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RESUMEN

La vid (Vitis vinifera L.) es un cultivo de importancia mundial desde el punto de vista
econdmico y gastrondmico. Debido a esto, es importante aplicar metodologias para la conservacion
de su germoplasma. La crioconservacion es una técnica para el almacenamiento de recursos
fitogenéticos, que expone los tejidos a diferentes tipos de estrés abidtico que puede conducir a
cambios fenotipicos y gendmicos. Sin embargo, existe poca informacion acerca del mecanismo
molecular de respuesta de los embriones de uva al tratamiento de crioconservacion. En
consecuencia, el objetivo del presente estudios fue obtener el transcriptoma de embriones cigdticos
de uva tratados con el procedimiento de crioconservacion. E1 ARN se obtuvo embriones de semillas
de uva cv. Red Globe expuestos a la soluciéon vitrificante PVS2 y a la solucion PVS2 en
combinacion con congelacion nitrégeno liquido y posterior descongelacion rapida. La
secuenciacion se realizo en [llumina NextSeq 500. La alineacion promedio de lecturas fue del 96%
frente al genoma de referencia. Los perfiles de expresion mostraron 229 genes expresados
diferencialmente por procedimiento de crioconservacion de los cuales 186 fueron reprimidos y 46
inducidos. Los principales procesos biologicos que mostraron enriquecimiento en los genes
inducidos fueron ensamblaje de nucleosomas y regulacion negativa del crecimiento de 6rganos.
Por otro lado, los procesos que mostraron enriquecimiento de genes reprimidos fueron los
relacionados con organizacion de la pared celular y componentes de la membrana. El analisis del
transcriptoma mostré que dentro de los genes expresados diferencialmente se encuentran
mayormente inducidos el producto proteico sin nombre (ID:VIT 01s0146g00320) que es
componente integral de membrana y proteina de choque térmico 17,3 kDa clase II
(ID:VIT _04s0008g01550). Dentro de los reprimidos se encuentra la ATPasa subunidad 1
(ID:VIT 00s0733g00010) y Expansina-Al (ID:VIT 01s0026g02620). La validacion del
transcriptoma se logrd utilizando los cuatro genes mencionados. Los resultados obtenidos indican
cambios en la transcripcion de genes posiblemente relacionados con procesos epigenéticos y con
el aumento en la reserva de nutrientes. También ocurre una disminucion en los procesos
energéticos, con la finalidad de sobrellevar el estrés, en donde se observd una desactivacion de
componentes de la membrana celular como la proteina sin nombre y ATPasa, posiblemente a causa

de los cambios en la fluidez de esta provocados por las alteraciones en la temperatura, todo esto

11



debido al congelamiento y descongelamiento durante el proceso de crioconservacion de los

embriones cigdticos de vid.

Palabras clave: Vid, Vitis vinifera, Crioconservacion, PVS2, Genes, Vitrificacion.
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ABSTRACT

The grapevine (Vitis vinifera L.) is a crop of global importance from the economic and
gastronomic point of view. Because of this, it is important to apply methodologies for the
conservation of your germplasm. Cryopreservation is a technique for the storage of plant genetic
resources, which exposes tissues to different types of abiotic stress that can lead to phenotypic and
genomic changes. However, there is little information about the molecular mechanism of response
of grape embryos to cryopreservation treatment. Consequently, the objective of the present study
was to obtain the transcriptome of grape zygotic embryos treated with the cryopreservation
procedure. RNA was obtained from grape seed embryos cv. Red Globe exposed to PVS2 vitrifying
solution and PVS2 solution in combination with liquid nitrogen freezing and subsequent rapid
thawing. Sequencing was performed on the Illumina NextSeq 500. The average alignment of reads
was 96% against the reference genome. The expression profiles showed 229 genes differentially
expressed by cryopreservation procedure, of which 186 were repressed and 46 induced. The main
biological processes that showed enrichment in the induced genes were nucleosome assembly and
negative regulation of organ growth. On the other hand, the processes that showed enrichment of
repressed genes were those related to the organization of the cell wall and membrane components.
Transcriptome analysis showed that within the differentially expressed genes, the unnamed protein
product (ID: VIT 01s0146g00320), which is an integral component of the membrane and 17.3 kDa
class II heat shock protein (ID: VIT 04s0008g01550), are mainly induced. Within the repressed is
the ATPase subunit 1 (ID: VIT 00s0733g00010) and Expansin-Al (ID: VIT 01s0026g02620).
Transcriptome validation was achieved using the four genes mentioned. The results obtained
indicate changes in the transcription of genes possibly related to epigenetic processes and with the
increase in the reserve of nutrients. A decrease in energy processes also occurs, in order to cope
with stress, where a deactivation of cell membrane components such as unnamed protein and
ATPase was observed, possibly due to changes in its fluidity caused by alterations in temperature,

all this due to freezing and thawing during the cryopreservation process of zygotic vine embryos.

Keywords: Grapevine, Vitis vinifera, Cryopreservation, PVS2, Genes, Vitrification.
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1. INTRODUCCION

La biodiversidad es fuente de todos los cultivos desde el comienzo de la civilizacion
humana. El origen de la biotecnologia estd muy arraigado en la historia humana desde el inicio de
la domesticacion de plantas silvestres. Actualmente, el calentamiento global esta comprometiendo
el futuro de la biodiversidad bajo diferentes escenarios de cambio climéatico global (Pathak y Abido,
2014). Mediante la conservacion de la biodiversidad, se puede asegurar la supervivencia de muchas
especies y recursos fitogenéticos para las generaciones futuras. Por lo cual, la biotecnologia tiene
actualmente un impacto impresionante en la caracterizacion, utilizacion y conservacion de la
biodiversidad vegetal. Algunas técnicas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro, embriogénesis,
organogénesis, crioconservacion entre otras, son muy utiles para mantener colecciones de
germoplasma vegetal (Olomola et al., 2019).

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos con mayor importancia en escala mundial, gracias
a su aporte nutricional y a la variada gama de productos que se pueden obtener. Se sabe que este
cultivo se ha visto afectado a causa de la propagacion de plagas y enfermedades causadas por su
extensa comercializacion y su sobre explotacion comercial (Bi ef al., 2017). En los tltimos 150
afios, el impacto del ser humano en el germoplasma de vid ha aumentado, provocando la reduccion
y desaparicion de sus recursos genéticos (Schneidee y Raimondi, 2014). Debido a esto, se han
buscado alternativas para la preservacion del germoplasma de las variedades de vid cominmente
utilizadas en el mercado de exportacion. A pesar de ello, las técnicas de conservacion de vid atin
no son suficientemente eficientes, lo que lleva a la necesidad de buscar nuevos métodos de
almacenamiento de su germoplasma (Benelli et al., 2013a).

En este contexto, una eficiente alternativa para su conservacion ex situ es la crioconservacion, que
es el almacenamiento de material biologico vegetal en liquidos criogénicos que, en combinacion
con metodologias in vitro es considerada un método adecuado de mantenimiento seguro a largo
plazo del material biologico. Esto es debido a que disminuye las actividades metabdlicas y con esto
puede preservar el potencial de regeneracion del material almacenado (Engelmann, 2011a;
Ozudogru y Lambardi, 2016). Se sabe, que la célula vegetal responde de manera determinada a las
tensiones abidticas subyacentes a la crioconservacion. En el protocolo de vitrificacion no

optimizado, el uso de solucion de vitrificacion vegetal 2 (PVS2) puede inducir citotoxicidad
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quimica por uso de dimetilsulfoxido y etilenglicol, ademds de estrés osmotico por el glicerol y la
sacarosa (Kim y Lee, 2012b). De igual forma, las lesiones por frio que se pudieran ocasionar y la
congelacion promueven cambios metabdlicos, que pueden conducir a una mayor produccion de
radicales libres (Ren ef al., 2015a). A pesar de que existen varios estudios sobre el comportamiento
de la célula vegetal bajo crioconservacion, ain no estd elucidado completamente el mecanismo
molecular que opera en las células de los tejidos crioconservados, por lo que es necesario mas
estudios a nivel molecular para comprender los mecanismos derivados del crioestrés.

Diversos estudios han reportado la expresion de genes en distintas plantas como respuesta a los
protocolos de crioconservacion. En este sentido, Huang et al., (2018), reporto la sobreexpresion de
los genes como ascorbato peroxidasas (APX) y Cu/Zn superdxido dismutasa (Cu/Zn SOD)
relacionados con el estrés oxidativo provocado por el tratamiento. Del mismo modo, debido a la
deteccion de sefales externas de estrés por crioconservacion los genes receptor tipo proteina cinasa
(RLKSs) y proteinas cinasa activadas por mitogenos (MAPKSs) fueron reportados por Ren et al., en
2015. Ademas, el estudio de Nah et al., en 2016 mencion6 que los factores de transcripcion, en
particular los miembros de la familia WRKY, cumplen un papel fundamental en la respuesta
temprana en la cascada de sefiales de tolerancia involucrada en multiples tensiones relacionadas
con estrés abidtico y la sefializacion de acido abscisico, encontrandolos sobre expresados en
respuesta a crioestrés.

Otros estudios han evaluado la estabilidad genética de plantas recuperadas, y han reportado
cambios significativos en su genoma (Wang et al., 2014; Garcia-Coronado, 2015; Lazo Javalera
et al., 2016), Sin embargo, son pocos los reportes estudiando la expresion génica debidas a estrés
por crioconservacion, por lo tanto, se requiere evaluar el efecto de las distintas etapas de los
protocolos de crioconservacion en los cambios de expresion génica.

Una técnica utilizada para entender los mecanismos de respuesta es el analisis del perfil
transcripcional. Los recientes avances en las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion
(NGS) y las herramientas bioinformaticas asociadas han revolucionado las investigaciones
transcriptomicas de plantas, generando o grandes avances en la identificacion de las respuestas
genéticas involucradas en el estrés biotico y abiotico de (Martin ef al., 2013). Cabe mencionar que
la mayoria de las respuestas en la expresion génica reportadas han sido estudiadas en respuesta al
efecto de los crioprotectores o por el proceso completo de crioconservacion (Ren et al., 2015a;

Zhang et al., 2015), por lo que se requiere de mas investigacion para conocer las respuestas al
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congelamiento y descongelamiento. De ahi que en esta investigacion se estudid los efectos en la
regulacion de la expresion génica de embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera L.) sometidos a

congelamiento/descongelamiento durante la crioconservacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La Conservacion de la Biodiversidad y Cultivos Vegetales

El decrecimiento gradual de la biodiversidad vegetal es un problema de importancia mundial. La
influencia de la actividad humana en el medio ambiente ha conducido a una degradacion de los
habitats naturales, lo que ha provocado una disminucion en la diversidad genética (Vaught, 2019).
La proteccion de la biodiversidad es la conservacion, restauracion y gestion sostenible tanto de la
vida silvestre como de los recursos naturales tales como los bosques, agua, cultivos de interés
econdmico y la biodiversidad que contienen. Al promover su conservacion, no solo podemos
garantizar la supervivencia de muchas especies y hébitats amenazados, sino también garantizar
recursos para las generaciones futuras y proteger el bienestar de las funciones de los ecosistemas
(Olomola et al., 2019). En las ultimas décadas, ha aumentado la necesidad de proteger el medio
ambiente manteniendo condiciones de estabilidad econémica y desarrollo social. Actualmente,
existen algunos campos cientificos orientados a adquirir conocimientos y medios técnicos para
prevenir, reducir y / o restaurar las pérdidas ecoldgicas, y formular principios y métodos para
proteger la biodiversidad. En este sentido, se estan aplicando nuevas tecnologias para evitar la
pérdida de material y especies vegetales con importancia agrondmica, ecologica y econdmica,
ademas de especies en peligro de extincion o aquellas susceptibles a enfermedades, condiciones
climaticas, plagas o condiciones ambientales que podrian conducir a la muerte de la planta o
pérdida de la especie (Rao, 2004). Debido a esto, es importante buscar alternativas para la
conservacion del germoplasma de las especies vegetales con importancia ecoldgica, agrondmica y

econdmica.

2.2. La Biotecnologia en la Conservacién de la Biodiversidad Vegetal

La biotecnologia es un conjunto de técnicas a través de las cuales los seres humanos modifican los

17



seres vivos o los utilizan como herramientas. En la actualidad, la biotecnologia utiliza la biologia
molecular para comprender y manipular los mecanismos moleculares de los seres vivos. Los
primeros esfuerzos en biotecnologia fue la domesticacion selectiva de plantas y animales para
mejorar su valor alimenticio, asi como satisfacer necesidades (Olomola et al., 2019). Ademas, hoy
en dia ofrece nuevos medios para mejorar y mantener en lugar de amenazar la biodiversidad.
Debido a esto, actualmente es importante para la conservacion, evaluacion y utilizacion de la
biodiversidad, particularmente para cultivos importantes cumpiendo un papel crucial en el

mantenimiento de recursos genéticos o germoplasma vegetal.

2.3. Conservacion de Germoplasma Vegetal

El germoplasma vegetal es la diversidad genética de especies vegetales silvestres disponibles en la
biosfera para la humanidad. Dicho término, incluye las distintas estructuras vegetales (semillas,
células o tejidos) que contienen la informacion genética suficiente para regenerar una planta
completa y con la capacidad para transmitir los caracteres hereditarios de una generacion a otra
(Bacchetta et al., 2008). Actualmente el germoplasma es conservado en bancos de germoplasma,
esta opcion de conservacion de recursos fitogenéticos puede presentarse en dos tipos, la creacion
de bancos in vivo o en campo es el mas utilizado, debido a que tiene la ventaja de ser de facil acceso
para la comunidad en general y se pueden realizar en su habitad natural donde regularmente crecen
(in situ) y fuera de su ambiente (ex situ). Sin embargo, en la conservacion in situ, los recursos estan
expuestos a factores naturales a los que no estan adaptados como sequia, inundacion, huracanes,
entre otros (Engelmann, 2011b). Por otra parte, un tipo de conservacion ex situ es el banco de
germoplasma es mediante la conservacion in vitro, la cual posibilita preservar gran diversidad
genética utilizando espacios relativamente pequefios, a un costo modesto y por grandes periodos
de tiempo (Withers y Engels, 1990). Este tipo de conservacién se puede clasificar segun su
duracion, en corto o largo plazo. En el primero generalmente se emplean técnicas fomentando el
crecimiento reducido mediante condiciones especificas enfocadas en retrasar el desarrollo del
cultivo aumentando los intervalos de subcultivo, logrando almacenar recursos fitogenéticos hasta

por 12 meses. Por otro lado, en el segundo se utiliza principalmente la crioconservacion, es decir,
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la conservacion se realiza mediante exposicion del tejido a temperaturas ultra bajas, en donde, la
actividad los fenémenos quimicos y actividad metabdlica se reducen, causando que el material
vegetal pueda almacenarse durante periodos ilimitados (Trujillo et al., 2019). En la actualidad, los
bancos de germoplasma conservan una amplia gama de tejidos, semillas y plantas enteras; y se han
establecido en muchos paises para la conservacion de plantas y cultivos de interés. (Chauhan et al.,

2019).

2.4. Conservacion a Largo Plazo: Crioconservacion de Plantas

Una alternativa eficiente para la conservacion y almacenamiento del germoplasma vegetal ex situ
es la tecnologia de crioconservacion. Es un método de seguro para la conservacion del material
biologico a largo plazo, debido a que no induce alteraciones genéticas, disminuye las actividades
metabolicas y preserva el potencial de regeneracion del material almacenado (Gonzélez-Arnao y
Engelmann, 2013). La crioconservacion se refiere al almacenamiento de material bioldgico
(semillas, embriones somaticos/cigéticos, cultivos de callos embriogénicos y organogénicos,
yemas, brotes axilares) en liquidos criogénicos, a temperaturas ultra bajas (Ozudogru y Lambardi,
2016). Regularmente se utiliza nitrogeno liquido, que se encuentra a -196° C y se prefiere su uso
debido a sus numerosas ventajas, como bajo costo, facilidad de manejo, almacenamiento y no
toxico para las muestras vegetales conservadas (Ozudogru y Lambardi, 2016). Al almacenar las
células a una temperatura tan baja, tanto las divisiones celulares como los procesos metabdlicos de
las células vivas tedricamente se detienen y los materiales vegetales se conservan por tiempo

indefinido, manteniendo al maximo su estabilidad genética (Benson, 2008).

2.4.1 Historia de la Crioconservacion de Plantas

La crioconservacion de plantas tiene su origen de aplicacion en 1956 cuando el Profesor Akira
Sakai inform6 por primera vez la supervivencia de un tejido vegetal, después de estar almacenado

en nitrogeno liquido, esto fue realizado en brotes inactivos o en dormancia, de ramas de mora
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latentes o en ecodormancia, las cuales, se expusieron a una secuencia de temperaturas bajo cero (-
10, -20 y -30 °C), lo que resultd en deshidratacion por congelacién para posteriormente ser
sumergidas en nitrégeno liquido. Mas tarde, este protocolo se repitid con éxito en ramas de Salix
y Populus (Sakai et al, 1990). Dichos experimentos formaron la base para el protocolo de
crioconservacion de yemas en dormancia, mismos que en la actualidad siguen siendo utilizados
para arboles frutales.

En el afio 1960 Quatrano obtuvo por primera vez un protocolo de congelacion lenta aplicada a
tejidos vegetales. En el protocolo tratd a células de linaza con dimetilsulféxido (DMSO) al 10%,
posteriormente centrifugd y congeld a -50 °C la muestra, teniendo como resultados una velocidad
de enfriamiento del medio de 5-10°C por min. Después, las muestras se almacenaron por un mes
a-50° C, y luego las células se descongelaron colocando los tubos en un bafio de agua tibia a 40°C.
Este experimento demostro la regeneracion exitosa de células vegetales aisladas después de una
exposicion a temperaturas extremadamente bajas. Ademas, se destaco el potencial de DMSO como
un poderoso agente crioprotector para las células vegetales.

En el afio 1973, después de numerosa experimentacion, se logré una real crioconservacion en
zanahoria (Daucus carota) con NL (Abdelnour, 2001), siendo los primeros en presentar algun
protocolo de crioconservacion en la década de los ochenta contando con pretratamientos de
crioprotectores seguidos de una muy lenta congelacion. Dichos protocolos se basaron en
deshidratacion provocada por la congelacion del tejido vegetal y fueron utilizados en especies de
climas templados como papa, yuca, naranja, entre otros (Engelmann, 2004).

A los métodos de conservacion obtenidos entre los afios 1970 y 1980 se les denomind como
técnicas de crioconservacion clasicas, las cuales consisten en un pretratamiento crioprotector
seguido de una congelacion lenta, empleando un congelador o aparato de enfriamiento programable
(Engelmann, 2004). Entre las sustancias crioprotectores mas utilizadas se encuentran el DMSO,
manitol, sorbitol, sacarosa y polietilenglicol (PEG). Dichos crioprotectores tienen un papel
osmotico, sin embargo, algunos (DMSO) funcionan entrando a las células protegiendo la integridad
celular durante el tratamiento de congelacion interactuando con el agua. Los procedimientos de
crioconservacion clasicos se utilizan actualmente para la congelacion de tejidos vegetales no
diferenciados ya sea suspensiones celulares o callos de plantas (Engelmann, 2004).

Rall y Fahy (1985) lograron con éxito la crioconservacion de embriones de raton exponiéndolos a
una solucién de vitrificacion altamente concentrada de DMSO, acetamida, propilenglicol, y PEG,

seguida de un enfriamiento rapido. Estos resultados motivaron que Uragami et al. (1989) adoptaran

20



la técnica con la finalidad de preservar tejidos vegetales. Para los 90’s diversas investigaciones
establecieron protocolos basados en la vitrificacion (Engelmann, 2004). Por ejemplo, en el afio
1990, Fabre y Dereuddre desarrollaron por primera vez el protocolo de encapsulacion
deshidratacion de yemas de Solanum tuberosum, posteriormente ese protocolo se aplico a cultivos
de yemas, embriones y células en suspension de varias especies de plantas.

Con estos avances se di6 paso al surgimiento de las técnicas nuevas o modernas de
crioconservacion, las cuales estan basadas en la vitrificacion, que provoca la transicion de agua a
una fase vitrea o amorfa en donde se evita la creacién de cristales de hielo; este método es
considerado mejor que la anterior ya que no requiere de congelacion lenta y es apta para un
abundante rango de material vegetal (Diaz, 2015).

En los ultimos afios, se ha desarrollado el método de crioconservacion utilizando crioplacas D-V
(por sus siglas en inglés droplet-vitrification). La investigacion de este nuevo y sencillo protocolo
de crioconservacion comenzo6 en el afio 2009, cuyo objetivo principal era que las yemas vegetales
se crioconservaran adhiriéndolas a un portador o placa y que cada paso del protocolo de
crioconservacion se realizara con este objeto. Durante el experimento, el enfriamiento y
calentamiento se realizd mediante la inmersion directa en nitrogeno liquido (NL) y la solucién de
descarga, respectivamente, lo que resultdé en el nuevo crecimiento de la planta después de la
crioconservacion (Tanaka et al., 2018). Actualmente, existen mas de 50 publicaciones cientificas
de técnicas de crioconservacion exitosa utilizando el método de crioplacas D-V para una amplia
variedad de especies de plantas (Panis, 2019). Para la crioconservacion de tejidos vegetales
diferenciados como 4&pices, Organos, yemas, embriones somadticos y cigoticos, se siguen
desarrollando nuevas metodologias. Se contintian perfeccionando protocolos buscando ventajas de
simplicidad y aplicacion en las técnicas, en comparacion con los procedimientos clésicos, para una

gama amplia de genotipos y tejidos (Engelmann, 2004).

2.4.2 Tejidos Utilizados en la Crioconservacion de Plantas

Actualmente, se puede crioconservar una amplia variedad de tejidos y érganos vegetales, incluidos
semillas, suspensiones celulares, polen, cultivos embrionarios, somaticos, puntas de brotes, brotes

latentes (Engelmann, 2011b; Benelli ef al., 2013b; Gonzalez-Arnao y Engelmann, 2013). Uno de
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los factores a considerar, es la eleccion del propagulo a utilizar para el almacenamiento criogénico.
La utilizacion de semillas y embriones logra proteger la diversidad de especies, mientras que
utilizando yemas y brotes latentes se puede mantener genotipos especificos. Otra consideracion
importante es el protocolo a utilizar, ya que el tamafio del explante, la condicion fisiologica y la
aclimatacion al estrés osmotico o las condiciones de frio son importantes para el buen resultado de
un protocolo (Reed, 2017).

Las técnicas de crioconservacion han evolucionado y mejorado constantemente con el paso de los
afios. Sin embargo, se requiere cumplir con precauciones para lograr una crioconservacion exitosa.
El contenido de agua de las células durante la inmersion en el NL es el factor mas critico que afecta

el éxito de la técnica (Ozudogru y Lambardi, 2016).

2.4.3 Caracteristicas Biofisicas de la Crioconservacion

El agua, siendo el solvente bioldgico de la naturaleza, influye en la supervivencia de los tejidos
vegetales después de un almacenamiento en NL. Siendo una compleja molécula de
comportamiento andmalo, sus caracteristicas son importantes durante la crioconservacion, el agua
cuenta con propiedades especiales como sus caracteristicas polares, electrostaticas,
amortiguadoras, cohesivas, solventes y estabilizadoras térmicas (Benson, 2008).

La temperatura es uno de los factores que influye en la formaciéon de los cuatro estados mas
comunes del agua: liquido, s6lido, vitreo y vapor (Pukacki y Juszczyk, 2015). El mayor obstaculo
en la crioconservacion de cualquier célula es la formacion de cristales de hielo intracelulares
durante la congelacion y descongelacion. La excesiva formacion de cristales conduce a la muerte
celular debido al dafio que se genera en las membranas celulares y los organulos (Sakai ef al.,
2008).

Una opcidn para prevenir la formacién de cristales de hielo consiste en congelar las células
rapidamente causando que los cristales formados no puedan causar un dafio significativo debido a
que no son lo suficientemente grandes (Sakai et al., 2008). Otro método utilizado es la previa
deshidratacion osmotica, ya que, la desecacion de células minimiza la formacion de cristales de

hielo, reduce el tamano de las células, aumenta la concentracion de solutos, a su vez, aumenta la
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viscosidad del citoplasma y mejora la estabilidad (Verhoeven et al., 2018). Por lo anterior, para el
desarrollo de protocolos de crioconservacion se requiere una comprension del comportamiento del

agua, la posible criolesion y la crioproteccion.

2.4.4 Protocolos de Crioconservacion de Tejidos Vegetales

Lograr el éxito en la crioconservacion depende en gran medida de protocolos bien desarrollados e
implementados. El objetivo principal de los protocolos criogénicos es lograr una crioconservacion
exitosa, mediante el control del agua en sus estados liquido, vitreo y s6lido, para evitar la formacion
de cristales de intracelulares letales (Pukacki y Juszczyk, 2015).

Los protocolos desarrollados deben especificar el tipo de material vegetal utilizado, los
crioprotectores, el tamafio de los propagulos, los pretratamientos, los procedimientos de
enfriamiento, recalentamiento, tipo de vial utilizado, las condiciones y procedimientos de
regeneracion. La mayoria depende de tejidos especificos y requisitos detallados para un cultivo in
vitro o tratamientos de pre-crioconservacion (Reed, 2017).

Principalmente, los protocolos exitosos de crioconservacion se centran en la reduccion controlada
del contenido de agua en la célula a niveles suficientemente bajos para que se concentren los solutos
internos y se vuelva altamente viscoso, promoviendo la probabilidad de que se produzca
vitrificacion en mayor medida en lugar de la formacion de cristales de hielo (Benson, 2008).

Cabe mencionar que para la obtencidon de un protocolo idoneo de crioconservacion es necesario,
conocer de las propiedades fisicoquimicas del tejido a utilizar, debido a que el proceso se ve
afectado por variables como tipo, especie y estadio de la célula a congelar (Avila-Portillo et al.,
2006). Se requiere una atencion cuidadosa de todos los pasos del protocolo ya que cada uno de
ellos si no es optimizado adecuadamente puede tener un impacto significativo en la recuperacion
de las células o tejidos vivos. Cada paso en el protocolo de crioconservacion tiene una funcion
especifica e importante, desde la eleccion del explante hasta la criocongelacion incluyendo el
descongelamiento y la regeneracion (Reed, 2017). Algunos de los protocolos de crioconservacion

mas utilizados en tejidos vegetales se mencionan a continuacion:
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2.4.4.1 Vitrificacion. La vitrificacion ocurre cuando el agua intracelular de la célula vegetal se
convierte a un estado congelado, vitreo, evitando asi la formaciéon de cristales de hielo letales
durante el proceso de congelacion/descongelacion. Generalmente el procedimiento de vitrificacion
incluye principalmente pre-cultivo, osmoproteccion, deshidratacion con solucion de vitrificacion,
enfriamiento rapido y calentamiento rapido (Sakai et al., 2008). La metodologia se basa en que los
tejidos a crioconservar son sometidos a una serie de pre-tratamientos. Los procedimientos
fundamentales de vitrificacion utilizan soluciones de vitrificacion de Plantas (PVS: por sus siglas
en inglés Plant Vitrification Solution). Las mas utilizadas son: la solucion de vitrificacion vegetal
2 (PVS2) la cual estd compuesta por 30% de glicerol, 15% de dimetilsulfoxido, 15% de etilenglicol
y una solucién de sacarosa al 0,4 M (Sakai et al., 1990). Otra es la solucion de vitrificacion vegetal
3 (PVS3) conformada por 50% de glicerol y 50% de sacarosa (Nishizawa et al., 1993).

Las soluciones crioprotectoras presentes en la técnica de vitrificacion funciona en su mayoria
penetrando la célula (intracelular), sin embargo, algunos componentes de las soluciones no pueden
penetrar la célula (extracelular). Las mezclas de dichas soluciones conceden a la célula una
proteccion total. Después de los pre-tratamientos con soluciones vitrificantes , las muestras se
sumergen directamente en NL o en ocasiones se realiza un descenso controlado y lento de la
temperatura (Ozudogru y Lambardi, 2016). Por otro lado, hay aspectos importantes que se deben
considerar en este método, primeramente, el hecho de que algunos componentes de las soluciones
vitrificantes pueden causar algun tipo de estrés en el tejido, como lesiones osmoticas y estrés por
deshidratacion, debido a que algunos componentes son toxicos para las plantas, por lo que es
necesario controlar el tiempo de exposicion a ellas de acuerdo al tipo de explante y su tamafio

(Uchendu et al., 2016).

2.4.4.2 Encapsulacion-deshidratacion. Este procedimiento se basa en una deshidratacion osmética
celular y en la tecnologia de formacion de semillas artificiales, donde los tejidos son encapsulados
con alginato de calcio, deshidratados y congelados rapidamente en NL. La funcion de la
encapsulacion de los explantes es permitirles pasar por el proceso con afecciones minimas. Durante
el procedimiento, los explantes encapsulados se precultivan en un medio de cultivo liquido con alta
concentracion de sacarosa (Gonzalez-Arnao y Engelmann, 2013).

Dos pasos fundamentales de esta técnica son cuando el explante se coloca en una matriz base de
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alginato de sodio. Misma matriz se entrecruza con cloruro de calcio, lo que forma la capsula de gel
rodeando el crioprotector y el explante, usualmente sacarosa, la cual se utiliza a concentraciones
altas (0,5 M a 1,5 M). Seguido de esto, el explante se somete a una corriente de aire controlada
utilizando campana de flujo laminar o se introduce a un desecador con silica gel para reducir su
humedad (Sakai et al., 2008). Finalmente, se sumerge la capsula en NL mediante una disminucion
lenta de temperatura o una inmersion rapida(Sakai et al., 2008).

Esta técnica es una de las mas eficientes. Una de sus ventajas es la facil manipulacién de los
explantes debido a su encapsulacion. Ademas, es una de las més utilizadas en protocolos de

crioconservacion, por la seguridad de proteccion del explante (Ozudogru et al., 2010).

2.4.4.3 Encapsulacion-vitrificacion. Una interesante variante de la encapsulacion-deshidratacion
es la encapsulacion-vitrificacion, donde el utilizar soluciones vitrificantes después de la
encapsulacion posibilita evitar dos pasos; la deshidratacion y la desecacion en silica gel (Ozudogru
y Lambardi, 2016). Este método se basa en encapsular los explantes en perlas de alginato de calcio
y posteriormente se someten a vitrificacion y sumergen en NL directamente (Yang et al., 2020).

Actualmente este método es uno de los mas utilizados en la crioconservacion tradicional. Algunas
de sus ventajas es que presenta un 30 % extra en recuperacion al compararla a las técnicas de
encapsulacion o vitrificacion individualmente; debido a que las capsulas de alginato ayudan a
disminuir significativamente la toxicidad de las soluciones crioconservantes incrementando
ampliamente la seguridad de los explantes congelados (Yang et al., 2020). Los estudios han
demostrado que la encapsulacion de las células es la mejor opcion para la conservacion de las
células a largo plazo en comparacion con la vitrificacion no encapsulada. También brinda
conveniencia en el manejo de las células durante la dilucion y rehidratacion usando una solucion

de sacarosa (Nakkanong y Nualsri, 2018).

2.4.4.4 Crioplacas V-D. El método de crioplacas puede considerarse como un método hibrido entre
la gota de vitrificacion y la encapsulacidon-deshidratacion. En cada paso de estos métodos se utiliza
un portador o placa de aluminio, para disminuir la posibilidad de dafiar y perder explantes, ademas,

los explantes pueden tratarse eficientemente con cualquier pretratamiento, ya que, estando en las
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placas no flotan en las soluciones ni se adhieren a la pared de los tubos (como en los métodos
anteriores en criotubos). Las crioplacas utilizadas estan disefiadas con una longitud de 37 mm, un
ancho de 7 mm y un espesor de 0,5 mm con 10 pocillos. Su tamafio estd disefiado para poder ser
introducidos en criotubos de 2 mL. Las crioplacas estan constituidas con aluminio grado A1050,
siendo la pureza del aluminio superior al 99,5%, son duras, reutilizables y con una alta
conductividad térmica, ideales para utilizarse con cualquier explante durante el método de
crioconservacion y disminuir su dafio (Jitsopakul et al., 2019).

Este método incluye pasos similares a los otros métodos de crioconservacion. Primeramente, el
tejido vegetal se encapsula en pequenas gotas de alginato que se unen a una placa de aluminio que
cabe en un criotubo de 2 mL. Niino y Arizaga en 2015 reportan que posterior a la osmoproteccion,
el material se deshidrata en una cabina de flujo de aire laminar en el caso del método de crioplaca
D (crioplaca-deshidratacién) o mediante el uso de una solucion de vitrificacion en el caso de la
crioplaca V (crioplaca-vitrificacion).

Entre las ventajas del método de crioplacas se encuentran que es un procedimiento facil de usar y
garantiza mayores tasas de enfriamiento y calentamiento de los explantes tratados. Sin embargo, el
método V-D requiere de una manipulacion habil de los explantes e incluye pasos dificiles, como
tratamientos osmoprotectores y de deshidratacion, transferencia de los tejidos en tiras de papel de
aluminio y transferencia en crioviales (Niino y Arizaga, 2015). Cabe mencionar, que en cualquiera
de los métodos mencionados el exponer los explantes a temperaturas tan bajas puede provocar

diferentes efectos secundarios en el tejido.

2.4.5 Efectos de la Crioconservacion de Tejidos Vegetales

A lo largo del procedimiento de crioconservacion los tejidos de las plantas son expuestos a diversas
condiciones como la deshidratacion, el estrés osmotico, oxidativo y congelamiento. Si las
condiciones no son las adecuadas, el exponer el tejido vegetal a estas condiciones traerd consigo
consecuencias quimicas afectando el metabolismo, la estabilidad de la membrana, formacion de
cristales de hielo, entre otras (Panis, 2019). Debido a lo anterior, para una crioconservacion exitosa,

estan involucrados muchos factores, como el estado de la planta fuente, los explantes de partida, el
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personal, las condiciones de cultivo, las condiciones previas al tratamiento, los métodos de
crioconservacion, las instalaciones criogénicas, los regimenes y la descongelacion posterior
(Kalaiselvi et al., 2017). Sin embargo, la deshidratacion-vitrificacion con PVS2 es un paso
importante que puede causar un dafio considerable en las células de la planta, independientemente
de los demas procedimientos criogénicos (Wang et al., 2014). En relacion con lo anterior, algunos
informes indican que las células de la planta adquirieron tolerancia al tratamiento con la solucién
PVS2 y las protegen del enfriamiento en NL (Wang et al., 2014). Cabe mencionar que existen
estudios donde especificamente se analiza el efecto de la utilizacion de crioprotectores como PVS2
y PVS3 en la regeneracion vegetal posterior de crioconservacion, con la finalidad de tener la
metodologia dptima de conservacion (Wang et al., 2019).

También el procedimiento de crioconservacion puede causar la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), alteraciones de la estructura celular, cambio en el estado del agua, regeneracion
a partir de lesiones por crioconservacion y cambios genéticos y epigenéticos. A pesar del dano
probable de los tratamientos crioprotectores, muchos tejidos vegetales no sobreviven a la
exposicion en NL sin la crioproteccion (Wang et al., 2014).

La célula vegetal responde de manera determinada a el estrés abidtico subyacentes a la
crioconservacion. Se ha reportado que, en el protocolo de vitrificacion, la deshidratacion de las
muestras con la solucion PVS2 pueden inducir citotoxicidad quimica (principalmente DMSO y
etilenglicol), ademas de estrés osmotico (glicerol y sacarosa) (Kimy Lee, 2012).

Del mismo modo, la descongelacion es una parte de proceso sencilla, sin embargo, esta considerado
como el paso mds critico durante la crioconservacion (Diaz, 2015). Lo que se busca en la
descongelacion es impedir la fusion de los cristales de hielo que se formaron durante la
congelacion, fenomeno llamado re-cristalizacion donde se podrian crear cristales mas grandes de
hielo provocando dafio en la integridad celular (Mazur, 1984). Debido a esto, es importante tomar
las medidas de prevencion necesarias con la finalidad de recuperar el explante vegetal con éxito.
Debido a lo anterior, se requieren estudios complementarios que amplien el conocimiento sobre el
comportamiento de la célula vegetal bajo congelamiento y descongelamiento en la
crioconservacion, que determinen a nivel molecular los mecanismos del crioestrés y/o la criolesion

y cémo las plantas responden a varios tipos de estrés abiotico.
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2.4.5.1 Analisis de efectos moleculares (transcriptomica) de la crioconservacion en plantas. Las
respuestas bioquimicas celulares a los tratamientos de crioconservacion en las plantas son poco
conocidas. El campo de la criobiologia vegetal busca comprender los procesos moleculares y
fisiologicos que permiten a las plantas sobrevivir a la crioconservacion (Volk et al., 2011). La
crioconservacion de las plantas es dificil debido a sus procesos bioldgicos complicados, compleja
actividad metabolica y respuestas sensibles al estrés (Ren ef al., 2015a).

El conocimiento de la forma de regulacion del transcriptoma es primordial para el entendimiento
de los diferentes constituyentes moleculares que integran una red de respuesta ante un evento
inductor. El actual desarrollo de RNA-seq como herramienta para la transcriptdmica, permite la
secuenciacion masiva de ARN, haciendo posible conseguir perfiles de expresion génica como
respuestas de defensa, ofreciendo posibilidades de profundizar el entendimiento de mecanismos
activados o regulados como respuesta en las plantas al estrés, permitiendo identificar y cuantificar
nuevos o conocidos transcritos cumpliendo una funcion en la defensa del tejido vegetal (Soto-
Sedano y Lopez-Carrascal, 2012). Asi mismo, mediante el estudio del transcriptoma se pueden
identificar genes que se inducen o reprimen y su probable participacion en rutas de sefializacion y
reconocimiento como consecuencia del tratamiento de crioconservacion. Esto con la finalidad de

ayudar a establecer un protocolo adecuado para la crioconservacion.

2.4.5.2 Cascada de senalizacion y percepcion de senales de estrés. El estrés abidtico en la célula
vegetal inicia generalmente con una sefializacion rapida para que la célula pueda responder. Existen
diversos miembros de los receptores de proteinas de membrana que perciben el estrés abidtico
(Penfield y MacGregor, 2013), se ha planteado la hipdtesis de que las alteraciones mediadas por la
temperatura en la fluidez/rigidez de la membrana pueden ser la deteccion primaria de una
percepcion del estrés, por el estimulo de temperatura (Guo et al., 2017).

Los receptores de proteinas de membrana conducen sefales fisicoquimicas a través de sus dominios
de cinasas citosolicas, como HKS (histidina quinasas) y RLK (quinasas similares a receptores)
(Zhu, 2016). Asi mismo, MAPK (Mitogen Actived Protein Kinases) conocidas como MAP cinasas,
juegan un papel clave en la integracion de varias sefiales de estrés abiotico en las células vegetales
(Zelicourt et al., 2016). Por ejemplo, Ren et al. (2015) durante su protocolo de crioconservacion

encontraron a los genes inducidos relacionados con la osmoproteccion HKs y MAPKKK13.
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Reportando que, en las plantas, las HK sensoriales participan en la percepcion de estrés por sequia,
osmotica, frio y sal.

El calcio es conocido como segundo mensajero, ya que la entrada de Ca®" en el citosol es una de
las primeras consecuencias de la deteccion del estrés, particularmente ocasionado por temperatura
(Sinha et al., 2015). Los tres principales sensores de Ca?* en las plantas son la calmodulina (CaM)
en conjunto con proteinas similares a la calmodulina (CML), las proteinas cinasas dependientes de
calcio (CDPK) y las proteinas similares a la calcineurina B (CBL). Dichas proteinas han
demostrado participar en las redes de transduccion de senales (Yang et al., 2020). Las diversas
quinasas dependientes de calcio (Ca®") (CDPK / CPK) regulan la respuesta al dcido abscisico
(ABA) en Arabidopsis (Zhang et al., 2018). Primeramente, se descubrié que la deteccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por receptores desconocidos que da como resultado la
generacion de sefiales de Ca®*, posteriormente se obtuvo que la proteina de union al calcio se
sobreexpresaba en las técnicas de crioconservacion, finalmente la sefial de ROS se transmitia a la
serina/treonina proteina cinasa (Zhu, 2016; Zhang et al., 2018). Ademads, como consecuencia de
las sefiales de Ca*", los CBP experimentan un cambio conformacional que les permite interactuar
y regular (activar o inactivar) proteinas diana (Defalco, 2017).

Estos tipos de estrés abiotico también estan presentes en la crioconservacion de plantas que inducen
respuestas adaptativas al reprogramar la expresion génica. Cuando se expone a la deshidratacion,
la sefial de estrés osmotico y de congelacion debe ser percibida y transmitida al nucleo; en este
aspecto, los componentes ubicados en la membrana celular primero deben detectar y amplificar la
sefial. La primera reaccion de células vegetales es muy importante para definir la defensa celular a
utilizar para evitar el estrés abiotico (Ren et al., 2015).

La regulacion positiva de los receptores de membrana celular ocurre en una etapa temprana porque
actuan como un transductor de sefial importante y es inducible en respuesta a ABA y ROS, sal y
estrés por sequia (Sinha et al., 2015). Por esa razon, la regulacion positiva de los componentes de
la membrana celular esta relacionada con funciones iniciales en la percepcion y transduccion de

senales.

2.4.5.3 Factores de transcripcion y transduccion de sefiales ROS. Otros mecanismos de defensa en

las plantas después de la sensacion de estrés son la accion de los factores de transcripcion que
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actiian directamente sobre la induccién o represion de la expresion génica. Los factores de
transcripcion, particularmente los miembros de la familia MYB y WRKY, juegan un papel
importante en la respuesta temprana en la cascada de sefiales de estrés. Estos genes estan
involucrados en una amplia gama de tensiones abioticas y sefializacion a acido abscisico (ABA)
(Baldoni et al., 2015). Se sabe que WRKY promueve la expresion de proteinas PR (proteinas
relacionadas con patogénesis) o proteinas anticongelantes en respuesta al estrés abiotico (Naing y
Kim, 2019).

Se ha reportado que la familia de factores de transcripcion WRKY se expresan diferencialmente
en vid tras la condicion de estrés por frio (Guo et al., 2017). Las células vegetales detectan ROS a
través de tres mecanismos que son: las proteinas receptoras ROS no identificadas, los factores de
transcripcion sensibles a redox y la inhibicion directa de fosfatasas por ROS (Miller ef al., 2018).

Ren et al. (2015) crioconservaron Arabidopsis thaliana y encontraron un aumento en los niveles
de ROS y peroxidacion después de un rapido calentamiento y enfriamiento en NL. Mediante la
hibridacion de microarreglos, descubrieron que el aumento en la regulacion génica de DREB/CBF
era beneficioso para hacer frente a la lesion criogénica, también los miembros de la familia OX11,
WRKY y MYB como factor clave en la transduccion de sefiales de ROS activaron las redes
productoras de ROS y de barrido de ROS, incluyendo ciclos AsA-GSH y GPX involucrados en la
eliminacion de H>O».

Actualmente, el desarrollo de tecnologias de secuenciacién ha abierto oportunidades para el
analisis de plantas con y sin un genoma secuenciado. Permite estimar la expresion génica a nivel
de transcritos, y comprender la dindmica transcriptomica es fundamental para identificar la funcion
del gen y las variaciones fenotipicas para una amplia variedad de preguntas bioldgicas. En el campo
de la crioconservacion de plantas, existen pocos reportes al respecto, sin embargo, en hierba de
cordon de la pradera (Spartina pectinata) se estudid el transcriptoma en respuesta al estrés por
congelacion utilizando el método de secuenciacion de ARN para realizar un perfil de expresion
génica. Encontraron genes regulados positivamente implicados en la modificacion de la membrana
plasmatica, la sefializacion mediada por calcio, las proteinas relacionadas con el proteosoma y los
reguladores de la transcripcion (MYB y WRKY). La segunda respuesta fue de genes involucrados

en la codificacion de ADN vy las proteinas de reparacion del dafio celular (Nah et al., 2016).
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2.4.5.4 Respuestas de vias metabolicas. Posterior a la sefializacion en respuesta a la deteccion de
estrés en la célula vegetal ocurre la activacion de rutas metabdlicas. Existe actualmente informacion
sobre los efectos causados por la utilizacioén de los crioprotectores y a en consecuencia del proceso
completo de crioconservacion, en donde se reporta en su mayoria respuestas por dafio oxidativo y
estrés osmotico, (Volket al.,2011; Ren et al., 2015a; Huang et al., 2018). Sin embargo, se requiere
una mayor profundizacion de estudios en la etapa del congelamiento y descongelamiento del

proceso de conservacion utilizando nuevas tecnologias de secuenciacion masiva disponibles.

2.5. Importancia del Cultivo de Vid (Vitis vinifera L.)

La vid (Vitis vinifera L.) es considerada uno de los cultivos con mayor importancia a nivel mundial,
gracias a su aporte nutricional y a gran variedad de productos que se pueden obtener a través de su
cosecha (Bi et al., 2017). En el afio 2020 se produjeron en México mas de 465 mil toneladas,
cosechadas en mas de 34 mil hectareas a lo largo del pais, traduciendose a un rendimiento de 13
toneladas por hectarea. De esta produccion el pais exportd el 65% de la produccion total del fruto
a 13 paises, principalmente Estados Unidos, Australia y Japon (SIAP, 2020). Los principales
estados productores son Sonora con el 75.27% del total, seguido de Zacatecas con el 14.3%, Baja
California con 5.45% y Aguascalientes con un aporte del 2.51%. Es decir, 3 de cada 4 racimos de
uva producida en México provienen de Sonora (SIAP, 2020). Siendo Sonora lider en produccioén
de uva aportando un valor de més de seis mil millones de pesos (SADER, 2019), a nivel municipal
destacan Hermosillo y Caborca donde se han producido mas de la mitad de la produccion total
nacional (55%) (SIAP, 2020). Sonora produce uva en cuatro diferentes modalidades: como uva de
mesa en un 92 %, como uva industrial que se emplea como un subproducto en la elaboracion de
muchos otros productos en un 3.7 % y uva pasa en un 3.3 % (SAGARHPA, 2018).

Sin embargo, la propagacion de plagas y enfermedades causadas por la comercializacion, la
sobreexplotacion del cultivo en los ultimos 150 afios, el impacto del hombre en el germoplasma
del cultivo de vid ha aumentado, provocando la reduccion y desaparicion de los recursos genéticos
del cultivo (Schneidee y Raimondi, 2014). Debido a esto, se han buscado alternativas para la

preservacion del germoplasma de las variedades de vid comunmente utilizadas en el mercado de
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exportacion con la finalidad de tener conservada esta especie vegetal por un largo periodo de
tiempo y asi preservar para las siguientes generaciones este recurso de gran importancia

agrondémica comercial regional y nacional.

2.5.1 Estudios de Crioconservacion de Vid (Vitis vinifera L.)

La disponibilidad y el facil acceso a diversas especies de Vitis son requisitos previos para los
avances en los programas de produccion. Los bancos de genes de plantas generalmente mantienen
la vid en colecciones o repositorios de campo, mismas que son vulnerables al estrés biotico y
abiotico. Por ello, la crioconservacion se ha considerado un método ideal para preservar estas
colecciones y poder contar con copias de seguridad rentables econdémicamente (Bettoni et al.,
2019). A pesar de las ventajas de este método, el crio-almacenamiento de vid no se ha
implementado completamente dentro de los bancos de genes.

Se han reportado resultados limitados con las yemas en dormancia de Vitis crioconservadas con la
técnica de encapsulacion-deshidratacion por Esensee et al. (2019). En los siguientes afios se
realizaron otros trabajos con la misma técnica, surgiendo varios desafios para la ciencia.
Actualmente, diversos métodos con altos niveles de viabilidad se han desarrollado para Vitis,
incluyendo encapsulacion-deshidratacion, vitrificacion, encapsulacion-vitrificacion, las gotas-
vitrificacion y crioplacas con la finalidad de erradicar virus en las plantas (Volk et al., 2011; Bettoni
etal., 2016, 2019; Bi et al., 2017). Garcia-Coronado et al. en 2016 reportaron un protocolo de
vitrificacion para la crioconservacion de embriones cigoticos, obteniendo en su estudio una
regeneracion entre 30-75%. Algunos avances en este aspecto se muestras en el Cuadro 1 cuya

informacion se obtuvo de Bi et al., del 2017.

Cuadro 1. Informacion de Estudios de Crioconservacion en Vid

Protocolo de . % .
Explante Crioconservacion Especie Viabilidad Referencia
Inmersion Directa | V. vinifera 0
Yemas en Nitrégeno V. riparia Bajo (Esensee et al., 2019)
Liquido V. amurensis Bajo
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V. vinifera 29 (Zhao et al., 2001)
V. vinifera 36 (Zhai et al., 2003)
Encapsulacion- | V. vinifera 49 (Wang et al., 2000)
Deshidratacion | V. vinifera 63
2
V. vinifera 3 (Wang et al., 2003)
V. vinifera 59 (Bayati et al., 2011)
Enc;apsulaqlf) "\ V. berlanderi BaJO,(NO (Benelli et al., 2013a)
Vitrificacién especifica)
V. vinifera 65.5
V. berlanderi 46.7 .
U mourvedre 75 (Matsumoto y Sakai, 2003)
V. coigneae 75
Vitrificacién V. vinifera 45
"2
V. vinifera 59 (Wang et al., 2003)
V. vinifera 55 (Shatnawi et al., 2011)
V. vinifera 43 (Hassan y Haggag, 2013)
V. vinifera 57 (Lazo-Javalera et al., 2015)
V. vinifera 45
V. vinifera 50 (Markovi€ et al., 2013)
V. vinifera 30
Vitrificacion en | V. vinifera 46 (Markovi¢ et al., 2014)
gotas V. vinifera 50
V. .
Bietal., 2017
pseudoreticulat 30 (Bietal, )
a
V. vinifera 78 (Wang et al., 2002)
. lez-Benit idal
Encapsulacion- | V. vinifera 23 (Gonza 622 081;1) 0y Vidal,
Deshidratacion V. vinifera 515
Tejido ' ' Ben-Amar e al., 2013
Embriogénic V. berlanderi 78 (Ben-Amar et al., )
o Somatico V. berlanderi 76
Encapsulacion- . : (Wang et al., 2004)
o ., V. vinifera 61-8
Vitrificacion —
V. vinifera 48 (Vasanth y Vivier, 2011)
Vitrificacion V. vinifera 60 (Miaja et al., 2004)
Inmersion Directa
Semilla en Nitrogeno V. vinifera 60 (Hassan et al., 2013)
Liquido

Con base en la informacion anterior, la mayoria de las investigaciones alrededor de Ila

crioconservacion en vid se enfoca en regeneracion, sin embargo, se requiere de una mayor
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investigacion y profundizar en el analisis de la expresion de genes involucrados en la congelacion
y descongelacion durante la crioconservacion para entender y conocer la regulacion génica del
proceso para optimizar el protocolo de vitrificacion de vid en el cual se garantice la fidelidad de
los tejidos conservados incluyendo la estabilidad genética con minimos cambios a nivel molecular

en su germoplasma.
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3. HIPOTESIS

El analisis transcriptomico de los embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera L.)
crioconservados por vitrificacion con PVS2 permite conocer las rutas, procesos bioldgicos y genes

involucrados en la respuesta del tejido vegetal al congelamiento descongelamiento.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el perfil de expresion de genes en embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera L.) en respuesta
al congelamiento/descongelamiento durante el procedimiento de crioconservacion por

vitrificacion.

4.2. Objetivos Particulares

Secuenciar el transcriptoma de embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera L.) crioconservados
mediante herramientas de secuenciacion Illumina NextSeq 500.

Identificar genes expresados diferencialmente y rutas metabolicas relacionadas mediante
herramientas bioinformaticas.

Disefiar y evaluar in silico cebadores para genes expresados durante el estrés de crioconservacion.
Validar mediante la cuantificacion por qRT-PCR de la expresion de genes especificos

seleccionados de embriones cigoticos de vid crioconservados utilizando ARN total.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Vegetal

Se obtuvieron muestras de uva (Vitis vinifera) cv. Red Globe del Mercado de Abasto y
establecimientos locales en Hermosillo, Sonora, México. Cada racimo se lavé con agua y jabon,
después se almacend en refrigerador a 4° C por 7 dias. Posteriormente, se extrajeron las semillas y
se realizd una prueba rapida de viabilidad mediante flotacién que consiste en colocar las semillas
en un recipiente con agua, descartando las que floten y conservando las que precipitan para los

siguientes tratamientos (Hamadina y Ugbede, 2018).

5.2. Protocolo de Desinfeccion

A las semillas seleccionadas se les realizaron una serie de lavados que consistieron en sumergir las
semillas en solucion de etanol al 70% en agitacion constante durante 5 min, después en hipoclorito
de sodio al 1,5% por 15 min y por ultimo tres lavados con agua destilada estéril de 5 min cada uno.
Finalmente, las semillas se colocaron en campana de flujo laminar (Esco Airstream®, modelo
ASH-3B2, serie 2012-74190, EUA) sobre papel estériles durante 10 min (Garcia-Coronado et al.,
2016).

5.3. Maduracion del Embridon en Semilla de Vid

Para garantizar la maduracion del embrion cigético en las semillas, posterior al lavado se colocaron
en medio MS 100% (Murasnige y Skoog, 1962) con un fotoperiodo de 16 h luz, 8 oscuridad a 25

°C por 14 dias. Al pasar este periodo, se incubaron en una solucidon de acido giberélico a una
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concentracion de 1 mg/mL, de durante 24 h a 25 ° C antes de realizar extraccion del embrion

cigotico.

5.4. Extraccion del Embrion Cigoético

En una campana de flujo laminar y con la ayuda de un microscopio estereoscopico (Daigger
Scientific Inc., modelo Stemi 2000, M¢éxico) se colocaron las semillas individualmente sobre una
placa Petri para la extraccion de los embriones cigoticos utilizando un bisturi quirrgico estéril con
cuchilla nimero 11 (Sensi-Medica). Se obtuvieron 100 embriones y se colocaron en tubos
Eppendorf de 2 mL. Cada tratamiento se realizd con al menos dos repeticiones biologicas (Lazo-

Javalera et al., 2016).

5.5. Protocolos de Crioconservacion

La crioconservacion consintid en dos tratamientos, los cuales consistieron en vitrificacion
(tratamiento 1: PVS2) y vitrificacion mas nitrégeno liquido y descongelamiento (tratamiento 2:
PVS2+NL). La vitrificacion se realizo utilizando la Soluciéon de Vitrificacion Vegetal Numero 2
(PVS2), conformada por glicerol al 30%, etilenglicol al 15% , dimetilsulféxido al 15% y una
solucion de sacarosa al 0.4 M en medio MS (Murasnige y Skoog, 1962) a un pH de 5,8 (Sakai
et al., 1990). Los embriones se sumergieron en 1 mL de la solucion PVS2 al 50% durante 10 min
a 25 ° C, seguido de 10 min en PVS2 al 100% a 4 ° C, posteriormente se realizé la extraccion de
ARN. Por ultimo, para el tratamiento 2, posterior a la vitrificacion, los embriones se almacenaron
en nitrogeno liquido (NL) por 30 min y se descongelaron a 38 ° C por 3 min, la solucion PVS2 se
elimin6 por completo y se les realizo tres veces lavado con agua destilada esterilizada a cada tubo
y se les realizd una extraccion de ARN. En total se obtuvieron dos repeticiones bioldgicas para
cada tratamiento: PVS2.1, PVS2.2 y PVS2NL.1 y PVS2NL.2 (el nimero después del punto en la

nomenclatura de los tratamientos indica numero de réplica biologica de cada tratamiento).
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5.6. Extraccion de ARN de Embriones Cigoéticos de Vid y Sintesis de ADNc

El ARN total se extrajo de embriones cigdticos después de cada tratamiento utilizando el RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.), Siguiendo las instrucciones del fabricante. La
integridad y concentracion de ARN se determino por espectroscopia UV-vis utilizando Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, modelo NanoDropOneC, EUA), un anélisis colorimétrico en geles
de agarosa al 1% y una foto en documentador MicroDOC Gel Documentation System (Cleaver
Scientific, modelo DI-HD, serie G15-130125066, EUA). Posteriormente, para los analisis de
expresion relativa se realizo la sintesis del ADNc utilizando el ARN total segun lo indica el kit

“SMARTer PCR cDNA synthesis kit” (Clontech Laboratories USA, CA).

5.7. Secuenciacion de Transcriptoma

Las muestras de ARN del tratamiento 1 y 2 se utilizaron para la secuenciacion del transcriptoma.
El tamafio y la calidad del ARN se analizaron por espectroscopia usando Bioanalyzer (Agilent
Technologies, EUA). La secuenciacion se realizé en formato 1 X 75 single-end en el sistema de
secuenciacion Illumina NextSeq 500 en el Laboratorio Nacional de Gendémica para la
Biodiversidad (LANGEBIO-CINVESTAV-Irapuato, M¢xico). Los datos sin procesar se
obtuvieron como archivos FASTQ, que incluyen lecturas y su calidad definida con base a la escala

de calidad de PHRED.

5.8. Andlisis de Calidad y Filtrado de Lecturas

La calidad de los datos crudos se evaluéo utilizando la herramienta FastQC v0.10.0

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), posteriormente utilizando FASTX-

Toolkit v0.0.13 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx-toolkit) se realizé el filtrado de lecturas
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obteniendo secuencias de alta calidad (Q>30), se descartaron las lecturas que contenian nucleo6tidos

desconocidos (N> 5%) y se eliminaron secuencias menores a 75 pb.

5.9. Alineamiento Contra Genoma de Referencia y Cuantificacion del Numero de Lecturas

Las lecturas filtradas (Q>30) se alinearon al genoma de referencia version 12X generado por

Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/externe/Download/Projets/Projet ML/data/), para esto

se  uso el  programa  Bowtie2 v2.3.0 (http://sourceforge.net/projects/bowtie-
bio/files/bowtie2/2.2.5/), el genoma fue indexado con “bowtie2-build” y el alineamiento se realizo
utilizando la configuracion predeterminada con modo “local” y “sensitive”. El nimero de lecturas
asignadas por gen se determind mediante “htseq-count” del paquete de python HTSeq v0.9.1
(https://pypi.org/project/HTSeq/) y los datos de recuento se importaron al entorno informatico

estadistico R para su posterior analisis.

5.10. Identificacion de Genes Expresados Diferencialmente

El andlisis exploratorio de las muestras y las réplicas bioldgicas se realizé mediante un analisis del
coeficiente de correlacion de Pearson; para esto, los niveles de expresion se normalizaron a RPKM
(lecturas por kilobase de transcrito por millon de secuencias cortas), se utilizaron unigenes con
RPKM > 0.3 para los analisis. Mientras que la variabilidad biologica entre muestras se calculd
usando correlacion de escala multidimensional (MDS) con el paquete estadistico R con datos
normalizados en TMM (Media recortada de valores-M).

La identificacion de genes expresados diferencialmente se realizd con el paquete Bioconductor
edgeR v3.32.1 (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html), utilizando los
archivos de las lecturas generados por HtSeq. Se manejaron conjuntos de datos de genes expresados
diferencialmente basados en valores de corte de tasa de error del 5% (FDR < 0,05) y un logaritmo

base 2 de razén de cambio (LogFC) con el valor umbral de> 1 para filtrar los genes expresados de
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forma significativa. Los genes que mostraban mas del doble de cambios en la expresion se

consideraron genes expresados significativamente (DEG).

5.11. Analisis de Enriquecimiento, Distribucion de Enzimas y Caracterizacion de Genes

Identificados como Expresados Diferencialmente

Para el andlisis de enriquecimiento en los términos de ontologia genética los genes fueron
identificados y anotados por el software OmicsBox v1.4.11 (https://www.biobam.com/omicsbox/),
los términos GO (Ontolgia Genética) considerados como enriquecidos fueron basados en valores
de corte con un nivel de significancia de 1% (p<0.01). La identificacion de los términos GO se
realizo utilizando el software blast2go como herramienta de OmicsBox. Las anotaciones de la

distribucidn enzimatica se realizaron mediante OmicsBox.

5.12. Disefio de Oligonucledtidos Para Genes Seleccionados Respuesta al Estrés por Frio

A partir de los genes identificados utilizando la base de datos EnsemblPlants
(https://plants.ensembl.org/index.html) se seleccionaron 2 genes reprimidos
(VIT 0150026202620, VIT 00s0733g00010) y dos inducidos (VIT 01s0146g00320,
VIT 04s0008g01550). Para el disefio de oligonucledtidos se utilizd el programa QuantPrime

(https://quantprime.mpimp-golm.mpg.de/). Se disefiaron Primers con caracteristicas especificas
para PCR tiempo real, se obtuvo 5 pares de cebadores por cada uno de los genes seleccionados de
Vitis vinifera. La anotacion utilizada para llevar a cabo este punto fue EnsemblGenomes release 14
(genoma +) con el organismo Vitis vinifera y el protocolo de cuantificacion seguido fue ‘“SYBR

Green real-time qPCR’’ (Sin hits de empalme alternativo).
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5.13. Validacién de Transcriptoma Mediante Cuantificacion de Expresion Relativa Utilizando

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

Se realizo el andlisis de expresion relativa utilizando el método 222 (Livak y Schmittgen, 2001)
mediante el kit “Luna® Universal qPCR. Master Mix (New England BioLabs Inc.)” en un
termociclador ‘StepOneTM Real Time PCR System de Applied Biosystems Thermofisher bajo las
condiciones de 40 ciclos de 4 min a 94°C, 15 seg a 94°C y 1 min a 68°C. El ARNm extraido de
embriones control (PVS2) se us6 como calibrador y el gen que codifica para la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de V. vinifera como gen constitutivo. Para la
cuantificacion de la expresion del gen constitutivo se uso6 los oligonucledtidos VVGAPDH-F y
VvGAPDH-R) de acuerdo a Garcia-Coronado et al., (2016).

Las condiciones de reaccion de RT-PCR fueron las especificadas en el kit “Luna® Universal
gPCR. Master Mix (New England BioLabs Inc.)” con 100 ng de oligonucleétidos y 50 ng de ADNc¢
total. La cuantificacion se realizé por triplicado técnico y duplicado biolégico incluyendo controles
negativos sin templado para cada uno de los transcritos evaluados. Asimismo, se construyd una
curva de disociacion para verificar la especificidad de amplificacion de los oligonucledtidos y se
analizd la eficiencia de amplificacion respecto al gen enddgeno para cada uno de los genes
seleccionados utilizando metodologia de rangos dindmicos con cuatro puntos de dilucion,
partiendo de 100 ng totales en el punto de dilucion mayor y continuando con un factor de dilucion

1:5 en los siguientes puntos. Cada dilucion se cuantifico por triplicado en muestras independientes

5.14. Métodos Estadisticos

Todos los experimentos presentaron un disefio completamente al azar con al menos 2 réplicas
biologicas en cada tratamiento. Los resultados del transcriptoma estadisticamente se consideran

como estudios de caso.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Extracciéon de ARN de Embriones Cigoticos de Vid

A las muestras de ARN de embriones cigdticos de vid se les realizdé un analisis de calidad e
integridad mediante espectrofotometria. Se sabe que dentro de las caracteristicas fisicoquimicas
del ARN, sus bases nitrogenadas tienen propiedad de absorber luz ultravioleta con una longitud
maxima de aproximadamente 260 nm, lo que facilita su identificacion y cuantificacion (Pérez-Cruz
y Gomez-Marin, 2009). Una muestra de ARN que contiene valores de absorbancia A260/280 entre
2.0-2.2 se considera con pureza 6ptima, >1.7 corresponde a una muestra con pureza aceptable, <1.7
indicaria que la muestra esta contaminada con presencia de compuestos aromaticos. Por otro lado
en los valores de absorbancia A260/230 una muestra de ARN con pureza optima corresponde a un
valor de 2 o poco superior, la muestra es de pureza aceptable si cuenta con un valor >1.5
(BANCOADN, 2020). Basandose en los valores mencionados anteriormente, las muestras de ARN
de los tratamientos con sus respectivas réplicas bioldgicas cuentan con una pureza dptima para su

utilizacion en ensayos de secuenciacion masiva (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentracion y calidad de muestras de ARN.
Tratamiento [ng/nL] 260/280 260/230

PVS2.1 88.9 1.99 1.79
PVS2.2 106.5 2.01 1.70
PVS2NL.1 116.8 2.13 2.18
PVS2 NL.2 165.2 2.13 2.09

6.2. Secuenciacion de Transcriptoma y Analisis de calidad

La secuenciacion del ARN de cada tratamiento y sus réplicas bioldgicas arrojé un total de

380,455728 lecturas sin procesar de Illumina “single-end” con una longitud de 75 pb y la calidad
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de las secuencias, después de remover adaptadores, filtrando a secuencias de alta calidad (Q>30) y
descartando las lecturas que contenian nucledtidos desconocidos (N> 5%) se obtuvo
aproximadamente 63 millones de lecturas por muestra en secuencias filtradas para los analisis

bioinformaticos necesarios.

6.3. Alineamiento Contra Genoma de Referencia y Cuantificacion de Lecturas

La alineacion de lecturas contra el genoma de referencia en Genoscope de Vitis vinifera di6 como
resultado un alineamiento global del 96.29%, con un promedio de alineado unico de 64.86%,
mientras que las lecturas que alinearon mas de una vez fueron de 31.42 % como se muestra en el
cuadro 3. Mismos valores que son reflejo de un buen mapeo, considerando aceptable un promedio

mayor a 70%.

Cuadro 3. Porcentaje de alineamiento utilizando el programa Bowtie2, p<0.05 en embriones
cigéticos de vid (Vitis vinifera L.) expuestos a congelamiento/descongelamiento durante la
crioconservacion.

Lecturas alineadas PVS2.1 PVS2.2 PVS2NL.1 PVS2NL.2

1 vez 64.29% 61.35% 66.32% 67.52%
> 1 vez 31.65% 33.91% 30.27% 29.88%
Tasa de alineamiento  95.94% 95.26% 96.59% 97.40%

Con los datos normalizados de RPKM para analizar la variabilidad bioldgica presente entre las
muestras y los transcriptomas, se estudio la correlacion conjunta de los datos, mediante un analisis
de escala multidimensional (MDS) (Figura 1), en donde se muestra la distribucion de los
tratamientos diferenciados por colores. Utilizando las replicas bioldgicas de cada tratamiento
(PVS2 y PVS2+NL), se puede observar como los diferentes tratamientos pertenecen a cuadrantes
distintos indicando que las muestras son diferentes y comparables, lo que favoreci6 la continuidad

de los analisis bioinformaticos de los datos obtenidos.
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Figura 1. Grafico de Escalamiento Multidimensional (MDS) comparativo de tratamientos y
réplicas de embriones cigoticos de vid (Vitis vinifera L.) expuestos a congelamiento y
descongelamiento durante la crioconservacion. Cada tratamiento se representa con el mismo color
y el nimero después del punto indica réplica biologica.

Los resultados en el analisis de correlacion de Pearson presentaron un comportamiento similar
entre las muestras, las cuales contaban con un valor cercano entre ellas, indicando quizas un
comportamiento relacionado (Figura 2), se obtuvo valores de correlacion de Pearson positivos y
cercanos a 1, demostrando una correlacion positiva y poca diferencia en la expresion genética entre

los tratamientos.
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Figura 2. Mapa de calor de la Correlacion de Pearson con escala de color. Comparativo de
tratamientos y réplicas de embriones cigéticos de vid (Vitis vinifera L.) expuestos a congelamiento
y descongelamiento durante la crioconservacion.

6.4. Genes Expresados Diferencialmente

Al realizar un andlisis de dispersion de Tagwise y el calculo de genes expresados diferencialmente
(DEG) se encontraron un total de 229 genes, de los cuales 43 son inducidos y 186 reprimidos. En
la Figura 3 del grafico de volcan se visualiza la representacion Log base 2 del Fold change
correspondiente a cada gen frente a Log base 10 de FDR, se pueden observar a colores los genes
que mostraron una diferencia estadistica significativa (FDR < 0.05), en su nivel de expresion
(LogFC>1y LogFC <-1) por efecto del tratamiento de congelamiento y descongelamiento durante
la crioconservacion, siendo los puntos de color rosa los genes inducidos y los puntos morados los

genes reprimidos.
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Figura 3. Grafico de volcan que indica la distribucioén global de log2FC (veces el cambio en la
expresion génica) y el valor FDR en embriones cigéticos de vid (Vitis vinifera L.) expuestos a
congelamiento/descongelamiento por crioconservacion. El conjunto adyacente de puntos
representa genes con aumento en su expresion o inducidos (rosas) y genes reprimidos (morados)
en embriones cigéticos de vid (Vitis vinifera L.) expuestos a congelamiento/descongelamiento
durante la crioconservacion.

6.5. Analisis de Enriquecimiento

El analisis de enriquecimiento o categorizacion de GO (ontologia genética) se realizd para
investigar procesos bioldgicos sobrerrepresentados o funciones moleculares involucradas en los

genes que se encontraron expresados diferencialmente. Primeramente, para los genes inducidos,

47



los resultados mostraron que 3 términos GO en categoria de proceso bioldgico, 1 dentro de
componente celular y 2 en funcion molecular se enriquecieron significativamente (p < 0,01), los
términos mas enriquecidos fueron el ensamblaje de nucleosomas (10.71%), componente de
nucleosomas (10.71%), actividad de reservorio de nutrientes (7.14%), regulacion negativa de
crecimiento de organos (3.57%), entre otros (Figura 4). Resultados similares se obtuvieron por
Yang et al. en 2015 al trabajar con planta de platano bajo estrés por frio donde se mostraron
enriquecidos procesos de nucleosoma y ensamblaje de nucleosoma, asi mismo en Dendrobium
nobile Lindl expuesta a nitrégeno liquido por crioconservacion se encontraron grupos GO de
modificacién postranscripcional, proteinas chaperonas, modificaciom de RNA y estructura y
dindmica de cromatinas (Di et al., 2018). Lo que podria indicar que se activan vias para la
modificacion de la estructura del ADN y aumenta la produccion de proteinas en respuestas a estrés

como chaperonas.

Enriquecimiento de Genes Inducidos

Actividad del reservorio de nutrientes ™
Actividad endo-1_4-beta-xilanasa
Nucleosoma ™
Regulacién negativa del crecimiento de drganos
Autoubiguitinaci on de proteinas
Ensamblaje de mucdleosomas ™
0.00 200 400 6.00 g8.00 10.00 12.00

PORCENTAIE
B %5Gen Vitis Ref

Figura 4. Grafico de Vias GO (ontologia genética) enriquecidas de los genes inducidos en
respuesta al congelamiento/descongelamiento en embriones cigéticos de vid (Vitis vinifera L.). Se
muestra el porcentaje de diferencia entre referencia y transcriptoma probado. Categorizados en
proceso biologico (lila), componente celular (verde) y funcién molecular (rosas).

Con los procesos inducidos enriquecidos obtenidos en el presente estudio se puede inferir que los
embriones de vid estan atravesando por un estrés a causa del congelamiento/descongelamiento en
el cual probablemente esté sucediendo un re-modelamiento en nucleosoma como resultado de los

procesos mayormente inducidos como se muestra en la Figura 4, provocando cambios en la
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transcripcion de genes posiblemente relacionados con procesos epigenéticos, en donde, se presenta
una respuesta en la expresion génica sin que ocurran cambios en la estructura del ADN. Ademas,
la célula presenta un aumento en la reserva de nutrientes, ya que, al estar bajo el estrés del
tratamiento busca sobrevivir utilizando de forma mddica la energia disponible poniendo en pausa
el desarrollo de la planta.

Por otro lado, en los genes reprimidos se encontrd que 6, 3 y 13 términos GO se enriquecieron
significativamente (p < 0,01) en las categorias de proceso bioldgico, componente celular y funcion
molecular, respectivamente. Obteniendo mayormente enriquecidos el proceso bioldgico de union
de iones de calcio (5.8%) y funciones moleculares en constituyentes de pared celular (7.25%),
region extracelular (9.42%), organizacion de la pared celular (2.17%) y transporte de protones
acoplado a sintesis de ATP (3.62%) (Figura 5). Mismos procesos que coinciden con lo encontrado
por Song et al. en 2017, al trabajar con trigo y exponerlo a tratamiento de congelacion se obtuvo
enriquecimiento de genes reprimidos en procesos relacionados con la actividad de transporte
transmembranal, constituyentes de la pared celular y region extracelular, dichas coincidencias

podrian indicar alguna respuesta relacionada con la membrada y su desactivacion.
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Enriquecimiento Genes Reprimidos
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Figura 5. Grafico de Vias GO (ontologia genética) enriquecidas de los genes reprimidos a causa
del congelamiento/descongelamiento en embriones cigdticos de vid (Vitis vinifera L.). Mostrando
el porcentaje de diferencia entre referencia y transcriptoma probado.Categorizados en proceso
bioldgico (lila), componente celular (verde) y funcion molecular (rosa).

Los datos obtenidos de los procesos enriquecidos en los genes reprimidos muestran que los
embriones de vid estan atravesando por un estrés a causa del congelamiento/descongelamiento en
donde ocurre una contencion en los procesos energéticos mediante la represion de los procesos
realizados por enzimas como NADH vy citocromo oxidasa, con la finalidad de sobrevivir el estrés
causado por el tratamiento, ademas se observo una desactivacion de componentes de la membrana
celular reflejado en procesos relacionados con la enzima ATPasa, posiblemente a causa de los
cambios en la fluidez de la misma provocados por las alteraciones en la temperatura, esto provoca

reduccion en la cantidad de energia disponible.
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6.6. Distribucion en Clasificacion de Enzimas (EC) Presentes en el Transcriptoma a Causa de

Congelamiento/Descongelamiento

La clasificacion EC (Numeros de la Comisidon de enzimas), es una clasificacion numérica para
enzimas, basado en las reacciones quimicas que catalizan. La distribucién enzimatica es un
parametro de las principales reacciones que se estan induciendo (Figura 6) en respuesta al
tratamiento PVS2NL. Los resultados del perfil de expresion génica coinciden con las vias
enriquecidas mostrando la expresion inducida de algunos genes que codifican para enzimas
hidrolasas principalmente glicosilasas (EC:3.2), encargadas del primer paso en la via de reparacion
de escision de bases (BER), las glicosilasas de ADN de las plantas inducen la desmetilacion del
ADN lo que se relaciona con la regulacion positiva de genes (Parrilla-Doblas et al., 2019), la via
BER se encarga de contrarrestar los efectos mutagénicos y citotoxicos de los dafios en las bases
nitrogenadas (Drohat y Coey, 2016). La desmetilacion induce la activacion de genes relacionados
con el estrés abidtico, lo que coincide con estudios donde se muestra que al exponer tejidos
vegetales a crioconservacion aumentan los niveles de desmetilacion (Choi y Sano, 2007; Nuc et al.,
2016). Otra de las clasificaciones enzimaticas repetidamente inducidas fueron las oxidoreductasas,
principalmente las encargadas de la incorporacion o reduccidon de oxigeno molecular (EC:1.14),
dentro de ellas las oxigenasas, encargadas de oxidar los sustratos utilizando uno o dos atomos de
oxigeno, presente en la sintesis y catabolismo de metabolitos en plantas (Carrillo-Campos, 2019).
Un importante ejemplo de una enzima que presenta este esquema es el citocromo P450, el cual es
conocido por tiene un papel importante en la desintoxicacion, biosintesis de antioxidantes, defensa
contra duras condiciones ambientales, entre otros (Pandian et al., 2020). Se sabe que el estrés por
frio afecta el transporte de electrones, lo que lleva al dafio oxidativo causado por la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). En este sentido algunos autores han reportado la expresion
inducida significativamente de genes citocromo P450 por causa del estrés por frio en especies de
Lolium perenne, Festuca arundinacea, Oryza sativa y Arabidopsis (Bilodeau et al., 1999; Tao

etal., 2017; Waseem et al., 2021).

51



Distribucion Codigo de Enzimas en Genes Inducidos

2.7 Transferencia de grupos que contienen fasforo
2.4 Glicosiltransferasas

7.2 Catalizarla translocacion de cationes inorganicos
3.6 Actuando sobre anhidridos dcidos

3.4 Actuando sobre enlaces peptidicos (peptidasas)
3.2 Glicosilasas

6.- Ligasas

1.14 Incorporacion o reduccion de oxigeno molecular

1.1 Actuando sobre el grupo de donantes CH-OH
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1 Oxidoreductasas 2 Transferasas 3 Hidrolasas 6Ligasas m 7 Translocasas
Figura 6. Grafico de Distribucion EC (Numeros de la Comision de enzimas) en Genes Inducidos
a causa del congelamiento/descongelamiento en embriones cigdticos de vid (Vitis vinifera L.).
Cada color representa a una Clasificacion primaria de las enzimas.

Estos resultados muestran que las principales reacciones detectadas en la célula a causa del
congelamiento/descongelamiento fueron hidrodlisis de enlaces quimicos, especialmente en enlaces
glicosilicos, representado por las enzimas glicosilasas, las cuales son principalmente utilizados en
la remocién de citosinas metiladas en el ADN, indicando nuevamente cambios en la expresion
durante el estrés.

Por otro lado, la distribucién enzimatica de las principales reacciones que se estan reprimiendo en
respuesta al tratamiento PVS2NL se puede observar en la Figura 7, donde destaca la represion de
enzimas transferasas, principalmente las glicosiltransferasas (EC:2.4) catalizan la transferencia de
azucares a una amplia gama de moléculas aceptoras, son fundamentales para la biosintesis de las
paredes celulares de las plantas, reensamblaje y degradacion de polimeros de xiloglucano, la
principal hemicelulosa de la pared celular primaria, reforzando o reparando dafos de la pared
durante el crecimiento y en respuesta a tension abiotica (Reilly et al., 2007; Cao et al., 2008).
Coincidiendo con las vias reprimidas enriquecidas, donde se presenta una represion en los
constituyentes de pared celular.

Otra de las clasificaciones enzimaticas reprimidas fueron las enzimas translocasas, encargadas de
catalizar la translocacion de hidrones (EC:7.1). Una translocasa importante contenida en este grupo
es la ATPasa, identificada por su importante funcién de transporte a través de membrana y

necesaria como fuente de energia (Zhang et al., 2006). Al igual que en el presente estudio,

52



resultados similares publicados comprueban la inhibicion de actividad en ATPasa ante el estrés por
frio en Arabidopsis y Vitis vinifera (Dietz et al., 2001; Zhang et al., 2006; Muzi et al., 2016). La
estabilidad estructural y funcional tanto de la membrana como de la pared celular es crucial en la
adaptacion de la planta al estrés por temperatura, los resultados obtenidos muestran una probable

desactivacion o tal vez pérdida de funcionalidad de las mismas.

Distribuciéon Codigo de Enzimas en Genes Reprimidos

7.2 Catalizarla translocacion de cafiones inorganicos
7.1 Catalizarla translocacion de hidrones
6.2 Formacion de enlaces carbono-azufre
3.4 Transferasas intram oleculares
32 Cistrans-isom erasas
3.6 Actuando sobre anhidridos dcidos
3.4 Actuando sobre enlaces peptidicos (peptidasas)
3.3 Actuar sobre enlaces ether
3.2 Glicosilasas
3.1 Actuar sobre enlaces éster
2.7 Transferencia de grupos que contienen fasforo
2.5 Transferencia de grupos alquilo o arilo, distintos de los...
2.4 Glicosiltransferasas
2.3 Aciltransferasas
2.2 Transferencia de grupos aldehidos o cetomicos
2.1 Transferencia de grupos de un carbono
1.14 Actuando con incorporacion o reduccion de oxigeno_ .
1.11 Actuar sobre un peroxido com o aceptor
1.10 Arctuar sobre difenoles y sustancias afines como donantes
1.9 Actuar sobre un grupo hemo de donartes
1.8 Actuar sobre un grupo de donantes de azufre
1.7 Actuar sobre otros com puestos nitrogenados como donantes
1.6 Actuando sobre NADH o NADPH
1.2 Actuando sobre el grupo de donantes de aldehido u oxo

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
= Seqs

1. Oxidoreductasas = 2. Transferasas = 3. Hidrolasas = 5. Isomerasas ®m6.Ligasas ® 7. Translocasas
Figura 7. Grafico de Distribucion EC (Numeros de la Comision de enzimas) en Genes Reprimidos
a causa del congelamiento/descongelamiento en embriones cigdticos de vid (Vitis vinifera L.).
Cada color representa a una clasificacion primaria de las enzimas.

Las reacciones que mayormente estan siendo reprimidas en el proceso de defensa celular contra el
congelamiento/descongelamiento son de transferasas, en donde destaca la transferencia de grupos

con fosforo conocidas como cinasas, relevantes en la generacion de energia, transporte de sefial al
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nucleo, asi mismo, se encuentra represion en reacciones pertenecientes a componentes de pared y

membrana celular indicando nuevamente una pausa en la actividad energética de la célula.

6.7. Identificacién de Genes Expresados Diferencialmente

En el cuadro 4 se muestran cuarenta de los genes mayormente expresados inducidos (20) y
reprimidos (20) a causa del tratamiento de congelamiento/descongelamiento durante la

crioconservacion con altos valores de cambio en FoldChange con respecto al control.
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Los genes con valores de cambio en su expresion mas significativo se muestran en la Figura 8,
destacando entre los inducidos genes que codifican para proteinas hipotéticas como el producto
proteico sin nombre (PSN), Proteina spinster 2-like, proteina de choque térmico 17,3 kDa clase II,
Proteina similar a RPP13 4 de resistencia a la enfermedad, Citocromo P450 76A2, Histona H4,
Probable Nucleoredoxina 1, Proteina CUP-SHAPED COTYLEDON 3-like. Mientras que, en los
reprimidos estan presentes el Proteina quinasa similar a un receptor HSL1, Transportador de zinc
8-like, Serina/treonina-proteina quinasa SD1-8, Glutation S-transferasa U7, Proteina en respuesta
al bajo contenido de azufre 2, ATPasa subunidad 1, Acido cafeico 3-O-metiltransferasa 1,

Valenceno sintasa, Proteina similar a la calmodulina 65, Nodulina-75 temprana y Expansina-Al.

Genes Expresados Diferencialmente

Froteina quinasa similar a un receptor HSL1
Cafeoil-CoA O-metiltransferaza
Probable glutation S-transferasa pard
*Expansina-Al
GDSL estzrmasalipaza APG
Nodulina-73 temprana
Froteina similar a la calmodulina 63
Valencano sntasa
Agido cafeico 3-Oumetiliransferasa 1
Caffeic acid 3-O-methyitransferase 1
*ATPaza subunidad 1
Bespuesta proteica al bajo contenido de amnfre 2
Froteina similar a la pemina 93
Calcio v calcio/calmodulina dependiente de serina/treonina-proteina. ..
Factor de transcripeion sensible al etilenc similar a ERF109
Proteina CUP-SHAPED COTYLEDON 3-like
Mucleoredoxina probable 1
Estrés oxidative 3, isoforma putativa 1
Histona H4
Citocromo P450 7642
Besistencia a la enfermedad Proteina similar a FPP13 4
*Proteina de choque témicel7.3 kDa clase IT
Protzina spinster 2-like
*Producto proteico sin nombre, parcial

-8 -6 -4 2 0 2 4 6
LoglFC
Figura 8. Genes mas inducidos y mas reprimidos a causa del congelamiento/descongelamiento en
embriones cigodticos de vid (Vitis vinifera L.). Muestra log2FC (veces el cambio en la expresion) y
listado de genes identificados. Solo se presentan los genes con Log2 FC con los valores mas altos.

Los genes con mayor cambio en su expresion nuevamente mostraron una induccion en los procesos
de defensa ante estrés, como proteinas de resistencia a enfermedad, de choque térmico, de estrés

oxidativo e histonas, indicando que se quiere contrarrestar posiblemente una acumulacion de
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especies reactivas de oxigeno, un desplegamiento de proteinas importantes para la célula, ademas
de la modificaciéon de la expresion genética. La represion de la célula ocurre en proteinas
importantes de membrana y pared celular principalmente, lo que coincide con una posible
desactivacion de estas a causa del tratamiento posiblemente por perdida de funcionalidad.

Los genes seleccionados para la validacion del transcriptoma se encuentran marcados con un
asterisco en la Figura 8. Dentro de los genes mayormente inducidos se encuentra la proteina de
choque térmico 17.3 kDa clase II (ID: VIT 04s0008g01550), clasificada dentro del grupo de
chaperonas moleculares, las proteinas de choque térmico se conocen por ser comunmente
expresadas durante estrés ambiental (Sturm et al., 1999). Esto debido a que la desnaturalizacién o
plegamiento incorrecto de las proteina es consecuencia directa o indirecta de cualquier estrés que
impida las funcidnes celulares normales realizadas por las proteinas. Es decir, cualquier factor de
estrés requerira la presencia de proteinas de choque térmico o chaperonas (Jacob et al., 2017). En
este sentido, se conoce que la proteina de choque térmico 17.3 kDa mediante la interaccioén con
osmolitos, reguladores y moleculas de sefializacion, se encarga de restaurar la funcion de proteinas
dafiadas (Wang et al.,, 2004). En relacion a lo anterior, se ha identificado un aumento en la
expresion de la proteina de choque térmico 17.3 KDa ante la exposicion de calor de Lactuca sativa,
indicando que participa en el reconocimiento del estrés y replegamiento de proteinas durante la
condicion de estrés (Kang ef al., 2021). Del mismo modo, HSP 17.3 kDa se indujo en Arachis
hypogaea bajo estrés hidrico, identificandola de igual forma como participante en el replegamiento
de proteinas afectadas en la busqueda de restablecer la homeostasis celular (Thangella ef al., 2018).
Por otro lado, al igual que en el presente anélisis se ha identificado la presencia de HSP 17.3 kDa
ante el estrés por frio en Arabidopsis thaliana, identificando a la proteina con un papel clave en la
tolerancia al frio y calor (Wang et al., 2017). Al analizar los resultados, podemos sugerir que
posiblemente debido al aumento en la expresion de HSP 17.3 kDa, la proteina es participe de una
red de respuesta al congelamiento/descongelamiento durante la crioconservacion en busqueda de
reestablecer el equilibrio celular alterado por el estrés.

Otro de los genes mayormente inducidos es producto proteico sin nombre (ID:
VIT 01s0146g00320), sin embargo, gracias a la identificacion de su clasificacion GO se encontro
que es un componente integral de la membrana, es decir, genera un producto génico que cuenta
con al menos una parte de su secuencia peptidica incrustada en la region hidrofoba de la membrana.

El gen fue alineado por secuencias homologas con el gen de Arabidopsis Thaliana SLACI
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AT1G12480.1, el cual se identifica en la planta como una proteina mediadora de la sensibilidad al
CO> en la regulacion del intercambio de gases y la disipacion de aniones sobre acumulados,
participando en mantenimiento de la homeostasis de aniones organicos/inorganicos a nivel celular
(Negi et al., 2008). Asi mismo, se identifica como componente clave en la regulacion de la presion
osmotica celular, siendo la familia de proteinas SLACI1 perteneciente a un canal anidénico las que
median con su activacion en la membrana el cierre de estomas ante estrés por sequia (Sierla et al.,
2018). Su regulacion al alza se ha presentado como una respuesta al cambio en la concentracion de
COa, acido abscisico, ozono, transiciones de luz/oscuridad, cambios de humedad, iones de calcio,
perdxido de hidrogeno y 6xido nitrico, mocionando la proteina componente de membrana esencial
para el cierre de los estomas en respuesta a estrés (Vahisalu et al., 2008). Considerando los datos
reportados y su homologia con el gen de producto proteico sin nombre (ID: VIT 01s0146g00320)
obtenido en este estudio, podemos sugerir que esta al inducirse a causa del
congelamiento/descongelamiento durante la crioconservacion estd cumpliendo con la funcion de
busqueda de restablecer la homeostasis celular contrarrestando el estrés osmotico provocado por
el tratamiento de congelamiento/descongelamiento durante la crioconservacion.

Por otro lado, uno de los genes con mayor represion en el transcriptoma generado es la Expansina-
Al (ID: VIT 01s0026g02620). La familia de expansina se encarga de desbloquear la red
polisacérido de la pared celular, al unirse a la celulosa recubierta de glucano en la pared celular,
provoca una ruptura reversible de los enlaces de hidrégeno entre las microfibrillas de celulosa y la
matriz de glucano relajando la pared (Sampedro et al., 2015). Estudios relacionan la induccién en
la expresion de expansina a la relajacion del estrés involucrada en procesos de desarrollo y
resistencia a estrés mediante la elongacion de la pared (Cosgrove, 2000). Se ha reportado la
expresion diferencial de la proteina Expansina Al bajo una variedad de tensiones abidticas como
salinidad, metales pesados y sequia en Solanum tuberosum (Chen et al., 2019). Del mismo modo
su aumento en la expresion se le relacioné con una mayor regulacion osmotica y respuesta
antioxidante en Arabidopsis amentando asi la tolerancia y supervivencia de las plantas en
condiciones de estrés por baja temperatura, sin embargo en el mismo andlisis de Arabidopsis se
encontr6 que al aumentar el tiempo de exposicion al frio aumentaban los genes reprimidos de
expansinas lo que podria indicar una estabilidad de la pared celular (Feng et al., 2019). En este
aspecto, los resultados obtenidos en el presente transcriptoma identifican el gen de Expansina-Al

reprimido a causa del congelamiento/descongelamiento durante la crioconservacion, cual podria

58



indicar que en el tratamiento control (PVS2) se contaba con una mayor cantidad de produccion del
gen a causa de algun estrés hidrico provocado por el tratamiento con crioprotectores, el cual, se
logro estabilizar posterior al tratamiento (PVS2NL), en donde no fue requerida una expansion en
la pared celular y por consecuencia la expresion del gen expansina.

El gen ATPasa subunidad 1 (ID: VIT 00s0733g00010) es otro de los mayormente reprimidos en
el presente andlisis de transcriptoma. Las ATPasas en las células vegetales se distribuyen
ampliamente en varias membranas del citoplasma, cloroplasto, mitocondria y vacuola, se
identifican por su importante funcion de transporte a través de membrana (Zhang et al., 2006). La
enzima participa de manera activa en la respuesta a estrés salino desempefiando un papel de
transporte de iones, se ha detectado que las ATPasas tienen un papel en la regulacion sobre sequia,
frio y metales pesados (Wang et al., 2020). Se ha reportado disminucion en la expresion y actividad
de las ATPasas cuando las plantas se someten a bajas temperaturas (Dietz et al., 2001). Al igual
que en el presente estudio, resultados similares publicados comprueban la inhibicion de actividad
en ATPasa ante el estrés por frio en Arabidopsis y Vitis vinifera (Zhang et al., 2006; Muzi et al.,
2016). La desactivacion de la ATPasa podria traer como consecuencia de inhibicién la formacion
de gradientes de pH, probablemente se altera la compartimentacion de solutos y baja energia en la
célula.

Los resultados generados en el transcriptoma indican un cambio en la fluidez de la membrana
celular, posiblemente causado por el ajuste que debe hacer la célula al exponerse a cambios de
temperatura por el congelamiento/descongelamiento durante el protocolo de crioconservacion, asi
mismo, se identificé aumento en las proteinas de defensa al cambio de temperatura, posiblemente
causado por el estrés celular. Estos genes antes mencionados fueron seleccionados para la

validacion del transcriptoma y se encuentran marcados con un asterisco en la Figura 8.

6.8. Diseno de Oligonucledtidos Especificos de Genes Seleccionados para Validacion del

Transcriptoma

Una vez obtenido y seleccionado las secuencias de cada gen del transcriptoma de los embriones

cigoticos de vid crioconservados, se disefiaron los cebadores especificos. De los resultados
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arrojados por el programa “QuantPrime” se seleccionaron los mejores 2 pares de cebadores para
cada gen, proteina de choque térmico 17.3 KDa (HSP17.3), Proteina sin nombre (PSN), Expansina-
Al (EXP-A1) y ATPase subunidad 1 (ATPasa subl), que se muestran en el Cuadro S junto con
sus caracteristicas especificas. La seleccion se llevo a cabo tomando en cuenta el analisis realizado
por UGENE respecto al contenido Citosina-Guanina, que debe estar entre el 45-50%, la longitud
de sus cadenas entre 50-180 pares de bases y que su temperatura de fusion se encuentre alrededor
de 65°C con variacion de 3 °C.

Se obtuvo los cebadores especificos de cada gen seleccionado para la validacion del transcriptoma
involucrados en respuesta a congelamiento/descongelamiento los cuales serviran para los analisis
de expresion génica. Ademas, se consider6 como gen constitutivo o de referencia el gen que
codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de V. vinifera reportado
por Garcia-Coronado et al.,, en 2015. Para la cuantificacion de la expresion mediante

termocicladora de tiempo real cuantitativa se usaron los oligonucleétidos disefiados (Cuadro 5).

Cuadro 5. Oligonucleotidos de genes seleccionados para validacion de transcriptoma en respuesta
a congelamiento/descongelamiento. TM: melting temperature (temperatura de fusion en °C), AP:

Amplicon (tamaio).

INDUSC 1LY 1D EII:I Slftmbl L(égF FW Sequence RV sequence ™ | AP
HSP17.3 VIT_04s0008g01 254 CGTGGTGAACGGAAGAAAG | ACCAAATAAGAATAGCCGG 69.7
550 GTG TGCTC 144
CGTGGTGAACGGAAGAAAG | TACGTGATATCCCACGCCAG
GTG TC 66.8
VIT_01s0146g00 TCATGTGCTGCTCTCTGAAG | GGCAACCAAGGTTGTCTCAA
PSN 320 4.40 GC GC 69.1
ATCATGTGCTGCTCTCTGAA | GGCAACCAAGGTTGTCTCAA 86
68.9
GGC GC
REPRIMID ID Ensembl LogF
oS plant C FW Sequence RYV sequence T™ | AP
EXP-Al VIT_01s0026g02 363 TCAATGCAAAGCGTCTTGA | AGCCACCTCTTGAAACCACC 694 | 60
620 CCTC TC
CTCAATGCAAAGCGTCTTG | AGCCACCTCTTGAAACCACC 67.6
ACCTC TC )
ATPasasub | VIT_00s0733g00 260 TGGCTAGTTGTGGTCATTCC | GCAAGCAACCATCTTCCCAA 66.9
1 010 - CTAC ATCC ) 71
GTGCACTTCCTGATTTAGCC | AGTCCGCTCTTCTGTATGGT 71.9
TTGG CAAC )
GEN DE GenBank
REFERENC R FW Sequence RY sequence T™ | AP
A Accesion
GAPDH de CB973647 TTCTCGTTGAGGGCTATTCC | CCACAGACTTCATCGGTGAC 663 | 70
V. vinifera A A
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6.9. Ensayo de Disociacion de los Oligonucleodtidos Disefiados para los Genes Proteina de

Choque Térmico 17.3 Kda, Proteina sin Nombre, Expansina-A1l y Atpasa Subunidad 1

Mediante un ensayo de disociacion se logrd corroborar la especificidad de los oligonucledtidos
como se muestra en la Figura 9, donde “A” es la curva del gen HSP con una Tm=79.14, “B”
representa a la Proteina sin nombre con Tm=81.07, “C” la curva del gen EXP-A1 con Tm=79.73
y “D” la del gen ATPasa sub1l con Tm=78.50. Al encontrar un solo pico en cada uno de los ensayos

se demostr6 la amplificacion especifica de los oligonucledtidos disefiados, sin la formacion de

dimeros.
A B
Curva HSP 17.3 Curva PSN
Melt Curve Plot (Derivative) Mett Curve Plod (Derivative)
1 e ) —en
E 18 i 1
i i
£
| (e &
(] ] ] [ -] ] “ N B [ ] %
Tomperatere ['C) Temperature (')
C Curva EXP-A1 D Curva ATPasa subl
. e Melt Curve Plot (Derivative)
g g e ]
| i
é ‘E 100
; .
[ ] N » (3 1 [ ] i &5 o TS 80 a5 fil

Temgattae "C) Tempesatura (*C)

Figura 9. Curvas de Disociacion. Generadas utilizando los oligonucledtidos disenados
especificamente para los genes Proteina de choque térmico 17.3 Kda (A), Proteina sin Nombre (B),
Expansina-Al (C) y ATPasa subunidad 1(D).
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6.10. Rangos Dinamicos de los Genes Proteina de Choque Cérmico 17.3 Kda, Proteina sin
Nombre, Expansina-Al y Atpasa Subunidad 1 Contra el Gen Constitutivo GAPDH y Analisis de
Eficiencia de Amplificacion Utilizando RT-PCR

El presente ensayo permitié conocer el comportamiento de los oligonucledtidos en el sistema que
se va a utilizar para evaluarlos. El rango dinamico se refiere al intervalo de concentraciones en el
que se garantiza que se obtiene valores de Ct proporcionales a la concentracion de ARN mensajero.
Por otro lado, la eficiencia indica el nivel en que la amplificacién ocurre de forma exponencial
durante la reaccion de PCR y proporciona informacion sobre cantidades de ADNc a utilizar en la
cuantificacion, indicando la cantidad de producto que se forma durante los ciclos (Cuevas Reyes
et al.,2016). Como resultado del ensayo de rangos dinamicos se obtuvo las graficas de calibracion
mostradas en la Figura 10. Se encontraron eficiencias de amplificacion similares entre el gen
constitutivo GAPDH y los genes diana (HSP 17.3 KDa, Proteina sin Nombre, EXP-A1 y ATPasa),
todas cercanas a 100%. Con base en los resultados se decidié continuar con la evaluacion de la
expresion por el método comparativo 224t (Livak y Schmittgen, 2001). Cabe mencionar que en
todo momento del ensayo se aseguré que los amplicones formados en los puntos de la dilucion y

sus réplicas obtuvieran la misma Tm obtenida en el ensayo de disociacion.
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A Rango Dinamico Protina sin nombre y B Rango Dinamico HSP y GAPDH

GAPDH 15
y=-3.5434x + 29.988
40 y=-4.1656x +34.612 30 R*=0.9862
o o R*=0.9779 e 25
~ 30 1 ° Q 9
Q * 5
5 20 215 y=-3.7361x +27.878
—_— 2=
S 10 y=-37361x +27.878 > 10 R2=0.989
R2=0.989 5
0 0
-0.5 0 0.5 1 15 2 25 0.5 0 0.5 1 15 2 25
Logl0ng ADNc Logl0 ng ADNc
GADPH @ Proteina sin Nombre GADPH © HSP
C Rango Dindmico ATPasa Sub 1y D Rango Dinamico EXP y GAPDH
GAPDH gg y=-3.4842x +33.779
2
40 y=-3.3074x + 37.424 30 ° . L i
2= ~
30 R?=0.9968 5 25 2
[$) _§ 20
520 S1s y=-3.7361x +27.878
< 2 =
> 10 y=-3.7361x + 27.878 12 =088
R*=0.989
0 0
-0.5 0 0.5 1 15 2 2.5 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 25
Logl0ng ADNc Log10 ng ADNc
GADPH © ATPasa sub 1 GADPH ®EXP

Figura 10. Grafico de Rangos Dinamicos Genes Diana contra Gen Referencia GAPDH. Proteina
sin Nombre (A), Proteina de choque térmico 17.3 Kda (B), ATPasa subunidad 1(C) y Expansina-
Al (D).

6.11. Expresion Relativa de los Genes Proteina de Choque Térmico 17.3 Kda, Proteina Sin

Nombre, Expansina-A1 Y Atpasa Subunidad 1 Mediante Qrt-PCR

La cuantificacion relativa es comparar cuantitativamente el acido nucleico diana (genes
seleccionados para la validacion del transcriptoma) con respecto a un gen de referencia
constitutivo. Se analizaron los genes seleccionados mediante qRT-PCR utilizando dos réplicas

biologicas con triplicado técnico en donde se obtuvieron valores los medios de Ct en datos crudos

que se observan en la Figura 11.

63



Grafico de Medias Ct

GAPDH ATPasasubl HSP173 EXP-Al

36
34
32
30
28
2
2
2
2

Ct
o
w S D £ o

1
1
1
1

=T S I =]

=T R L= ]

m Control = Tratamiento

Figura 11. Grafico Valores de Ciclo de umbral (Ct) comparativo. Muestras control (PVS2) y
Tratamiento (PVS2NL). Las barras corresponden a la media + error estandar.

Utilizando los datos crudos presentados anteriormente, se determiné la expresion relativa de los
genes seleccionados por el método 224t (Livak y Schmittgen, 2001), Los resultados del anélisis
muestran que el congelamiento/descongelamiento durante la vitrificacion causé una disminucion
(p<0.05) en la expresion de los genes ATPasa subunidad 1 (ATPasa subl) y Expansina-A1 (EXP-
A1l). Por otro lado, el tratamiento arrojo6 como resultado la induccidon de los genes Proteina de
choque térmico 17.3 KDa (HSP 17.3), Proteina sin Nombre (PSN) como se muestra en la Figura
12. Los resultados encontrados muestran un comportamiento similar en genes inducidos y
reprimidos obtenidos in silico (Figura 13), lo que permite la validacion del transcriptoma generado

en el presente estudio.
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Figura 12 Expresion Relativa de Genes Proteina de choque térmico 17.3 KDa (HSP 17.3), Proteina
sin Nombre (PSN), Expansina-Al (EXP-A1) y ATPasa subunidad 1 (ATPasa subl). Los datos se
muestran como la media = DE. 2 Réplicas bioldgicas y 3 réplicas técnicas.
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subunidad 1 (ATPasa subl).
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De forma comparativa se puede observar el mismo comportamiento presente en el transcriptoma
(Figura 12) como el obtenido en la expresion relativa perteneciente a la validacion por medio de
gRT-PCR (Figura 13) en donde se obtuvo una represion de los genes ATPasa subunidad 1 y
Expansina-A1l, ademés de un aumento en la expresion de los genes Proteina de choque térmico y
producto proteico sin nombre. Se realiz6é un analisis de correlacién de Pearson entre los valores
obtenidos in silico y los arrojados por el termociclador cuantitativo. Se obtuvo un valor relacion
estadistica entre las dos variables de 0.927843, lo que indica una correlacion positiva muy alta
cercana a uno. Por lo tanto, lo encontrado in silico es correcto y se logré6 comprobar mediante la
validacion utilizando qPCR tiempo real.

De acuerdo con los datos obtenidos en el presente estudio, se propone un mecanismo molecular
hipotético de operacion de los genes con mayor cambio en su expresion (Figura 14), en donde
muy probablemente ocurre una activacion en los mecanismos de defensa al estrés del
congelamiento, dirigida por la proteina de choque térmico, induccidén de cambios en el ensamblaje
del nucleosoma y el aumento en la reserva de nutrientes de la célula de a cuerdo a la induccion de
genes como histonas y el factor de transcripcion sensible a etileno. Por otro lado, una desactivacion
de componentes de pared celular importantes por la represion de genes como Proteina cinasa
similar a un receptor HSL1, Nodulina-75 temprana y Expansina-A1, ademas de la disminucion en
el transporte de protones a través de la membrana provocado por la desactivacion de ATPasa, esto
en respuesta al proceso de crioconservacion (congelamiento y descongelamiento) en embriones

cigoticos de vid.
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Figura 14. Modelo hipotético propuesto para la respuesta molecular causada por el
congelamiento/descongelamiento en embriones cigdticos de vid (Vitis vinifera L.). El grafico
contiene los genes identificados en el transcriptoma como expresados diferencialmente.
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7. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos del analisis del transcriptoma (validado mediante qPCR) en respuesta
al proceso de congelamiento/descongelamiento durante la crioconservacion de embriones cigdticos
de vid (Vitis vinifera L.) mostraron respuestas moleculares de proteccion en la célula debido a la
presencia de alteraciones en la membrana y en la pared celular, cambios en la expresion genética,
cambios en la estructura terciaria de proteinas y activacion de sefiales al nucleo.

En el cual probablemente esté¢ sucediendo un re-modelamiento en el nucleosoma, provocando
cambios en la transcripcion de genes posiblemente relacionados con procesos de regulacion y
potencialmente epigenéticos debido a la actividad de glicosilasas encontrada. Ademas, se presentod
un aumento en la reserva de nutrientes, ya que, al estar bajo el estrés del tratamiento busca
sobrevivir utilizando de forma moédica la energia disponible poniendo en pausa el desarrollo de la
planta. También ocurre una contencidn en los procesos energéticos, con la finalidad de sobrevivir
el estrés, en donde se observé una represion de componentes de la membrana celular, posiblemente
a causa de los cambios en la fluidez de esta provocados por las alteraciones en la temperatura o su

probable desactivacion.
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8. PERSPECTIVAS

El conocimiento de las vias en respuesta al congelamiento/descongelamiento durante la
crioconservacion podria contribuir a optimizar el disefio de protocolos de crioconservacion para
cultivos de importancia economica como la uva (Vitis vinifera L.). El transcriptoma generado en
los embriones apoyara en futuros experimentos que se realicen con embriones de uva y enriquecera
el conocimiento del genoma de uva.

Es importante que continue la busqueda de la generacion del transcriptoma en las diferentes etapas
del protocolo de crioconservacion, con la finalidad de lograr identificar una red de respuesta
especifica, asi como la dinamica de la misma para evitar el mayor dafio celular posible. Las
evidencias que se generen ayudaran al mejoramiento técnico de los protocolos de crioconservacion
en especies vegetales evitando sufrir cambios o lograr estabilidad genética por periodos de tiempo

ilimitados.
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