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RESUMEN

La vid (Vitis vinifera L.) es un cultivo expuesto a estres bidtico y abiotico, estas condiciones
pueden causar alteraciones fenotipicas debido a los cambios genéticos y epigenéticos como
metilacion y desmetilacion del ADN. Con el objetivo de conocer los posibles efectos de la
crioconservacion de vid en la actividad de las enzimas demetilasas de ADN, en este trabajo se
plantea analizar la expresion de genes involucrados en la desmetilacion de ADN de vid (Vitis
vinifera) cv Redglobe post-crioconservacion meidante vitrificacion. Se obtuvo la caracterizacion
de las ADN demetilasas mediante un anélisis profundo in silico utilizando Arabidopsis thaliana
como referencia, realizando un analisis filogenético, busqueda de secuencias promotoras, dominios
y motivos, y la cuantificacion de expresion relativa mediante qRT-PCR usando el método de AACt.
Se encontraron tres secuencias genéticas: VIT 13s0074g00450 (DEMETER, DMT),
VIT 08s0007g03920 (Represor del Silenciamiento 1, ROS1), y VIT 06s0061g01270 (DEMETER
LIKE 3, DML3). En el anélisis filogenético se encontré que las secuencias de V. vinifera y A.
thaliana tenian la misma ascendencia comun. Se estudiaron los promotores de los genes de ADN
demetilasas, encontrando elementos de respuesta como AP-2, Myb, bZIP, TBP, y GATA, ademas
se encontraron dominios conservados exclusivos de ADN demetilasas como RRM DME (Motivo
de reconocimiento de ARN-DME) y Perm CXXC (Unidad zf-CXXC unica permutada). En la
busqueda de secuencias motivo se encontré que estas estan relacionadas con la union al ADN, la
regulacion de la expresion génica asociada a procesos de respuesta al estrés abidtico y la regulacion
del crecimiento celular. Para cada gen de ADN demetilasa (DMT, ROS1 y DML3) se obtuvieron
varios conjuntos de cebadores utilizando el programa QuantPrime. Los cebadores fueron validados
utilizando ADN gendémico y ADNc de tejidos de V. vinifera. De acuerdo con los datos encontrados
en este estudio se concluyo la caracterizacion de los genes ADN demetilasa de V. vinifera L. (DMT:
VIT 13s0074g00450, ROS1:VIT 08s0007g03920, y DML3:VIT 06s0061g01270) y mediante el
andlisis de expresion relativa se observd que el tratamiento de vitrificacion no altera
significativamente la expresion de genes de ADN demetilasas, en cambio, se observd que la
crioconservacion altera la expresion de los genes que codifican para ADN demetilasas (DMT,
ROS1 y DML3). Las diferencias en la expresion de los genes dentro de los tratamientos y tejidos

pueden ser a causa de las distintas funciones que realizan, alterando los niveles de metilacion y
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desmetilacion del ADN durante la regulacion genética en los tejidos.

Palabras clave: Vitis vinifera, Crioconseervacion, Genes de demetilasas, Demetilaciion del ADN.
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ABSTRACT

Grapevine (Vitis vinifera L.) is a crop exposed to biotic and abiotic stresses, these conditions
can cause phenotypic alterations due to genetic and epigenetic changes such as DNA methylation
and demethylation. In order to know the possible effects of grapevine cryopreservation on the
activity of DNA demethylase enzymes, in this work we propose to analyze the expression of genes
involved in the demethylation of grapevine (Vitis vinifera) cv Redglobe DNA after
cryopreservation during vitrification. Characterization of DNA demethylases was obtained by a
deep in silico analysis using Arabidopsis thaliana as reference, performing a phylogenetic analysis,
search of promoter sequences, domains and motifs, and quantification of relative expression by
gRT-PCR using the Ct method. Three gene sequences were found: VIT 13s0074g00450
(DEMETER, DMT), VIT 08s0007g03920 (Repressor of Silencing 1, ROSI1), and
VIT 06s0061g01270 (DEMETER LIKE 3, DML3). In the phylogenetic analysis, the sequences of
V. vinifera and A. thaliana were found to have the same common ancestry. The promoters of DNA
demethylase genes were studied, finding response elements such as AP-2, Myb, bZIP, TBP, and
GATA, and conserved domains unique to DNA demethylases such as RRM DME (RNA
recognition motif-DME) and Perm CXXC (permuted single zf-CXXC unit). In the search for motif
sequences, these were found to be related to DNA binding, regulation of gene expression associated
with abiotic stress response processes and regulation of cell growth. For each DNA demethylase
gene (DMT, ROS1 and DML3) several primer sets were obtained using the QuantPrime program.
The primers were validated using genomic DNA and cDNA from V. vinifera tissues. Based on the
data found in this study, the characterization of the DNA demethylase genes from V. vinifera L.
(DMT: VIT 1350074200450, ROS1:VIT 08s0007g03920, and DML3:VIT 06s0061g01270) and
by relative expression analysis it was observed that vitrification treatment does not significantly
alter the expression of DNA demethylase genes, instead, cryopreservation was observed to alter
the expression of genes encoding for DNA demethylases (DMT, ROS1 and DML3). Differences
in gene expression within treatments and tissues may be due to the different functions they perform,

altering the levels of DNA methylation and demethylation during gene regulation in tissues.

Key words: Vitis vinifera, Cryopreservation, Demethylase genes, DNA demethylation.
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1. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es una planta que tiene tallos sarmentosos y presenta sarcillo
opuestos a sus hojas. En el mundo el requerimiento de uva se ha incrementado, incluso, en paises
que conforman el TLCAN (Tratado de Libre Comercio de América del Norte) y TPP (Tratado
Integral y Progresivo de Asociacion Transpacifico), China e integrantes de la Union Europea. En
Meéxico, su obtencion es de gran importancia, el 63% es producida para consumo en fresco; 24.4%
para elaborar jugos y vinos, mientras que para la produccion de fruta seca se destina el 12.6% de
la produccidn nacional. Las exportaciones por parte de México tuvieron mayor presencia en 2016
en el mercado de uva en Estados Unidos, Canada, y El Salvador (SAGARPA, 2017). El principal
productor de uva de mesa en México, es Sonora con casi 34 mil tonaladas al afio. Las principales
variedades producidas son “Flame”, “Perlette”, “Redglobe” y “Superior” (SIAP, 2020). Las
condiciones ambientales de las regiones productoras de uva y en especifico la temperatura, tiene
mucha importancia en el desarrollo de la vid (Winkler et al., 1975), ya que, estos cultivos son
modificados al estar consistentemente sometidos a estrés, abiotico y bidtico, lo cual puede dafiar la
calidad y nivel de produccién de los cultivos. Por lo tanto es primordial establecer alternativas para
la preservacion del germoplasma de vid (Lazo-Javalera et al., 2013). La regeneracion de plantas
partiendo de callos o células es muy importante para la biotecnologia ya que esta puede ser usada
en el mejoramiento genético y conservacion de la especie, un ejemplo de esto es la técnica de
cultivo in vitro. Este método se fundamenta en regenerar en una planata a partir de un tejido
mediante la utilizacion de hormonas, medios nutritivos y vitaminas con el fin de obtener grandes
cantidades de plantas sanas en menor tiempo (Basail-Pérez ef al., 2018).

Por otro lado, la crioconservacion es una buena alternativa para el almacenamiento y conservacion
del germoplasma. En su definicion es la conservacion del tejido, célula, u otro explante vegetal en
nitrégeno liquido a -196°C (Li et al., 2013). Representa una opcion viable para la conservacion del
germoplasma ya que es de bajo costo, no requiere mucho mantenimiento y permite preservar la
muestra por un periodo casi indefinido (Lazo-Javalera ef al., 2018). En vid se han establecido un
numero de diferentes protocolos de crioconservacion (Tanaka efal., 2019), incluyendo,
vitrificacion (Orizaba et al., 2018), encapsulacion/deshidratacion (Wang etal, 2000),

encapsulacion/vitrificacion (Sakai et al., 2008), micro-goteo (Uchendu et al., 2019) y crio-placas
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(Rafique et al., 2015). La mayor efectividad del método de conservacion depende del tipo de tejido
y especie a crioconservar (Peredo ef al., 2008). Durante la crioconservacion, el tejido se expone a
distintos procesos, por lo que el tejido puede ser alterado de forma similar al efecto de ocasionado
por distintos tipos de estrés, esto puede contribuir potencialmente a modificaciones genéticas y
epigenéticas (Kaity et al., 2008; Peredo et al., 2008). Algunos estudios epigenéticos relacionados
con la metilaciéon de ADN en tejidos vegetales como uva, manzana, papaya, fresa que fueron
crioconservados han sido reportados (Hao et al., 2001, 2002; Kaity et al., 2008; Peredo et al., 2008;
Kaczmarczyk et al., 2010; Sisunandar ef al., 2010; Mikuta ef al., 2011; Wang et al., 2015). En un
estudio previo se logré obtener dos secuencias de expresion etiquetadas que codifican las enzimas
de la familia 5-citosina ADN metiltransferasa de dominios alterados (DRM), dos que codifican la
5-citosina ADN metiltransferasa tipo 1 (MET1) y una de la familia de 5-citosina ADN
metiltransferasa modificadora de la cromatina (CMT). Mediante el analisis de expresion relativa
se observo que los tratamientos de crioconservacion y vitrificacion evaluados alteran la expresion
de los genes que transcriben a las enzimas MET1 y DRM. Se pudo deducir gracias al ensayo de
RT-PCR que los genes analizados son parte del mecanismo de regulacion epigenética en embriones
de uva y que posiblemente los tratamientos de vitrificacion y crioconservacion alteran el nivel de
metilacion del ADN en embriones cigdticos de uva crioconservados (Garcia Coronado et al., 2015).
Sin embargo, a pesar de que en vid y en otros tejidos se han establecido diferentes protocolos de
crioconservacion, poco se conoce acerca de como las metodologias de crioconservacion, el tiempo
de mantenimiento en NL y los subsecuentes ciclos de propagacion afectan el genoma de las plantas
regeneradas después de largo tiempo de almacenamiento en NL (Adu-Gyamfi et al., 2016). Por lo
que en el presente trabajo se plantea analizar la expresion de genes involucrados en la desmetilacion

de ADN de vid (Vitis vinifera) cv Redglobe debido al efecto de la crioconservacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas e Importancia del Cultivo de Vid (Vitis vinifera)

La viticultura es uno de los cultivos con mas antigiiedad en el mundo. Al afio se producen mas de
65 millones de toneladas, el 80% de las mismas se utiliza para la produccion de vino (Antoniolli
et al.,2015). El cultivo de uva (Vitis vinifera) posee una gran importancia econdmica, cultural, ya
que se destina el 31% de su produccion para consumo fresco, 2% comercializada como fruta seca
y el resto (67%) empleada en la elaboracion de vinos. Borja-Bravo et al., ( 2016) afirma lo citado
anteriormente al decir que una elevada produccion de fruto significa, una fuente considerable de
divisas y empleo alrededor del mundo.

En México, su historia empieza con las primeras especies de vid traidas por los espafioles. Durante
la conquista que comenz6 a extender el cultivo por todo el territorio mexicano, sin embargo, fue
en Baja California y Sonora, donde se vid un gran potencial, se comprob6 que estos territorios
tenian condiciones ideales para que esta actividad se desarrollara con la mejor calidad posible.
Gracias al constante incremento que ha tenido la viticultura en México, es necesario establecer
estrategias que contribuyan al correcto desarrollo del cultivo, en especial las relacionadas con la
propagacion y conservacion del germoplasma de vid. Normalmente este cultivo se propaga
vegetativamente por medio de acodos, aéreos o terrestres, e injertos (Hartmann y Kester, 1981),
sin embargo, existen mas formas de propagar la vid como lo es a través de estacas de madera
dormante (36 a 46 cm de largo), estas se recolectan durante la temporada de invierno y son
plantadas durante la primavera en contenedores y después son trasplantadas a la vifia, este proceso
tiene sus desventajas ya que es lento y limitado por estacionalidad (Pious Thomas y John W.

Schiefelbein, 2001).

2.2 Técnicas de Crioconservacion de Tejidos Vegetales

Las técnicas de crioconservacion son utilizadas como un recurso vital para la conservacion del
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germoplasma de la planta a largo plazo, ya que requiere espacio y mantenimiento limitados, ademas
se ha reportado que se puede mantener la estabilidad genética de la planta regenerada (Alansi
etal., 2019). La crioconservacion es un método de conservacion de materiales vegetales,
utilizando, nitrégeno liquido (NL), a temperaturas ultrabajas (=196 °C). A estos niveles,
teoricamente todas las actividades metabdlicas de las células cesan, por lo que no se producen
cambios metabolicos o genéticos durante el almacenamiento (Engelmann, 2004). Los enfoques de
crioconservacion basados en la vitrificacion se combinaron con otros elementos para desarrollar
nuevas técnicas, como la encapsulacioén/vitrificacion (Matsumoto ef al., 1995) y la vitrificacion de
gotas (Schiafer-Menuhr eral., 1997). Se han publicado recientemente protocolos de
crioconservacion utilizando una placa criogénica en aluminio (Sekizawa et al., 2011; Yamamoto
et al., 2011; Yamamoto, Rafique, Fukui, et al., 2012; Yamamoto, Rafique, Sekizawa, et al., 2012;
Matsumoto et al., 2013). Sin embargo, los cientificos han basado sus esfuerzos en evitar posibles
cambios fisioldgicos, bioquimicos y genéticos en tejidos vegetales crioconservados y regenerados,
todo esto con la finalidad de evitar la congelacion intracelular que ocurre mientras se realiza el
enfriamiento rapido en NL (Sakai et al., 2008).

Las estrategias cléasicas de la crioconservacion (congelacion lenta y congelacion rapida) se
establecieron en el periodo de 1970 a 1980 (Kaviani, 2011). En el proceso de congelacion lenta,
las muestras (embriones y células) se exponen a compuestos crioprotectores (Dimetil-sulfoxido
(DMSO), glicerol, etilenglicol y sacarosa), se colocan en criotubos y se sumergen en NL (Kumu
etal., 1983). Existen varias técnicas de crioconservacion, tales como la vitrificacion, la
encapsulacion deshidratacion y el uso de crioplacas (Kulus y Zalewska, 2014), las cuales se

describen a continuacion.

2.2.1 Técnica de Crioconservacion de Tejidos Vegetales por Vitrificacion

La vitrificacion durante la crioconservacion esta definida como la transicion de la fase liquida del
agua a un estado vitrio sin que ocurra la formacion de cristales (Uchendu et al., 2019). Se han
utilizado distintas soluciones de vitrificacion como crioprotectores (Tanaka et al., 2019). Sakai

et al., (2008) reporta las soluciones mas comunes denominadas como soluciones de vitrificacion
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de plantas (PVS) # 2: (PVS2) y # 3 (PVS3). La solucion PVS2 es la mas utilizada y esta compuesta
de 30% (p/v) de glicerol, 15% (p/v) de etilenglicol, 15% (p/v) de dimetilsulféxido (DMSO) y 0,4
M de sacarosa (pH 5,8) en MS medio de produccion vegetal (Basail Pérez et al., 2018).

El método de crioconservacion por vitrificacion en tejidos vegetales suele ser mas complicado que
en tejido de origen animal, esto es debido a la pared celular. El primer paso en la vitrificacion es
exponer a los explantes con una mezcla diluida de crioprotectores esto, con el objetivo de preparar
al tejido para poder soportar ultrabajas temperaturas (nitrogeno liquido a -196°C) (Kulus y
Zalewska, 2014). Matsumoto, en 2017 reportd que los meristemos de los brotes de muchas plantas
no pueden crioconservarse de manera efectiva utilizando la deshidratacion directa de PVS2 porque
destruye las células o los tejidos debido a los efectos nocivos del estrés osmético o la toxicidad
quimica de PVS2, lo que resulta en un crecimiento bajo o nulo después de la crioconservacion. Sin
embargo, otros estudios demostraron que con la utilizacion de los procedimientos de
osmoproteccion (pre-cultivo en sacarosa y una combinacion de glicerol 2 M + sacarosa 0.4M), se
desarrollaron exitosamente varias especies de plantas después de la crioconservacion por

vitrificacion (Pathirana et al., 2016).

2.2.2 Técnica de Crioconservacion de Tejidos Vegetales por Encapsulacion-Deshidratacion

La encapsulacion-deshidratacion, consiste en el uso de alginato de calcio para la encapsulacion y
generalmente se utiliza para la formacion de semillas artificiales (Benelli ez al., 2013). Se puede
utilizar distintos tejidos, entre ellos meristemos de brotes in vitro; posteriormente, se encapsulan
con ayuda de alginato de calcio, se incuban en sacarosa a distintas concentraciones para la
deshidratacion del material vegetal y finalmente se realiza la congelacion a -196 °C en nitrégeno
liquido. Para descongelar las muestras se utiliza un calentamiento en un bafio de agua a 38-40 °C
y posteriormente se regenera el tejido con ayuda de medio de cultivo especial para el tejido en
cuestion (Bettoni et al., 2016).

La concentracion de alginatos influye en la dureza las perlas y en la capacidad de las puntas de los
brotes criotratados para crecer después de la crioconservacion (Wang et al., 2018). El tamafio de

las perlas afecta el tiempo de deshidratacion para alcanzar un contenido de agua apropiado para las
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cuentas. Una prueba contundente de que la metodologia de encapsulacion-deshidratacion para la
crioconservacion es mejor fue reportado por Feng etal., (2013) en el cual realizaron una
comparacion entre las metodologias de vitrificacion por gotas y encapsulacién-deshidratacion), en
este estudio mostraron que el tiempo requerido entre los dos procedimientos fueron similares, sin
embargo, el porcentaje de regeneracion varid, siendo de 48% post-vitrificacion y de 61% de

regeneracion post-encapsulacion-deshidratacion.

2.2.3 Técnica de Crioconservacion de Tejidos Vegetales por Crioplacas

Otras técnicas de crioconservacion mas recientes son las combinaciones para la vitrificacion de
gotas (DV), el procedimiento para la vitrificacion utilizando crioplacas de aluminio (crioplacas V)
y el procedimiento para la deshidratacion del aire utilizando crioplacas (crioplacas D). Los métodos
(V-D) son un hibrido entre vitrificacién y encapsulacion-deshidratacion. En estos métodos se
utiliza una placa de aluminio para que la transferencia de calor sea mas eficiente, con el fin de
disminuir la posibilidad de dafiar y perder explantes, ademas de esta forma los explantes pueden
tratarse eficientemente con cualquier pretratamiento. Este método incluye pasos similares a los
otros métodos de crioconservacion, ya que el tejido vegetal se encapsula en pequefias gotas de
alginato que se unen a una placa de aluminio que es introducida en un criotubo de 2 ml. Posterior
a la osmoproteccion, el material se deshidrata en una campana de flujo laminar de aire en el caso
del método de crioplaca D o mediante el uso de una solucion de vitrificacion en el caso de la
crioplaca V (Yamamoto ef al., 2015). Con cualquiera de estos nuevos procedimientos, las muestras
a crioconservar se sumergen directamente en nitrogeno liquido (NL) en tiras de papel de aluminio
o crioplacas de aluminio (Tanaka et al., 2019). En las técnicas de crioplacas V y D, los explantes
se tratan con solucidn de vitrificacion y se deshidratan mediante una campana de flujo de aire
(Rafique et al., 2015). Los principales beneficios de la crioplaca D son un manejo facil y rapido
durante todo el procedimiento, una reduccion en la posibilidad de lesiones y una duracién 6ptima
de deshidratacion (Niino et al., 2013). En un estudio reciente se demostrd la crioconservacion
efectiva en orquidea utilizando técnicas de crioplacas V y D resultando positiva la germinacion

(Jitsopakul ef al., 2019). Tanaka et al., en el 2019 se utiliz6 el protocolo de criopreservacion por
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crioplacas D, indicando ser eficiente para las puntas de brotes de morera subtropicales y tropicales

in vitro presentando un crecimiento constante, ligeramente mas bajo que la técnica de crioplaca V.

2.3 Epigenética en Plantas

La epigenética fue definida como "el estudio de la funcidon génica con cambios hereditarios
mitoticos y/o meidticos que no pueden explicarse por cambios en la secuencia de ADN"
(Waddington, 2012), por lo que los cambios epigenéticos estan relacionados con modificaciones
genéticas heredables (Feng ef al., 2010; Fujimoto et al., 2012). Es ampliamente aceptado que los
mecanismos epigenéticos han sido la fuente de variabilidad durante la seleccion de variedades de
cultivo (Amoah et al., 2012). Las modificaciones de ADN e histonas, factores de modulacion de la
cromatina forman los tipos de modificaciones epigenéticas que las plantas pueden sufrir a lo largo
de su desarrollo y estas modificaciones también controlan el desarrollo de muchas eucariotas,
particularmente eucariotas complejos.

Las plantas son sésiles o inmoviles por lo que deben reaccionar a los cambios locales de clima y a
varios desafios ambientales, como el estrés bidtico y abiotico (Li et al., 2018). En ellas, el control
del desarrollo por mecanismos epigenéticos podria considerarse constitutivo (sefiales internas) u
opcional (senales externas). El control constitutivo se basa en las caracteristicas internas del
desarrollo. El control de desarrollo opcional, por otro lado, se basa en indicadores ambientales
externas y responden a diferentes ambientes desarrollando plasticidad, dando lugar a fenotipos
ambientales especificos (Brautigam y Cronk, 2018). La metilacion el ADN del quinto carbono de
los residuos de citosina es una de las modificaciones epigenéticas que cuentan con mas estudios
tanto en plantas como en mamiferos. (Saze et al., 2012). Puede haber tres tipos de cambios
epigenéticos reguladores: metilacion del ADN, modificacion de histonas o ARN de interferencia
(RNAIi) que las plantas utilizan para adaptarse y sobrevivir a los diferentes estreses bidticos y

abioticos.
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2.3.1 Modificaciones de las Histonas en Tejidos Vegetales

El ADN forma complejos de nucleoproteinas con las histonas, en lo que se conoce como comatina.
El nucleosoma, el cual es la unidad basica de la cromatina, esta compuesto por 146 nucleodtidos de
ADN envueltos en un octamero de dos copias de cada una de las cuatro proteinas altamente basicas
distintas llamadas histonas y conocidas con el nombre de H2A, H2B, H3 y H4 (Kornberg, 1974).
Las histonas son susceptibles a una amplia gama de alteraciones posiblemente heredables y
reversibles como acetilacion, metilacion, fosforilacion, desaminacién e isomerizacion de prolina
(Ding et al., 2014). Las alteraciones de histonas hacen alusion a los cambios covalentes pos-
traduccionales en las colas de las histonas que son esenciales para la estructura dindmica de
cromatina y procesos celulares (Peng y Zhang, 2009). Se han identificado més de 100
modificaciones diferentes de histonas, desde un estudio minucioso de la metilacion y acetilacion
de lisina, fosforilacion de treonina y serina (Kouzarides, 2007; Tan et al., 2011) .

La metilacion de histonas ocurre en residuos de lisina y arginina. La metilacion del residuo de lisina
en la histona puede tener diferentes funciones bioldgicas dependiendo de los sitios de metilacion y
el nimero de grupos metilo afiadidos, puede ser mono, di o trimetilacion. Se han identificado
proteinas que pueden reconocer la metilacion especifica de lisina. Dos tipos de histona demetilasa
catalizan la eliminacion de la metilacion en el residuo de lisina: proteinas que contienen un dominio
llamado jumonjiC (JmjC) especificas de lisina (Li ef al., 2020). La metilacion de la lisina, por
ejemplo, es catalizada por metiltransferasas (MT) del dominio SET. Una segunda clase de MT
estructuralmente no relacionada estd representada por la levadura Dotl, pero no se discute mas ya
que se ha progresado poco en su estudio en hongos (Takahashi et al., 2011). En todo el genoma de
la planta, los transposones enriquecidos con heterocromatina (TE) y las secuencias repetitivas se
definen mediante mono y dimetilacion de la histona H3 lisina 9 (H3K9mel y H3K9me2), que
también conservan continuamente el estado represivo de la heterocromatina (Bernatavichute ef al.,
2008). La metilacion que ocurre en H3K9 esta catalizada por H3K9 KRYPTONITE (KYP) /
SUVH4, SUVHS y SUVH6 metiltransferasas (Ebbs et al., 2005).

La acetilacion de histonas juega un papel critico en la arquitectura global de cromatina y la
regulacion de la expresion génica (Lu y Thompson, 2012). El nivel de acetilacion de histonas esta
regulado dinamicamente por acciones antagdnicas entre las acetiltransferasas de histonas (HAT),

las desacetilasas de histonas (HDAC) en respuesta a cambios ambientales.
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2.3.2 ARNi en Tejidos Vegetales

Las plantas han desarrollado sistemas inmunes innatos sofisticados en respuesta a la presion de
infeccion a largo plazo de microbios y plagas. Dichos sistemas inmunes de las plantas son similares
en muchas caracteristicas de la inmunidad innata de los animales, como las proteinas receptoras
intracelulares y de la membrana plasmatica asociadas al reconocimiento de patdgenos, las cascadas
de sefializacion de la proteina quinasa activada por mitogeno (Huang et al., 2019). Si bien la
mayoria de los estudios en esta area se han centrado en el papel y la sefializacién de los receptores
PRR y NLR del huésped y las proteinas efectoras microbianas, los pequefios ARN (sRNA) y la
maquinaria de ARN de interferencia (RNA1i) se han identificado como reguladores esenciales para
la reprogramacion de la expresion de genes en las respuestas inmunes de las plantas, virulencia de
patogenos e interaccion planta-microbio (Huang et al., 2019). Los ARN de interferencia (ARN1)
participan en procesos de silenciamiento de genes conservados controlados por ARN pequefios
(ARNp). Esto ha comenzado a surgir como algunos de los procesos mas esenciales a nivel
transcripcional o postranscripcional en eucariotas para controlar la expresion génica y reprimir
elementos transponibles (TE). En las plantas se han descrito muchas especies de RNAp que difieren
en biogénesis y funciones (Fang y Qi, 2015). Los ARN's, producidos por la enzima Dicer de la
enzima tipo ribonucleasa III o las proteinas tipo Dicer (DCL) en la mayoria de los eucariotas, se
incorporan a las proteinas Argonautas (AGO) para inducir el silenciamiento génico especifico de
la secuencia, a menudo a través de la escision y degradacion del ARNm (ARN mensajero), la
inhibicion de la traduccion o silenciamiento genético transcripcional (Baulcombe, 2004). Los DCL
y los AGO son, con mucho, los componentes mas importantes del sistema RNAI, ya que los DCL
generan RNA y operan para silenciar los genes objetivo a través de los AGO. DCL1 es esencial
para la sobreexpresion de miRNAs (microRNA), siRNAs (small interference RNA) de los cuatro
Arabidopsis DCL’s, y desempefia un papel en la proteccion de las plantas. Los patogenos virales
de plantas involucran genomas diversificados, que incluyen ARN monocatenario (ssRNA), ARN
bicatenario (dsSRNA), ADN monocatenario (ssADN) o ADN bicatenario (dsADN) (Huang et al.,
2016). Las enfermedades infecciosas de las plantas pueden reducir la calidad de los cultivos,
contribuyendo a grandes pérdidas globales. La proteccion antiviral basada en la interferencia de
ARN (ARNI) se encuentra entre las vias de defensa primaria mas utilizada en las plantas (Yang y

Li, 2018).
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2.3.3 Metilacion del ADN en Tejidos Vegetales

La metilacion del ADN es una forma rdpida de adaptacion al medio ambiente, ya que cambios en
la metilacion del ADN producen fenotipos alterados(Alonso et al., 2016). Hoy en dia se consideran
a los mecanismos epigenéticos como mediadores de adaptacion al medio ambiente. Se han
realizado amplios estudios que permiten establecer una relacion entre la metilaciéon del ADN en
plantas y las condiciones del medioambiente (Alonso efal., 2016). La metilacion del ADN
generalmente se refiere a la modificacion de la citosina para convertirse en 5-metilcitosina (SmC).
La metilacion del ADN en los dinucleotidos CG es evolucionariamente conservada en plantas,
mamiferos y algunos hongos. En Arabidopsis, la metilacion de CG y CHG se mantiene
principalmente mediante ADN metiltransferasal (MET1) (Han et al., 2019). La metilacién del
ADN ayuda a organizar la cromatina en regiones heterocromaticas compactas, requiere
silenciamiento repetido y ha estado involucrada en el control de la expresion génica y la
recombinacion (Briutigam y Cronk, 2018). La capacidad de modelar patrones de metilacion del
ADN en resolucién de base unica ofrece posibilidades para una mejor comprension de varios
aspectos de la metilacion del ADN, como la regulacion genética, la herencia transgeneracional, la
variabilidad genética y las implicaciones funcionales (He y Li, 2018). En la planta, la metilacion
del ADN de novo es un proceso complejo bajo un estricto control de la via de metilacion del ADN
dirigida por ARN (RdDM). RdDM es un proceso de multiples pasos que consiste en la biogénesis
de ARN interferente pequefio dependiente de polimerasa IV (siRNA), la metilacion de ADN de

novo mediada por polimerasa V y la modificacion de la cromatina (Elhamamsy, 2016).

2.3.4 Desmetilacion del ADN en Tejidos Vegetales

La desmetilacion del ADN ocurre a través de una fase pasiva o activa. La desmetilacion pasiva
del ADN corresponde a la pérdida de la metilacion del ADN durante la replicacion del ADN debido
a la reduccion o inactivacion de las enzimas que conducen a la metilacion del ADN (Zhu, 2009).
La desmetilacion pasiva del ADN se documentd durante la produccion de gametofitos en plantas
con flores (Li et al., 2018). Se identificaron elementos transponibles (TE) en el polén que se

reactivaron inesperadamente solo en la célula vegetativa, que sigue a la célula de esperma, pero no
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proporciona ADN al cigoto fertilizado. La desmetilacién del ADN activa es iniciada por la familia
de ADN glicosilado que incluye Demeter (DME), Silencing Repressor 1 (ROS1), tipo Demeter 2
(DML2)y tipo Demeter 3 (DML3) (Zhu, 2009). Un mecanismo basado en la reparacion de escision
basal (BER) (Drohat y Coey, 2016). Ademas de ser esencial para la reprogramacion epigenética de
todo el genoma, la desmetilacion activa del ADN a menudo media la activacion de genes
especificos (Li etal., 2018). ROS1, DML2 y DML3 estan presentes en todos los tejidos
vegetativos, mostrando redundancia funcional parcial. Sin embargo, un triple mutante de
Arabidopsis ROS1, DML2 y DML3 (rdd) mostr6 hipermetilacion del ADN en casi 9000 loci, que
fue un ntimero significativamente mayor que el numero de /oci especificamente dirigido por ROS1
(Han et al., 2019).

Existen varios estudios en diferentes especies de plantas en los que se han aislado y caracterizado
ADN demetilasas como lo son: fresa (Gu et al., 2016), pera (Liu ef al., 2018), berenjena (Moglia
et al.,2019) y vid (Shangguan et al., 2020). Se ha demostrado que varias enzimas asignadas como
glicosilasas de ADN en plantas presentan una actividad de desmetilacion del ADN las cuales
utilizan la via de reparacion por escision de bases. DEMETER (DMT) y REPRESOR DE
SILENCIO 1 (ROS1) son los fundadores de una familia vegetal de glicosilasas de ADN, que
incluye a DEMETER-LIKE 2 (DML2) y DML3 (Law y Jacobsen, 2010). Todas estas enzimas son
proteinas grandes las cuales tienen el dominio de la superfamilia de ADN glicosilasas RRM DME,
también llamadas enzimas de reparacion de ADN (Kiselev ef al., 2013). Se ha demostrado que la
desmetilacion es parte fundamental del desarrollo y envejecimiento de las plantas. En un estudio
realizado en Arabidopsis se encontré que los niveles de metilacion bajaban significativamente
durante la expresion genes ADN demetilasas (DME, ROS1, DML2 y DML3), esto indica que las
regiones metiladas del ADN pueden sufrir desmetilacién mientras envejecen mediante la reduccion
de los procesos de metilacion del ADN (Ogneva et al., 2016). Los experimentos in vitro en distintos
tejidos vegetales como embriones cigéticos y plantas han demostrado que las cuatro glicosilasas
del ADN vegetal son capaces de cortar el enlace N-glicosidico entre la columna vertebral del ADN
y la 5-metilcitosina (Ikeda y Kinoshita, 2009). Aunque las enzimas ADN demetilasas pueden tener
un sustrato especifico muy similar, tienen diferentes funciones biologicas dentro de las plantas
(Law y Jacobsen, 2010b). Desde que ROS1 se describi6 por primera vez en plantas de Arabidopsis
modificadas genéticamente, se designé su papel de eliminar la metilacion de la citosina de la

secuencia del transgén, y muchos loci objetivo de RADM en plantas mutantes de rosl mostraron
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una disminucion en la metilacion de CHG (Gong et al., 2002). Los analisis de knock-down
revelaron que en los elementos transponibles y las secuencias repetidas, DML2 y DML3 eliminan
la metilacidn de la citosina, y 179 loci estaban hipermetilados en el triple mutante ros1 dml2 dml.
Por otro lado, se ha demostrado que DML2 y DML3 son necesarios para una alta metilacion
significativa (Kiselev et al., 2013). En 2020 Shangguan et al., aislaron y caracterizaron secuencias
de ADN demetilasas durante el desarrollo en vid (Vitis vinifera), se realizd una comparacion entre
genes reportados en Arabidopsis y encontraron que DME, ROS1 y DML3 estaban presentes en
vid.

2.3.5 Metilacion y Desmetilacion del ADN por Estrés Biotico y Abiotico en Tejidos Vegetales

El estrés es cualquier situacion adversa que impacte en la progresion, crecimiento y rendimiento
de un organismo. Puede ser una situacion abidtica, ocasionada por luz, temperatura y salinidad,
mientras que el estrés biodtico es producido por los organismos vivos que tienen influencia en un
ecosistema. Varios reportes recientes muestran que diferentes tipos de estrés ocasionan distintas
alteraciones epigenéticas tales como la metilacion y desmetilacion del ADN, (Elhamamsy, 2016).
En Arabidopsis thaliana, el gen AtHKTI1 que codifica la proteina transportadora de sodio
desempefia un papel crucial en la tolerancia a la sal de la planta, esto quiere decir que al no haber
metilacion hubo expresion de genes de respuesta involucrados (Deinlein et al, 2014). La
metilacion del ADN en el promotor AtHKT1 controla la expresion de AtHKT1. Por lo tanto, (Baek
et al., 2011) reportd que Arabidopsis mutante a MET1 fue hipersensible al estrés salino debido a
la pérdida sustancial de metilacion de citosina y la expresion modificada del gen AtHKTI. En las
raices de maiz, la exposicion al estrés por frio disminuye la expresion de genes MET1 y reduce el
nivel de MET1 que conduce a la desmetilacion de los elementos transponibles Activador /
Disociacion (Ac/Ds). En un estudio realizado por (Hao et al., 2002) donde crioconservaron puntas
de brotes de 10 genotipos distintos de fresa por el método de encapsulacion-deshidratacion, se
midio el nivel de metilacion de las muestras el cual mostré aumento y se encontrd evidencia de que
la crioconservacion se relaciona con el estado de metilacion del ADN. En otro estudio, esta vez en

Arabidopsis thaliana, expuestas a crioconservacion-vitrificacion, obtuvieron que los cambios en
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los niveles de metilacion del ADN estd directamente relacionado con el tratamiento de
crioconservacion, sin embargo, no se observaron alteraciones en los rasgos fenotipicos de las
plantas (Wang y He, 2009).

En un estudio en Quercus robur se evalu6 el nivel global de metilacion del ADN después de la
crioproteccion, la desecacion y el crioalmacenamiento y encontraron que la desecacion y el
almacenamiento en nitrogeno liquido no tuvieron ningtn efecto sobre el estado de metilacion del
ADN de las plumulas de Q. robur (Plitta et al., 2014). Otro estudio similar fue llevado a cabo en
semillas de Quercus robur y Fagus sylvatica, donde se evalud la metilacion del ADN mediante
un anticuerpo particular dirigido a la citosina metilada en los dinucle6tidos CpG. El ADN extraido
de los tejidos fue tratado a deshidratacion (control), una combinacion de deshidratacion y solucion
de vitrificacion de plantas, asi como enfriamiento rapido en nitrogeno liquido a una temperatura de
-196 °C, los resultados obtenidos fueron una desmetilacion del ADN mucho mayor en los tejidos
tras la crioconservacion en nitrogeno liquido que en los controles o en los tejidos que fueron
vitrificados (Nuc et al., 2016).

La desmetilacion del ADN tiene dos vias, la via pasiva se da cuando existe una ausencia de
metilacion en el ADN durante varios ciclos de replicacion del mismo (Kress et al., 2001), por otra
parte, existe la desmetilacion activa del ADN mediante enzimas que remueven el grupo metil del
carbono 5 de la citosina por medio de la via de reparacion por exisicion de bases (BER) (Zhang
etal., 2018). Los ROS1, DML2 y DML3 de Arabidopsis se encuentran en diversos tejidos
vegetativos de la planta y parecen contribuir a la estabilidad y flexibilidad del epigenoma, ademaés
de proteger el genoma contra la metilacion excesiva (Tang et al., 2016). En un estudio se crearon
alelos mutantes de pérdida de funcion de DML2, un gen del tomate que estd estrechamente
relacionado con el gen de la demetilasa del ADN de Arabidopsis ROS1. Muchos genes tuvieron
una mayor metilacion del ADN en los frutos de los mutantes del tomate. Se detectd que el gen de
ADN demetilasa DML3 se esta expresesando positivamente por lo cual, llegaron a la conclusion
de que DML2 es necesario para la maduracion del fruto del tomate, y que la desmetilacion activa
del ADN es necesaria tanto para la activacion de los genes inducidos por la maduracion como para
la inhibicién de los genes reprimidos por la maduracion (Lang et al., 2017). Satgé et al. (2016)
reportaron que la relacion de trabajo de las leguminosas con las bacterias fijadoras de nitrogeno del
suelo esta parcialmente regulada por la desmetilacion activa del ADN; los autores reportaron que

Medicago truncatula cuenta con cuatro miembros de la familia DML (Tipo DEMETER) llamadas
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(MtDME, MtDMLI1, MtROS (Represor del Silenciador) y MtROSLI(Tipo Represor del
Silenciador) y que en los noédulos inducidos por Rhizobium, solo MtDME estd regulado
positivamente.

De acuerdo a los estudios descritos relacionados con las técnicas de crioconservacion de plantas,
claramente se puede observar la necesidad de optimizar las técnicas de crioconservacion a fin de
evitar modificaciones epigenéticas relacionadas con la metilacion-desmetilacion del ADN durante
los procedimientos de crioconservacion en Vitis vinifera y asi mantener la fidelidad fenotipica y

genotipica de las plantas crioconservadas.
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3. HIPOTESIS CIENTIFICA

La crioconservacion mediante vitrificacion induce la expresion de los genes DMT
(DEMETER), ROS1 (Represor del silenciamiento 1), DML3 (Tipo DEMETER 3) relacionados

con la desmetilacion de ADN en embriones cigoticos y plantas de vid (Vitis vinifera).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Analizar la expresion de genes involucrados en la desmetilacion de ADN de vid (Vitis vinifera) cv

redglobe post-crioconservacion.

4.2 Objetivos Especificos

Realizar la crioconservacion de embriones cigéticos de vid y la regeneracion a plantas completas.

Desarrollar el analisis bioinformatico de genes de ADN demetilasas de vid.

Analizar mediante RT-qPCR los cambios en expresion de genes de ADN demetilasas de embriones

y plantas de vid crioconservadas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Muestreo de Uvas

Las frutas de vid del cultivar red globe se obtuvieron del mercado de abasto y de establecimientos
comerciales locales en cajas con aproximadamente 10 kg de fruta, en la ciudad de Hermosillo,

Sonora, México.

5.2 Desinfeccion de Semillas

Las uvas o bayas se desinfectaron con jabon y agua, posteriormente se lavaron 3 veces con agua
destilada estéril. Con ayuda de bisturi estéril se separaron las semillas de las bayas en campana de
flujo laminar y se colocaron en cajas Petri estériles. Se realizé una prueba de viabilidad mediante
flotacion (Ugbede y Hamadina, 2018) en agua. Se desecharon las semillas que flotan y aquellas
que precipitaron fueron lavadas con jabon y con agua destilada estéril (3 veces), posteriormente se
lavaron con etanol 70% por 5 minutos y NaOCl al 1.5% por 15 minutos y se enjuagaron con agua

destilada estéril (3 veces).

5.3 Extraccion de Embriones Cigoticos de Vid

La extraccion del embrion de las semillas de vid se realizdo en campana de flujo laminar
(Horizontal Laminar Flow Cabinet, Esco Airstream®) bajo condiciones estériles con ayuda de un
bisturi y estereoscopio (Daigger Scientific Inc.).

El control positivo fue embriones sin tratamiento, los cuales se colocaron en medio de regeneracion

de acuerdo a lo reportado (Garcia Coronado et al., 2015).
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5.3.1 Tratamientos de Embriones Cigoticos de Vid

En la primera fase del tratamiento se dejaron las semillas de vid en acido giberélico con
concentracion de 1 ppm durante 24 horas. Posteriormente se realizaron lavados con jabon y agua,
se aplico etanol 70% por 5 minutos y NaOCl al 1.5% por 15 minutos. Se lavaron 3 veces con agua
destilada estéril. Se extrajeron 50 embriones y se colocaron en 10 frascos (5 embriones por frasco)
conteniendo medio de regeneracion . En la segunda fase del tratamiento se dejaron las semillas de
vid en 4cido giberélico con concentracion de 1 ppm durante 24 horas, posteriormente se separaron
de las semillas los embriones (50 embriones), se colocaron en PVS2 (30% (w/v) glicerol, 15%
(w/v) etilenglicol, 15% (w/v) DMSO y 0.4 M sacarosa) al 50% a 25°C en agitacion durante 10
minutos y después en PVS2 100% a 4°C durante 10 minutos y se colocaron en medio de
regeneracion.

En la tercera fase del tratamiento se trataron las semillas de vid en acido giberélico, se separaron
50 embriones y se les aplico el tratamiento con PVS2 al 50% duarnte 10 mintuos a 25°C y al 100%
durante 10 minutos a 4°C, al finalizar, las semillas se congelaron en nitrégeno liquido (NL) durante
30 minutos, se descongelaron en baio Maria a una temperatura de 38°C durante 3 minutos en bafio
Maria, y se colocaron en medio de regeneracion hasta la obtencion de planta completa para una

posterior extraccion de ARN total (Garcia Coronado ef al., 2015).

5.3.2 Regeneracion in vitro a Planta Completa de los Embriones de Vid Crioconservados

En campana de flujo laminar horizontal, previamente esterilizada con etanol (70%) e hipoclorito
de sodio (1.5%), los embriones se colocaron en medio de cultivo para inducir germinacion. El
medio de germinacion de embriones contiene macronutrientes, micronutrientes y vitaminas del
medio MS (Garcia Coronado ef al., 2015) suplementado con 0.035 mg de acido giberélico, 50 mg
de mio-inositol, 50 mg de hidrolizado de caseina, 30 g de sacarosa, 8 g de agar y 3 g de carbon
activado. Los embriones se incubaron a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad

en una camara de crecimiento hasta obtener planta completa (Garcia Coronado et al., 2015).
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5.4 Busqueda de Genes de ADN Demetilasas de Vid en Base de Datos

Se realiz6 una buisqueda de genes relacionados con desmetilacion de ADN a partir de lo reportado
en bibliografia utilizando la base de datos The Arabidopsis Information Resource (TAIR)
(https://www.arabidopsis.org/). Se seleccionaron las secuencias de los genes DEMETER
AT5G04560.2, ROS1 AT2G36490.1, y DEMETER-LIKE 3 AT4G34060.1 de Arabidopsis
thaliana como secuencias referencia para alineamiento contra genoma de vid.

Se realizO una busqueda de secuencias conservadas en vid en la pagina web

https://plants.ensembl.org/index.html introduciendo las secuencias de genes seleccionadas y

haciendo un alineamiento en BLAST contra el genoma de vid.

5.5 Andlisis Filogenético de ADN Demetilasas

Con las secuencias identificadas por BLAST de ADN demetilasas en vid y las secuencias de
referencia de Arabidopsis thaliana, se realiz6 un analisis filogenético con el programa “Clustal
Omega” en el cual se ingresaron las secuencias de ADN demetilasas en vid y secuencias control

(genes de Arabidopsis thaliana) (Madeira et al., 2019).

5.6 Analisis de Promotores de Genes de ADN Demetilasas en Vid

Dentro de la secuencia de genes de ADN se aislaron 1200 pb de la region 5°del gen a partir de
codon de inicio (ATG), para identidicar los elementos en cys conservados. Una vez obtenida esta

secuencia se analiz6 con el programa PlantPAN 3.0 (Chow et al., 2019).
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5.7 Busqueda de Dominios Conservados de Genes de ADN Demetilasas

Se realizé una busqueda de dominios conservados de genes de ADN demetilasas en vid, utilizando

la secuencia de aminoacidos de cada gen, comparando con la secuencia de referencia de

Arabidopsis thaliana en la pagina del NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

5.8 Busqueda de Regiones Codificantes y Secuencias Motivo de Genes de ADN Demetilasas

La identificacion de los ORF's (Marco de lectura abierto) de las secuencias que codifican para
ADN demetilasa (DEMETER, ROS1 y DEMETER LIKE 3) se realizo con la herramienta
Orffinder del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/).

Para las secuencias motivo se utilizo el programa MEME, en el cual se introdujeron las secuencias
de aminoacidos de las ADN demetilasas identificadas en vid y las secuencias de referencia en

Arabidopsis thaliana (Timothy y Charles, 1994).

5.9 Disefio de Oligonucledtidos de Genes de ADN Demetilasas de Vid

Se realiz6 el disefio de oligonucledtidos para qRT-PCR mediante el programa “QuantPrime”,
obteniéndose 10 pares de primers para los genes DEMETER VIT 13s0074g00450, ROSI
VIT _08s0007g03920, y DEMETER-LIKE 3 VIT 06s0061g01270. La anotacién utilizada fue
EnsemblGenomes release 14 (genoma +) con el organismo Vitis vinifera, el protocolo fue SYBR

Green real-time qPCR (no splice variant hits).
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5.10 Extraccion de ARN Total y Sintesis de ADNc

Los tejidos crioconservados se colocaron en microtubos estériles de 1.5 ml y se pulverizaron con
micropistilos para extraer el ARN total utilizando el ‘RNeasy plant mini kit’, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (QIAGEN México, D.F.). Se determin¢ la pureza, concentracion e
integridad del ARN total mediante cuantificacion espectrofotométrica en NanoDrop ND-1000 UV-
Vis y electroforésis en gel de agarosa en buffer TAE al 1% tefiido con gel red, visualizdndolo con
luz U.V. en un transiluminador. Se registraron los resultados de la electroforésis mediante un
fotodocumentador digital. Posteriormente, se realizo la sintesis del cDNA utilizando el ARN total

segun lo indica el kit ‘SMARTer PCR cDNA synthesis kit’ (Clontech Laboratories USA, CA).

5.11 Amplificacion y Validacion de Genes de Demetilasas de ADN en V. vinifera

La amplificacion de las demetilasas de ADN (DME, DML3 y ROS1) se realiz6 utilizando ADN
genomico y ADNc de yemas, plantas y embriones cigoticos de V. vinifera. Se utilizo GAPDH
como gen constitutivo. La condicion de PCR se realizé para GAPDH (1- 94°C 2 min, 2¢c- 94°C 15
s, 3¢c- 66 °C 30 s, 4¢c- 68 °C 1 min, 5- 4°C --:--, 35 ciclos 2-4), DME (1- 94°C 2 min, 2¢- 94°C 15
s,3¢c-694°C30s,4c- 68 °C 1 min, 5- 4°C --:--, 35 ciclos 2-4), ROS1 (1- 94°C 2 min, 2¢- 94°C
155s,3c-68°C30s,4c- 68 °C 1 min, 5- 4°C --:--, 35 ciclos 2-4), DML3 (1- 94°C 2 min, 2¢- 94°C
155s,3c- 67 °C 30 s, 4¢c- 68 °C 1 min, 5- 4°C --:--, 35 ciclos 2-4). Se obtuvieron las condiciones
de anélisis de la qRT-PCR para cada gen (GAPDH, DMT, ROS1 y DML3) (1- 94°C 5 min, 2c-
94°C 15 s, 3¢c- 68 °C 1 min, 4- 95 °C 15 s, 5- 60°C 1 min, 6-95 °C 15 s, 40 ciclos 2-3).

5.12 Analisis de Expresion de ADN Demetilasas.

Se realizo el andlisis de expresion relativa (AACt) por QRT-PCR con el kit “Luna® Universal gPCR
Master Mix (New England)” en un termociclador ‘StepOne™ Real Time PCR System de Applied
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Biosystems en plantulas de vid durante la crioconservacion. El gen que codifica para la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de V. vinifera se utiliz6 como gen constitutivo
o normalizador (VVGAPDH-F y VVGAPDH-R) de acuerdo a (Reid et al., 2006).

Las condiciones de reaccion de qRT-PCR utilizadas fueron las especificadas en el kit “Luna®
Universal gPCR Master Mix (New England)” con 100 ng de oligonucledtidos y 50 ng de cDNA.
La cuantificacién se realizé por duplicado incluyendo controles negativos sin templado para cada
uno de los transcritos evaluados. Asimismo, se construy6 una curva de disociacion para verificar
la especificidad de amplificacion de los oligonucleodtidos y se analizé la eficiencia de amplificacion

respecto al gen endogeno para cada uno de los genes.

5.13 Disefio Experimental y Anélisis Estadistico

Todos los experimentos presentaron un disefio completamente al azar con al menos 5 réplicas
biologicas en cada tratamiento. Las medias de los resultados de expresion se compararon

utilizando una prueba de Dunnett con el programa NCSS 2021 con un 95% de confianza.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccion y Regeneracion de Embriones Cigoticos de Vid

En el tratamiento control se empez6 a observar inicios de regeneracion a partir del dia 3 y
finalmente se obtuvo un porcentaje de regeneracion del 88%; para el tratamiento 1 (&cido
giberélico, AG3) se empez0 a partir del dia 4 y logrando un porcentaje de regeneracion del 90%,
en el tratamiento 2 (AG3+PVS2) se empezo a ver regeneracion a partir del dia 7 alcanzando un
porcentaje de regeneracion del 24% y por ultimo, en el tratamiento 3 (AG3+PVS2+NL) la
regeneracion empezo a partir del dia 7 consiguiendo un porcentaje de regeneracion del 4%. La
rapidez en la regeneracion de los embriones mostro una relacion inversa con las etapas del
procedimiento de crioconservacion: control>tratamiento AG3>PVS2>PVS2+NL.

Se llevé a cabo un experimento de regeneracion en meristemos apicales de V. vinifera en el cudl el
porcentaje de regeneracion disminuy6 con el aumento de la exposicion de PVS2 (Shatnawi et al.,
2011). Otro estudio similar realizado por Markovic et al., (2015), utilizando como tejido
meristemos apicales de V. vinifera demostraron que la capacidad de desarrollo de los embriones
disminuy¢ con el aumento en los tiempos de vitrificacion.

En la Figura 1 se observa que la regeneracion de embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera)
después de 32 dias de la regeneracion control, tratamiento con AGs, PVS2 y del tratamiento de
crioconservacion (PVS2+NL), ha sido efectiva en todos los tratamientos, eaunque se observaron
diferencias significativas en cuanto a tiempo de crecimiento y a proceso de regeneracion. En el
Control + (Figura 1A): Se observan plantulas més grandes con hojas y un enraizamiento mas
pronunciado, se obtuvo un 88% de regeneracion, en el tratamiento con AGs (Figura 1B) se puede
observar un tallo menos vigoroso que contrasta con la imagen de la Figura 1A, obteniendo un
porcentaje de regeneracion del 90%, en el tratamiento con AG3+PVS2 el porcentaje de germinacion
obtenido fue 24% (Figura 1C), en esta etapa se ve claramente que hay una disminucion del tamano
de la plantula, asi como el numero de explantes regenerados y en el tratamiento con
AG3+PVS2+NL (Figura 1D) se registrd una regeneracion del 4% y un retraso evidente en el
crecimiento de la planta. Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con los reportados por

Garcia-Coronado et al., en 2015, considerando que estos autores obtuvieron mas del 75% de
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regeneracion en tratamiento control y disminuy6 en el tratamiento con PVS2 a un 30% de
regeneracion, por lo que se puede decir que una posible causa por la cual la regeneracion fue
disminuyendo a lo largo de los tratamientos es el estrés causado por la exposicion a
crioconservadores, ya que esto ocasiona deshidratacion en las células con la finalidad de que no se
formen cristales de hielo y también el estrés generado por el proceso de crioconservacion, ya que
el embridn esta sometido a ultra bajas temperaturas. Datos similares fueron reportados por Lazo,
etal., (2018) en un estudio en el cual utiliz6 el método de crionservacion por vitrificacion en yemas
de vid de 0-420 min. Los resultados mostraron un 30 % de regeneracion utilizando PVS3, un 25 %
utilizando solo glicerol y >10 % utilizando PVS2 sugiriendo que el tiempo de exposicion a PVS2
es escencial para la viabilidad de los tejidos. En 2018 un estudio realizado por Lineros et al., en P.
radiata en el cual se evalu6 la viabilidad del tejido crioconservado con crioprotectores y el
porcentaje de reactivacion del tejido. Los resultados mostraron que la viabilidad de los tejidos
tratados fueron menores que el control, utilizando como crioprotectores una combinacion de 0.4
M de sorbitol, 5% (p/v) dimetilsulféxido y 0.09 M de L-prolina. Lo anterior demuestra la necesidad
de la optimizacion de la metodologia de crioconservacion.

En el presente trabajo, se observé un retraso en los tiempos de crecimiento de las plantas tratadas
en comparacion a las plantas control, también se observaron cambios morfologicos debido al estrés
sometido por vitrificacion y crioconservacion de las plantas después de 32 dias de germinacion en
cultivo in vitro, los resultados sugieren diferencias evidentes en la longitud de los tallos de plantas
tratadas en comparacion con aquellas sin tratar, también encontramos diferencias en el nimero de
hojas y la longitud de las raices primarias de las plantas vitrificadas y crioconservadas (Figura 1)
En otro estudio realizado en coco, la longitud de la raiz primaria mostr6 un retraso significativo en
el desarrollo morfoloégico de las plantulas recuperadas de los embriones crioconservados
(Sisunandar et al., 2010).

En contraste a lo anterior, se han realizado estudios en los cuales no existe evidencia de cambios
morfologicos despues del tratamiento de crioconservacion a diferentes tejidos vegetales. En 2011,
se realizé un estudio en platano en el cual los meristemos fueron tratados con el método de
crioconservacion mediante un protocolo denominado método simple, basado en un precultivo de
los agregados de meristemos en medio enriquecido con 0.4-0.5 M de sacarosa, durante tres
semanas, seguido de enfriamiento rapido, lo cuales fueron desarrollados a plantas de campo. Este
estudio reportd no haber encontrado diferencias significativas de variaciones morfologicas en

plantas crioconservadas (Torres et al., 2011).
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Debido a los resultados obtenidos en el presente trabajo y a que existen varios estudios realcionados
con la vitrificacion y crioconservacion, podemos aseverar que aun falta trabajo para que el método
utilizado sea efectivo en cuanto a regeneracion y viabilidad se refiere, ya que se necesita optimizar
los tiempos de exposicion a nitrogeno liquido y también se requiere la optimizacion para el
mejoramiento de la técnica de descongelacion, ademas, se podria ayudar a los embriones afiadiendo
elementos antioxidantes para evitar la acumulacioén de especies reactivas de oxigeno provocadas

por la exposicion al estrés de la crioconservacion.

i1 Adobe Spark
Figura 1. Plantulas regeneradas de vid crioconservadas, después de 32 dias. A: regeneracion de
embriones control (sin tratamiento), B: regeneracion de embriones tratados con AG3, C:
regeneracion de embriones tratados con PVS2, D: regeneracion de embriones tratados con PVS2,
D: Regeneracion de embriones tratados con PVS2 + Nitrégeno Liquido.

6.2 Busqueda de Genes de ADN Demetilasas de Vid en Base de Datos

Las modificaciones epigenéticas en la planta son comunes cuando la planta es sometida a un estrés
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biotico o abidtico. El estrés que causa estar expuesto a bajas o ultrabajas temperaturas puede inducir
la expresion de ADN demetilasas en la planta (Sirohi ef al., 2016). Roldan-Arjona et al., (2009)
generaron reportes genéticos y bioquimicos, que indican la existencia de dos proteinas de
Arabidopsis thaliana las cuales tienen dominio ADN glicosilasa llamadas represor del
silenciamiento 1 (ROS1) y DEMETER (DME). Estas proteinas tienen como funcidén desmetilar el
ADN vy estan relacionadas con la expresion positiva de los genes que han sido silenciados con
anterioridad, por la accion de la metilacion. En la actualidad, el tinico organismo donde se ha visto
reportado la presencia de enzimas pertenecientes a la familia DML (DEMETER-LIKE) es en
Arabidopsis thaliana (Mart, 2012). Debido a lo anterior se realiz6 la busqueda en la base de datos
TAIR (https://www.arabidopsis.org/) y se encontraron secuencias de ADN demetilasas DEMETER
AT5G04560.2, ROS1 AT2G36490.1, y DEMETER-LIKE 3 AT4G34060.1 de Arabidopsis

thaliana. Después de realizado un BLAST con el genoma de vid (Vitis vinifera), se obtuvieron las
siguientes secuencias para cada uno de los genes seleccionados DEMETER VIT 13s0074g00450,
ROS1 VIT 08s0007g03920,y DEMETER-LIKE 3 VIT 0650061201270 en vid (Cuadro 1). Esto
coincide con un reporte en el cual se realizo la caracterizacion de genes de ADN metiltransferasas
y ADN demetilasas en vid, ellos indican que los genes reportados como DEMETER, ROS1 y
DEMETER-LIKE 3 en Arabidopsis thaliana son VIT 13s0074g00450, VIT 08s0007g03920 y
VIT 06s0061g01270 en Vitis vinifera, respectivamente (Shangguan et al., 2020).

Cuadro 1. Identificacion de genes ADN demetilasas en Vitis vinifera. Valor de e-value,le-5

Gen ID Ta.maflo. en Localizacion en el (’)rtolog? en Anotacién
aminoacidos cromosoma A. thaliana
VIT 135007400450 1873 13:8239220-8249559 AT5G04560.2 DMT
VIT_08s0007g03920 1775 8:17914203-17923902 AT2G36490.1 ROS1
VIT 0650061201270 932 6:19096083-19101208 AT4G34060.1 DML3

6.3 Analisis Filogenético de Genes de ADN Demetilasas de Vid

Existen estudios en los cuales se han observado homoélogos de DMT, ROS1 y DML3 en
Arabidopsis thaliana (Penterman et al., 2007; Nie et al., 2019; Zhang et al., 2019; Khouider ef al.,
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2021). Con el objetivo de encontrar secuencias (hits) en vid dentro de la misma familia de genes
que las secuencias referencia (Arabidopsis), se alinearon y obtuvieron resultados de analisis
filogenéticos que se muestran en la Figura 2, para DMT y DML3 respectivamente. Se puede
observar como los hits pertenecen a la misma familia de genes que los de la referencia (4rabidopsis
thaliana). Los resultados arrojados por el programa “Clustal Omega” muestran que
VIT 1350074g00450 (DMT) fue el mas cercano a la secuencia de referencia de Arabidopsis
thaliana (AT5G04560.2), asi mismo, VIT 06s0061g01270 (DML3) mostré més semejanza a las
secuencias referencia de Arabidopsis thaliana (AT4G34060.1) (Figura 2). Para la secuencia de
VIT 08s0007g03920 (ROS1) se tomd como referencia lo reportado donde indican que el
homologo en Arabidopsis thaliana es AT2G36490 (Shangguan ef al., 2020). Las secuencias de
Vid identificadas se compararon con otras a través de un anélisis filogenético, para ello se tomaron
varias secuencias de ADN demetilasas en distintas especies de plantas (Arabidopsis thaliana,
Camelina sativa, Carica papaya, Citrus clementina, Brassica napus, Vitis riparia) y se realizo un
analisis filogenético con a todas las secuencias resultando en cercania o ascendencia comun entre

el gen de referencia y gen de Vitis (Figura 3).

] AT4G34060IDML3_aa 0.3165

' : VIT_06s0061g01270.t01 0.25309
| VIT_13s0074900450.t01 0.25975

' VIT_08s0007g03920.t101 0.23719

; VIT_13s0074900450.101 0.24589
i AT5G04560.1IDME_aa 0.27694

VIT_08s0007g03920.101 0.24636
VIT_06s0061g01270.101 0.24823

Figura 2. Arboles filogenéticos de ADN demetilasas de DME y DML3 en Vitis vinifera.
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AIDGO120.1_demastoer-like_3_[Brassica_napus] ©.1 6833
XP_010432468.1 _DEMETER-like_3_[Camelina_sativa] 0.03788
®P_010447151,1_DEMETER-like_3_X2_[Camalina_sativa] -0.00837
XP_ 010447 148,11 _DEMETER-like_3_X1_[Camedina_sativa] 000837
XF_OZ0ATEZTE.1_DEMETER-like_3 X1_[Arabidopsis_lyrata) 000855
®P_020875280.1_DEMETER-ike_3_X2_[Arabidopsia_lyrata) -0.00558
ATAGIOEQIDMLI _[Arabidopsis_thaliana] O.046683

XP_ 0236354431 DEMETER-like_3_[Capsella_rubella)] 0.11711
VIT_DBs0061401270.101_putative DMLI_[Vitis_vinifora]_Shangguanzo2o -0.02797
XP_ 0022708652 _DMLI_[Vitis_vinifora] _Kisslew2013 0.036855
XP_018086343.1_DEMETER-like_2_[Camelina_sativa] 0 05848
XP_010468080.1_DEMETER-like_2_[Camalina_sativa] 008367
ATIGI0O10IDMLE_[Arabidopsis_thalianna] 0.05933
XF_OZ0BATET1.1_DEMETER-like_2Z X1 _[Arabldopsis lyrata) 000068
XP_O20887574.1_DEMETER-Ike_2_X2_[Arabldopsis_lyrata)] -0.00068
XP_O0E2N6678.1 _DEMETER-like_2_[Capssila_rubelia) 0.12507
XP_OZ2ETABZE.1_ROS1-like X1 _[Brassica_napus] 0.14557
XP_006410826.1_ROS1_[Eutrema_salsugineum] 0.13879
XP_020883201.1_ROS1_X4_[Arabidopsis_lyrata] 0.00002
AT2EIGAB0.1ROS1 _an O

AT2G364901 DMLY _ROS1_[Arabidopsis_thaliana) O

XP_020883202.1 _ROS1_X5_[Arabidopsis_lyrata] 0.05872

XP_O10816871.1_ROST -like_[Camaling_sathva) 008518

VIT_OBS0007QO3920.101 -0.00521

XP_OOZ2TT401.1_ROS1_[Vitis_vinilera] Kiselev2013 0.00521
VIT_0Bs0007g03820.101_putalive ROST_ DMLY _[Vitie_viniferal  Shangguan2020 -0.0027
CBI30244.3_unnamed_protein_[Vitis_vinilera] -0.01178
Solyc0RgO0a080.4.1_ROS1_[Solanum 0.18112

Solyc10gOa3a30. 2.1 _DML2 [Solanum 01878

Solyc11gO0075E80.3.1_hitDME_[Solanum 0. 28399

- XF_0218806813.1_DEMETER_[Carica_papaya) 0.2387
;—- XP_ooa4d6684.1 _DEMETER_[Citrus_clemantina] 024281
VIT_1380074g00450.101_putative_DME_[Vitis_vinifora] _Shangguan2020 -0.00191
- XF_D0Z267310.1_DME_[Vitis_vinitera] _HKisolev2013 0.00191
!— X 0347048451 DEMETER-like X2 [Vitis_riparia) O
HXP_034T704843.1_DEMETER-like_X1_[Vitis_riparia) O

XP_010423863,1_DEMETER-Ike_X2_[Camelina_sativa] 0.02611
XP_010452358.1_DEMETER-like_X3_[Camelina_sativa) -0.00713

- ATEE04580.1IDME _[Arabidopsis_ithaliana] 00758
XP_01048087 1.1 _DEMETER-like_[Camelina_satival 0.02414
Li
—— XP_010452355,.1_DEMETER-like_X1_[Camalina_sathva) 0.00713

Figura 3. Arboles filogenéticos de ADN demetilasa ROS1 en distintas especies vegetales.

6.4 Analisis de Promotores de Genes de ADN Demetilasas en Vid

Los resultados arrojados por el programa PlanPAN 3.0 nos indican que existen regiones en el
promotor a donde se unen factores de transcripcion (FT) que influyen en la expresion de los genes
de ADN demetilasas. En el Cuadro 2, se muestran los FT mostrados por el programa, a los cuales
se les relaciona con la regulacion de la expresion de genes debido al estimulo a diversos factores,
tales como: estrés por infecciones, factores de crecimiento, regulacion de la expresion génica
asociada con procesos de respuesta a estrés abiotico. Los factores de transcripcion AP2/ERF
(APETALA2) son una amplia categoria de factores de transcripcion que se encuentran
principalmente en las plantas. Muchos procesos biologicos y fisiologicos, como la morfogénesis
de las plantas, los mecanismos de respuesta al estrés, la transduccion de sefiales hormonales y la
regulacion de metabolitos, estdn regulados por factores de transcripcion de esta familia (Zhang
etal., 2012; Feng et al., 2020). La clase mas diversa de factores de transcripcion en eucariotas es
la proteina basica de hélice-bucle-hélice (bHLH), que regula la expresion de los genes al interactuar
con un motivo especifico en los genes objetivo. El factor de transcripcion bHLH también es
importante en la respuesta al estrés de las plantas. En el estudio reportado por Sun et al., (2018) se

analiz6 el papel de bHLH en las plantas en respuesta a estimulos como la sequia, la sal y el estrés
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por frio. Otro de los factores de transcripcion encontrados en el analisis de promoteres realizado
fue el de Myb, la familia de proteinas MYB es amplia y funcionalmente diversa. La familia de
proteinas MYB son factores de transcripcion, con diferentes cantidades de repeticiones del dominio
MYB que confieren capacidad de unién al ADN. Las plantas han aumentado selectivamente la
familia MYB, en particular a través de la familia R2R3-MYB. Como indica su amplia
caracterizacion funcional en Arabidopsis, los miembros de esta familia estan implicados en una
serie de actividades especificas de las plantas (Arabidopsis thaliana). Las proteinas MYB son
componentes importantes de las redes reguladoras que controlan el desarrollo, el metabolismo y
las respuestas al estrés biodtico y abiotico (Dubos ef al., 2010). En las especies eucariotas, las
cremalleras basicas de leucina (bZIP) son factores de transcripcién evolutivamente conservados.
Se ha visto que los factores de transcripcion bZIP en Arabidopsis thaliana desempefian un papel
en el desarrollo de la planta, respuesta ambiental y la respuesta al estrés, entre otras cosas (Jakoby
et al., 2002; Droge-Laser et al., 2018). Es debido a lo anterior que es posible decir que lo
encontrado en este trabajo sugiere que las ADN demetilasas, cumplen una funcion ante el estrés

biotico y abiotico.

Cuadro 2. Factores de transcripcion involucrados en la expresion de genes de ADN demetilasas
en vid.

ADN demetilasas (Vifis vinifera)
GEN ID Famiha de FT
GSVIVG00002262001 AP-2
GSVIVG00013553001 bHLH
GSVIVGO005816001 Myb
GSVIVG00017011001 GATA
GSVIVGO0000175001 MADS box
GSVIVG00025497001 TBP
GSVIVGO0098346001 bZIP

6.5 Busqueda de Dominios Conservados en Secuencias de aminoacidos de Genes de ADN

Demetilasas de Vid

Dentro de las secuencias de aminodcidos seleccionadas en el presente estudio se encontraron

dominios que nos permiten decir que estos genes codifican para proteinas con funcion de ADN
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demetilasas en vid, los dominios conservados que se encontraron fueron RRM DME, el cual es un
dominio de pliegues de RRM predicho presente en el extremo C-terminal de glicosilasas similares
a Demeter (Figura 4). Estas proteinas estan involucradas en la desmetilacion del ADN en plantas
donde catalizan la eliminacion de la base SmC y posteriormente escinden la base a través de la
actividad liasa y Perm CXXC, la cual es una versioén permutada de una sola unidad del dominio zf-
CXXC que se detecta en las proteinas similares a Demeter de las plantas terrestres. Gianoglio et
al., en el 2017 realiz6 una evaluacion de los niveles transcripcionales de ADN metiltransferasas y
ADN demetilasas en Globe artichoke, los resultados mostraron que existian dominios RRM DME
y Perm CXXC en los genes detectados. En 2020, se trabajo con Quercus suber L. 'y se realizé una
identificacion y clasificacion de ADN demetilasas en la planta, encontrando los dominios RRM

DME y Perm CXXC (Silva et al., 2020).

VVDME —| ENDO3c superfamily Pem  pRM-DME
CXXC
VVROS1 ENDO3c superfamily g;x"g RRM-DME

VWDML3 ) ENDO3c superfamily Perm CXXC RRM-DME

Figura 4. Dominios conservados de ADN demetilasas en Vitis vinifera (VVDME: gen Demeter
de Vitis vinifera, VVROS1: gen ROS de Vitis vinifera , VVDML3: gen Demeter like 3 de Vitis
vinifera).

6.6 Busqueda de Secuencias Motivo de Genes de ADN Demetilasas de Vid

Se compararon las secuencias peptidicas de los genes control en Arabidopsis thaliana contra las
secuencias petidicas que los genes encontrados en Vitis vinifera, esto con el objetivo de poder tener

una refencia de las secuencias motivos en genes homologos. Los resultados del programa MEME
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muestran secuencias de aminodcidos similares (Figura 5) entre las dos especies, tanto en
Arabidopsis thaliana como en Vitis vinifera. Por otro lado, el programa Tomtom nos arrojé
probables funciones de esas secuencias de aminoacidos para cada uno de los genes en vid (Cuadro
3). Este ultimo paso se realizd con el objetivo de encontrar regiones dentro de los genes que
pudieran indicar uniones al ADN, y regulacion al estrés causado por la crioconservacion. En base
a los tratamientos que se tomaron en cuenta para realizar este trabajo, los resultados arrojados
muestran sitios de union al ADN, lo que es necesario para que las ADN demetilasas puedan llevar
a cabo la desmetilaciéon de manera eficiente, ademas, existen secuencias de regulacion al estrés
abidtico.

Los patrones cortos y recurrentes en el ADN que se cree que tienen importancia bioldgica se
conocen como motivos de secuencia. A menudo indican sitios de union especificos de la secuencia
para nucleasas y factores de transcripcion (FT). Otras proteinas intervienen en la union a los
ribosomas, el procesamiento del ARNm (empalme, edicion, poliadenilacion) y la terminacion de
la transcripcion a nivel del ARN (D’Haeseleer, 2006). En un estudio realizado por Qiu et al., (2019)
se identifico el factor de transcripcion que se unia a una secuencia motivo en Arabidopsis thaliana.
Segun este estudio, REF6 se une preferentemente a patrones hipo-metilados del ADN in vivo,
mientras que la metilacion CHG reduce la afinidad de unién de REF6 al ADN in vitro. Ademas,
las estructuras cristalinas de los grupos de ZnF en asociacion con oligonucledtidos de ADN
sugieren que la 5-metilcitosina inhibe la union de REF6. También encontraron que la union de
REF6 puede disminuir en los /oci heterocromaticos debido a la metilacion del ADN, que
probablemente actie en concierto con otros cambios epigenéticos. Lo anterior nos indican que
efectivamente existen secuencias conservadas en las cuales se unen los factores de transcripcion

para llevar acabo una funcion especifica en el tejido.
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Name p-value  Motif Locations
ArabidospsisDEMETER  7.70e-181 0 u
VitisDEMETER 3.59e-181 |

Motif Symbol Motif Consensus
1. M WPRLCKLDQRTLYELHYQLITFGKVFCTKHKPNCNACPMRGECRHFASAF
2. [ | IDVPRDWIWDLPRRTVYFGTSVTSIFRGLPTEGIQFCFWKGFVCVRGF

3. KWWEEEREVFRGRADSFIARMHLVQGDRRFSPWKGSVVDSVIGVFLTQNV
Name p-value  Motif Locations
ArabidopsisROS1  3.71e-180 ’7 L o
VitisROS1 3.99e-182 o n

Motif Symbol Motif Consensus
1. B OKYLWPRLCKLDQKTLYELHYQMITFGKVFCTKSKPNCNACPMKGECRHF
2. AKWWEEERNVFRGRADSFIARMHLVQGDRRFSKWKGSVVDSVVGVFLTQON

3. | CRTAMRGSFPLNGTYFQVNEVFADHDSSLNPIDVPREWIWELPRRTVYFG
Name p-value  Motif Locations
ArabidopsisDEMETERLIKE3  1.18e-170 L .
VitisDEMETERLIKE3 2.89e-169 e | [

Motif Symbol Motif Consensus
1. BN YPPMDSIQKYLWPRLCKLDQETLYELHYQMITFGKVFCTKKNPNCDACP
2. CKDENCSFCWATREQDSNIFRGTJLIPCRTAMRGAF PLNGTYFQVNEVFA
3. FJINCMHRLQGDRKFKPWKGSVLDSVVGVFLTQNVSDKLSSNAFMALARKE

Figura 5. Secuencias motivo de DME, ROS1 y DML3 en Vitis vinifera en comparacioén con su
homologo en Arabidopsis thaliana.

Cuadro 3. Posibles funciones de secuencias motivo de los genes de ADN demetilasas en vid (Vitis
vinifera).

ADN demetra DEMETER

Mkf | Smbol Moif cosenmes Protable forcion

1 [ WPRLCKLDQR L YELHY(LITFGEVF CTKHKPNCHACPMRGECRHFASAF  Unidna ADN, Regubacitn dHd desamllo y cecimiento ek

2 IDVRDWIWDLPRRIVYFGISVISFRCLPIEGIFCFWKGFVOVRGF  Regubriindd desarollo y crecimieno colubr, Rebacionarlo o b respuestan e it
3 KWWEEEREVFRGRADSFIARMHLVQGDRRFSPREGSVVDSVIGVELIQNV  Uniéna ADN

ADN dmeiba ROS1

Mokf  Smbol Moif comensus Protable frcion

1[I Y1 WPRLCKLDK TLYFLHY (MITFGEVFCTKSKPNCNACPMGECRIF  Regubrion el dessrollo y creciminio celb;, Se e a cetas secencias de ADN lamarts *elementos e respuesta a AMP™ (Cretsh)
2 AKWWEHRNVFRGRADEFIARMHLY(GDRRFSKWEGSVVDSVVG VELIQN Uniéna ADN

3 (RTAMRGEFPLNGTYFQVNEVEADHDSSLNPIDVEREWIWLPRRIVYFG  Regbritn dd desarollo y crecimicnio ceob

ADN demolho DEMETER LIKE 3

Mokf  Smbol Moif comensus Protable frcion

1 [N PP MISIQK YLWPRLCKLOQETLYELHY QMITFGKVFCTKKNPNCDACP  Regubrion de b expression gnia asociac con procests de espoesta e b

2 CKDENCSFCWARBDSNIRG DLIPCRTAMRGAFFLNG TYFQUNEVEA  Regubrion de b expression gévica FA————re.

3 FINCMHRLQGDREFEPWEGSVLDSVVG VFLIQNVEDELSSNAFMALAAKF Uniéina b secnenca de ADN

6.7 Disefo de Oligonucledtidos de Genes de ADN Demetilasas de Vid

Al haber realizado un andlisis filogenético y seleccionado la secuencia mas apta (hits) se disefiaron
los primers para los genes ADN demetilasas de vid. De los primeros 10 primers arrojados por el

programa “QuantPrime” se seleccionaron los mejores 3 pares de primers para cada gen de ADN

46



demetilasa de vid (Vitis vinifera). Se seleccionaron estos primers tomando en cuenta su contenido
GC oscila entre el 50%, la longitud del amplicén esta entre 60-104 y su Tm alrededor de 60°C con
variacion de 3 °C. Se probaron los distintos pares de cebadores arrojados por el programa para la
amplificacion en tejidos de Vitis vinifera, pero el mejor resultado se obtuvo con DME-2, ROS1-2

y DML3-1 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Oligonucleotidos disefiados para ADN demetilasas de Vitis vinifera.

ADN Demetilaza DEMETER. Viiis vinifera
# Secoencia Forward TmFw "WGC Fw Revas Tm Rv WGCRv Tamafio asplicon
DMT-1 AGCCACTGAAGAGAAAGGAG TGC 63.048 2174 TCCTCAGCCAGTACTTCATTGGTC 62502 30 n
DMT-2 AGCCACTGAAGAGAAMAGGAGIGC 6148 2114 CCTCAGCCAGTACTTCATTGGIC G187 5174 n
DMT3 GCCACTGAAG AGA AABGAGTGC 61 £01 54545 TCCTCAGCCAGTACTTCATTGGTC 62502 50 7
DMT4 GCCACTGAAG AGAAAGGAGTGC 61.£01 435 CCTCAGCCAGTACTICATIGGTC 61287 1174 mn
DMT-5 ACCCAABAAGAGTEGAAGATCACG 6273 50 ACTACTGTTGCTTGCACTCAGG 61.164 50 kil

ADNDemetilacaR 051 Vitis vinifera

# Secoencia Forward TmFw WG Fw Revas Tm Ry %WGCRv Tamafio ssplicon
ROS1-1 TGCCTCAACCTTCCAGCACAAC 63.904 435 CAGTCGATG CTTATGAACCCTIGE 621 50 ki ]
ROSI2 TCAACCTTCCAGCACAACCATCC 61566 2114 CAGICGATGCTTATGAACCCTIGG 621 50 "
ROS1-3 CAACCTICCAGCACAACCATCC 62333 435 CAGTCGATG CTTATGAACCCTIGE 621 30 i
ROS1-4 CAACCTTICCAGCACAACCATCC 62333 M35 AGTCGATGCTTATGAACCCTTGG 61.043 47426 /]
ROS1-5 CAACCT TCC 62333 5455 ACAGTCGATGCTTATGAACCCTIG 61517 45333 ki)

ADN Demchilasa DEMETER-LIKE3 Vikis vaiera

# Secoencia Forward TmFw WG Fw Revas Tm Ry %WGCRv Tamafio ssplicon
DM 31 AGGITGTTCTTCTCCAACAAGCC G161 AT 8% TCCGARCTCCTTIGCCATCACC 63195 54545 i
DML32 AAGGTIGTICTICTCCAACAAGCC 62071 45833 TCOGAACTCCTITGCCATCACC 63.195 4545 113
DML33 AGGTTGTICTTCTCCAACAAGCC 61 611 47826 TTCCGAACTCCTITECCATCACC 63 604 5214 113
DML34 AAGGTIGTICTICTCCAACAAGCC 62071 43.833 TICCGAACTCCTTTGCCATCACC 63.604 1174 114
DML3S AGGTTGTICTTCTCCAACAAGCC 61,611 47826 TTCCGAACTCCTTTGCCATCAC 6149 50 113

6.8 Validacion de Genes por Amplificacion de las Demetilasas del ADN en tejidos de V. vinifera

Los estudios han identificado que las demetilasas de ADN en las plantas tienen un papel importante
en la regulacion positiva de los genes (Satgé et al., 2016). En 2016 se realiz6 un estudio en nddulos
de Medicago truncatula sobre la importancia de la metilacion del ADN durante el desarrollo de los
nodulos, los resultados sugieren que la expresion del gen DMT es esencial para varios procesos
biologicos como el desarrollo de nodulos fijadores de nitrégeno (Satgé et al., 2016). En
Arabidopsis thaliana, la desmetilacion activa del ADN depende del represor del silenciamiento 1
(ROS1), que elimina la 5-metilcitosina del ADN. Los resultados de la investigacion realizada por
Kim et al., en 2019 indican que ROS1 toma el papel de activador transcripcional en la respuesta al

estrés ambiental mediada por el acido abscisico (ABA) (Kim efal., 2019). DML3 se ha

47



caracterizado e identificado en plantas como Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera y Solanum
lycopersicum (Penterman et al., 2007; Kiselev et al., 2013; Cui y Cao, 2014; Shangguan et al.,
2020). La amplificacion de los cebadores disefiados para los genes de las demetilasas de V. vinifera
fue validado usando ADN genomico y ADNc, en diferentes tejidos de la vid (embriones, yemas y
plantas completa). E1 GAPDH utilizado como control (gen constitutivo) amplific6 s6lo una banda
con un tamafo del amplicén de 60 pb en las muestras analizadas (Figura 6A). Por otra parte, se
observo una banda para los genes de demetilasas seleccionados DML3 con un tamafio del amplicon
de 112 pb (Figura 6D), ROS1 con un tamafo del amplicon de 74 pb (Figura 6C), y DMT con un
tamafio del amplicon de 71pb (Figura 6B) amplificados en el ADNg y ADNc de embridn cigético,
yema y plantas completas. Estos resultados nos muestran que estos cebadores pueden ser utilizados
en la evaluacion de la expresion génica de las demetilasas del ADN en tejidos de Vitis vinifera. Los
cambios en la intensidad de las bandas en las muestras de ADNc en los diferentes tejidos muy
probablemente se debe a diferencias en expresion de los genes debidos al tipo de tejido, el bajo
contraste, altos niveles de ruido y variaciones de intensidad en los niveles de grises contenidas en

las imagenes (Salazar-Centeno et al., 2017).

. Kb Flus AT AN ADN wAIN AN cADN
Amnlil:éln Fanlsi o Yorma Planta | SN W eursa Plaria

10

74 ph

112 pb
Figura 6. Amplificacion de GAPDH (A) DME (B) ROS1 (C) DML3 (D) en ADNg y ADNc de

tejidos de embriones cigoticos, yemas y plantas completa de V.vinifera. Pozo 1: Marcador de peso
molecular. Pozos 3-5: Muestras con ADNg. Pozos 7-9: Muestras con ADNCc.
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6.9 Efecto de la Vitrificacion y Crioconservacion sobre la Expresion de Transcritos Codificando

ADN Demetilasas en Vid

Se disefiaron primers especificos para qPCR partiendo de las secuencias de nucleotidos obtenidas
de DMT, ROS1 y DML3. El ARN total extraido de embriones cigéticos y plantas control (sin
tratamiento), embriones y plantas tratadas con PVS y con PVS + NL, se utiliz6 para cuantificar la
expresion relativa. Las concentraciones de ARN estuvieron entre 141.6 y 740.7 ng/ul. Se realizo el
analisis de los rangos dindmicos para cada uno de los genes seleccionados, incluyendo al gen
normalizador GAPDH en cada uno de los tejidos analizados. Estas curvas mostraron el rango de
amplificacion especifico para cada uno de los genes, sin la formacion de dimeros o productos
inespecificos (Figura 7). Este analisis mostré que DMT, ROS1, DML3 y GAPDH tienen una
eficiencia de amplificacion similar al 100% en plantas (Figura 8). El analisis de rangos dinamicos
mostré que DMT, ROS1, DML3 y GAPDH tienen una eficiencia de amplificacion similar al 100%
en embriones (Figura 9). Estos resultados permiterion continuar con el analisis de cuantificacion

de la expresion mediante qRT-PCR.

A Curva GAPDH B Curva DMT
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Figura 7. Curvas de disociaciéon generadas utilizando los oligonucle6tidos disefiados
especificamente para GAPDH (A), DMT (B), ROS1 (C) y DML3 (D).
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Figura 8. Validacion del andlisis de expresion relativa AACt de plantas por rangos dindmicos. A:
Analisis de eficiencia de la amplificacion de GAPDH. B: Analisis de eficiencia de la amplificacion
de DMT. C: Analisis de eficiencia de la amplificacion de ROSI1. D: Analisis de la amplificacion

de DML3.

% GADPH B DMT
30 35
25 [ T 30 L ™
20 25
& ppiny 5 S ]
15 S
10 12
5 _{
a a
0 0
05 0 3 0.3 0 05 5 2 25 3
Logl0 cDNA (ng
C ROS1 P DML3
40 35
® i
30 Cis. 1 " e |
---------- =
o e
B £, 20
S h 1 U5
10 10
: 5
- %
0 0
0.3 0 0.5 1 15 2 25 3 1 0 1 2 3
og 10 cDNA (ng) Logl0cDNA (ag)

Figura 9. Validacion del analisis de expresion relativa AA Ct de embriones por rangos dinamicos.
A: Andlisis de eficiencia de la amplificacion de GAPDH. B: Analisis de eficiencia de la
amplificacion de DMT. C: Andlisis de eficiencia de la amplificacion de ROS1. D: Analisis de
eficiencia de la amplificaciéon de DML3.

Los resultados del andlisis de expresion relativa de los genes de ADN demetilasas en embriones

cigoticos (Figura 10) muestran que en el tratamiento de vitrificacion (PVS2) no existen diferencias
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estadisticas en la expresion (p<<0.05) de los genes de ADN demetilasas DMT, ROS1 y DML3 con
respecto al tratamiento control, por lo tanto, no hay efecto por el tratamiento PVS2 en el tejido de
embriones cigdticos de vid respecto al tratamiento control, esto se podria deber a que la exposicion
a la solucion crioprotectora no representa un estrés para el tejido. Por otro lado, en el caso del
analisis de expresion relativa de los genes en embriones cigdticos de vid con tratamiento de
crioconservacion (PVS2+NL) si se encontraron diferencias significativas respecto al tratamiento
control. Como muestra la Figura 10, los genes que codifican para las ADN demetilasa DMT y

ROSI se inducen y el gen DML3 se reprime en comparacion con la muestra control.
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Figura 10. Comparacion de la cuantificacion de expresion relativa de genes ADN demetilasas
(DMT, ROS1 y DML3) en tratamiento de vitrificacion (PVS2) y crioconservacion (PVS2 +NL) en
embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera). Las literales significan diferencias estadisticas entre
tratamientos.

Los resultados del anélisis de expresion relativa de los genes de ADN demetilasas en plantas
(Figura 11) muestran que el tratamiento de vitrificacion (PVS2) disminuye la expresion (p<0.05)
de DML3, mientras que encontraron diferencias estadisticas de los genes DMT, ROS1 con respecto
al tratamiento control. En cuanto al analisis de expresion relativa de los genes en plantas con
tratamiento de crioconservacion (PVS2+NL) se encontraron diferencias en la expresion del gen de
ADN demetilasa ROS1, no hubo cambios significativos en la expresion de DMT y DML3 se

reprimid en comparacion al tratamiento control.
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Figura 11. Comparacion de la cuantificacion de expresion relativa de genes ADN demetilasas
(DMT, ROS1 y DML3) en tratamiento de vitrificacion (PVS2) y crioconservacion (PVS2 +NL) en
plantas de vid (Vitis vinifera). Las literales significan diferencias estadisticas entre tratamientos.

Las diferencias en la expresion de los genes dentro de los tratamientos y tejidos pueden ser a causa
a las distintas funciones que realizan (Figura 12.) . Esto podria explicarse debido a que el gen
DMT tiene como caracteristicas reportadas que se expresa especificamente en tejidos reproductivos
(Park et al., 2017), se le relaciona con la regulacion de genes de defensa (Kim ef al., 2021),
involucrada en el mantenimiento de las celulas por regulacion epigenética transgeneracional y que
se ha visto indetectable su expresion en tejidos de hojas (Schumann ef al., 2019). Mismas
caracteristicas que coinciden con la induccién en embrion por el tratamiento PVS2+NL ya que se
trata de un tejido reproductivo sometido a un estrés.

Por otro lado, se conoce que ROSI es el gen mas dominante de las demetilasas, presenta una
expresion alta en tejidos de plantulas jovenes (Schumann ef al., 2019), se le relaciona con
regulacion de latencia en semillas y respuesta a Acido absisico (Zhu et al., 2018), tambien se
expresa de manera ubicua entre los tejidos (Gong et al., 2002). Mismas caracteristicas que
coinciden, al observar un comportamiento similar indiferenciado entre tejidos, es decir, el factor
tejidos no influencié el nivel de expresion del gen, ademas se identificd en este trabajo por ser la
demetilasa mas activa en la regulacion epigenetica al exponer al tejido a estrés por el tratamiento

de PVS2+NL. Y por ultimo, se ha caracterizado a DML3 por funcionar como un gen especifico de
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antera (Schumann et al., 2019), expresado especialmente durante la senecencia de la hoja (Yuan
et al., 2020), relacionado con alteraciones fenotipicas y regulador de metilacion (Ortega Galisteo,
2008). Estas caracteristicas ayudan a explicar el comportamiento identificado en el presente trabjo,
ya que DML3 present6 principalmente una expresion reprimida o baja, se podria adjudicar que el
tejido utilizado es jovén, o en etapa de desarrollo, donde se identifican las otras demetilasas como
principales reguladoras epigeneticas. Ademas como se mencion6 el funcionamiento de DML3 se
ha identificado como muy especifico.

Lo anterior sugiere que existe un aumento en la expresion de genes ADN demetilasas en vid debido
al estrés al que se ha sometido el tejido al estar expuesto a un tratamiento de crioconservacion
(PVS2 +NL). En estudios previos se ha demostrado que la desmetilacion es escencial para el
desarrollo y envejecimiento de las plantas, en Arabidopsis se encontrd que los niveles de metilacion
disminuian durante la expresion genes ADN demetilasas DME, ROS1, DML2 y DML3, esto indica
que las regiones pueden sufrir desmetilaciéon mientras envejecen mediante la reduccién de los

procesos de metilacion del ADN (Ogneva et al., 2016).
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Figura 12.Comparacion de la expresion entre tejidos de embriones cigdticos y plantas deADN
demetilasas. Imagen A: Tratamiento PVS2 gen DMT, Imagen B: Tratamiento PVS2 gen ROSI,
Imagen C Tratamiento PVS2 gen DML3, Imagen D: Tratamiento PVS2+NL gen DMT, Imagen E:
Tratamiento PVS2+NL gen ROS1, Imagen D: Tratamiento PVS2+NL gen DML3. El color verde
indica la expresion en el tejido de embriones cigdticos, color azul fuerte indica control con valor
de 1, el color azul claro indica expresion en tejido de planta. Las literales significan diferencias
estadisticas entre tratamientos.
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La desmetilacion crea la activacion de genes relacionados con el estrés abidtico (Satgé et al., 2016).
En 2015 Garcia-Coronado y colaboradores indicaron que entre tratamiento de vitrificacion y el de
crioconservacion de embriones de vid, no hubo una diferencia significativa de la expresion de
MET1-2 ADN Metiltransferasa. En raices de maiz, la exposicion al estrés por frio disminuye la
expresion de genes MET1 y reduce el nivel de MET1 que conduce a la desmetilacion de los
elementos transponibles, lo que coincide con los resultados obtenidos en el tratamiento de
crioconservacion. Otros estudios han indicado que las bajas temperaturas alcanzadas como en
nitrogeno liquido (-196 °C) causan en los tejidos una desmetilacion del ADN mucho mayor en
comparacion los controles o en los tejidos que fueron vitrificados (Nuc et al., 2016).

Los resultados de la expresion (comparados entre tejidos (Figural2)) muestran que la
crioconservacion (PVS2 +NL) aumenta los niveles de expresion en embriones cigoticos de ADN
demetilasa DMT, ROS1 en comparacion con el tratamiento de vitrificacion (PVS2) lo que sugiere
que el tejido esta siendo sometido a un estrés y disminuye la expresion en DML3 respecto a el
tratamiento de vitrificaciéon (PVS2). En plantas se encontrd que la crioconservacion (PVS2 +NL)
aumenta los niveles de expresion de ADN demetilasa ROS1 en comparacion con el tratamiento de
vitrificacion (PVS2). No existié un cambio significativo en el gen de DMT contra vitrificacion
(PVS2), pero si un ligero aumento en la expresion en DML3 respecto a el tratamiento de
vitrificacion (PVS2). Al tratarse de dos tratamientos (PVS2 y PVS2+NL) que en teoria representan
un estrés para los tejidos que son sometidos a estos, es logica la expresion positiva del gen de ADN
demetilasa ROSI1, ya que este cuenta con la funcion de evitar el silenciamiento de genes y al
controlar la expresion génica las células o tejidos pueden controlar las proteinas que le sean
funcionales en un momento dado. Esto ltimo puede estar relacionado con la baja viabilidad y los
cambios morfoldgicos evidentes que presentan las plantas regeneradas después de haber sido
sometidas al tratamiento de crioconservacion, ya que se podria deducir que el tejido esta luchando
por sobrevivir a condiciones que no son favorables en su entorno.

Es conveniente mencionar que al momento de la escritura de este trabajo no hay estudios reportados
relacionados con la expresion de genes de las ADN demetilasas en plantas y son escasos los
estudios reportados donde se reporte los niveles de demetilacion del ADN en tejidos bajo estrés,
en este sentido, un estudio realizado en plantas de Nicotiana tabacum las cuales fueron sometidas
a procesos de estrés abiodtico por salinidad y por frio, se obtuvo como resultado un incremento en

los niveles de desmetilacion (Sano, 2007).
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Los resultados anteriores sugieren que existe una respuesta epigenética rapida al estrés causado por
la crioconservacion (PVS2+NL), muy probablemente debido al constante estrés que ocasiona estar
sometido a ultrabajas temperaturas. Sin embargo, se necesitan mas estudios para poder corroborar
lo dicho anteriormente. La expresion de las ADN demetilasas en el tratamiento de crioconservacion
(PSV2+NL) nos da un indicio de que los genes se expresan o reprimen cuando el tejido es sometido
al estrés de las bajas temperaturas a las que se someti6 al embrion y al choque térmico que se podria
haber causado en la descongelacion. De igual forma son necesarios mayores estudios para la

comprobacion de lo anterior.
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7. CONCLUSIONES

Como parte de la regulacion génica de la desmetilacion las ADN demetilasas mostraron
expresion condicionada por el tipo de tejido analizado, la etapa de desarrollo del mismo en
respuesta a la crioconservacion (PVS2+NL), esto debido a que los embriones cigéticos de vid
mostraron aumento en la expresion de los genes DMT y ROS|1, ademas de la represion de DML3,
en cambio, en plantas la expresion de DMT no sufre un cambio significativo, en ROS1 existe un

claro aumento de su expresion y DML3 disminuye.
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8. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar estudios que permitan evaluar los niveles de metilacion y
desmetilacion del genoma en plantas de vid como respuesta a la crioconservacion y vitrificacion,
esto con el objetivo de desglosar los mecanismos por los cuales las plantas regulan esta respuesta,
del mismo modo se podria analizar los efectos de la desmetilacion del ADN ya que se ha encontrado
en estudios previos un aumento en la expresion de enzimas glicosilasas por efecto del
congelamiento descongelamiento durante la criconservacion. Asi mismo, las futuras evidencias
experimentales servirdan como apoyo a la estandarizacion de protocolos para la correcta

crioconservacion de especies vegetales.
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