consecuencia la formacion de
complejos insolubles, los cuales fienden a oxidarse,
dando como resultado el oscurecimiento en los
tejidos (Chalker-Scott, Fuchigami, & Harber, 1989).
Los datos aqui mostrados concuerdan con el hecho
de que es imprescindible la optimizacién de la
concentracién, del tipo y tiempo de exposicidén de
los crioprotectores para mantener la integridad vy
viabilidad celular en los tejidos crioconservados, lo
cual tambien es dependiente del tejido y cultivar
(Bhattacharya & Prajapati, 2016).

CONCLUSIONES

Los resultados aqui mostrados sugieren que el
protocolo basado en la vitrificacion mediante PVS3
puede ser considerado para la preservacion del
germoplasma de vid mediante crioconservacion.
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