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RESUMEN

Agave Linnaeus, 1753 es un género que incluye alrededor de 166 especies
distribuidas ampliamente en México. Dentro de este género se han descrito especies que
presentan gran importancia comercial, tal como Agave fourcroydes, que se caracteriza por
su alto contenido de fibra. A la fecha aun existe desconocimiento de cuales son los
factores moleculares que pueden estar involucrados en que ciertos genotipos de las
especies de Agave presentan mejor produccion y calidad de fibra. Sin embargo en
algunas especies de plantas como el algodén (Gossypium hirsitum) y lino (Linum
usitatissimum), se ha observado que la variacién en el contenido de polimeros naturales
(celulosa, hemicelulosa y lignina) puede estar relacionado con la calidad de fibra obtenida.
En A. fourcroydes a pesar de que es una especie utilizada en la produccién de fibra, se
desconoce el comportamiento de los genes relacionados a la produccién de polimeros,
motivo por el cual en este trabajo analizamos el contenido de celulosa en plantas de A.
fourcroydes de diferentes tamafios y también analizamos la expresion del gen de celulosa
sintasa (CESA) encargado de la biosintesis de celulosa. Los resultados indicaron que las
plantas de mayor tamafio (139 cm) presentan un mayor contenido de celulosa, lo que
correlaciono con una mayor expresion del gen CESA. Por su parte plantas de tamafio
bajo y medio presentaron menos expresion del gen CESA (de 1 a 3 veces menos) en
comparacion a las plantas de mayor tamafo. Las variaciones encontradas respecto al
tamafio de las plantas, el contenido de celulosa y la expresiéon del gen CESA, indican que
posiblemente el fendmeno gigas y los factores ambientales pueden estar involucrados en
el cultivo de esta especie juegan un papel primordial en el desarrollo de las plantaciones

de Agave y posiblemente en su produccion y calidad de fibra.







ABSTRACT

Agave Linnaeus, 1753 is a genus that includes about 166 species widely distributed
in Mexico. Within this genus have been described species of great commercial
importance, such as Agave fourcroydes, which is characterized by its high fiber content.
To date, there is still a lack of knowledge about the molecular factors that may be involved
in certain genotypes of Agave species presenting better production and fiber quality.
However, in some plant species such as cotton (Gossypium hirsitum) and flax (Linum
usitatissimum), it has been observed that the variation in the content of natural polymers
(cellulose, hemicellulose and lignin) may be related to the obtained fiber quality. In A.
fourcroydes, although it is a species used in the production of fiber, the behavior of the
genes related to the production of polymers is unknown, reason why in this work we
analyze the cellulose content in plants of A. fourcroydes Of different sizes and also
analyzed the expression of the cellulose synthase gene (CESA) responsible for cellulose
biosynthesis. The results indicated that the larger plants (139 cm) had a higher cellulose
content, which correlated with a greater expression of the CESA gene. On the other hand,
plants of low and medium size presented less expression of the CESA gene (1 to 3 times
less) compared to the larger plants. The variations found with regard to plant size,
cellulose content and CESA gene expression indicate that possibly the phenomenon gigas
and environmental factors may be involved in the cultivation of this species play a major
role in the development of plantations Of Agave and possibly in its production and quality
of fiber.







INTRODUCCION

Ante un panorama mundial de apertura de los consumidores a la utilizacion de fibras
naturales, resulta oportuno impulsar su cultivo, transformacion y uso. Sin embargo aun se
desconocen algunos factores 6 mecanismos involucrados en la formacién de la fibra. En
la literatura se han identificado a genes involucrados en la sintesis de la pared celular
como expasina, glucanasa, sacarosa sintasa y celulosa sintasa. Este ultimo codifica para
la enzima responsable de la biosintesis de celulosa, la cual actia como una glucosil-
transferasa que transfiere monémeros activando al extremo no reductor y se ha reportado
que esta relacionada con el engrosamiento de la pared celular en algunas especies de

plantas productoras de fibra.

A. fourcroydes, es una planta monocotiledénea, del género de los Agaves,
perteneciente a la familia de las Agavaceae. Yucatan es una zona de distribucion en
donde este Agave fue llamado “Ki’. Fue domesticado en la época prehispanica por los
mayas, debido a la utilidad de sus fibras. Es una planta productora de biomasa fibrosa y
metabolitos esferoidales, que constituyen principios activos para la industria farmacéutica
y agropecuaria (Infante, 2003). Existen esfuerzos que intentan insertar nuevamente al
henequén en el escenario nacional y mundial. Para ello se requiere lograr competitividad
en la produccién, mediante la transferencia de tecnologia, que permita a los productores
hacer un manejo eficiente del Agave para reducir costos, aumentar el volumen de

produccion y garantizar la calidad.

En este trabajo abordamos el estudio de la expresion de genes de celulosa sintasa
(CESA) de Agave fourcroydes, involucrados en la biosintesis de la fibra. La informacién
generada en este trabajo en un futuro podra ser utilizada para establecer una relacion
entre la expresion de estos genes con la acumulacién final del contenido de fibra, asi

como para la seleccién de plantas con mayor contenido de fibra.







CAPITULO |

CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 CLASIFICACION DE FIBRAS Y SU IMPORTANCIA COMERCIAL

En la industria textil, de acuerdo a Bhat et al. (1998), una fibra puede definirse
como cualquier producto capaz de ser tejido o ser convertido a tela. Es la més pequefia
unidad visible de producto textil. Entre las caracteristicas que debe presentar estan, el alto
grado de finura, la flexibilidad, debe tener estabilidad dimensional y térmica, presentar los
niveles minimos de fuerza y la extensibilidad de acuerdo con el uso final.

Las fibras de acuerdo a su origen, pueden clasificarse en naturales y quimicas
(figura 1). Las fibras naturales, en su mayoria son de origen vegetal que es denominada
como un conjunto heterogéneo de moléculas complejas, definiendo “aquellas fibras
naturales renovables de origen vegetal o animal que se puedan transformar facilmente en
hilos para la fabricacion de textiles” (FAO, 2009). Estas se clasifican en celuldsicas (origen

vegetal), proteinicas (origen animal), o0 minerales.

Clasificacion

de fibra
l |
Fibras Fibras
aturales uimicas
Natural Q
—T
[ I
: | ‘ Sintéticas Artificiales
Animales Vegetales Minerales
De glandulas De semilla: Asbestos, fibra pg\rimerizadc’)n Base proteinica,
sedosas: seda. algoddn. de vidrio, fibra P licond celulo_swca,
de carbono. policondensacion et s,

De foliculos pilosos:

alpaca, buey,

caballo, conejo, etc.

De tallo: lino,
cafiamo, yute,
ramio.

De la hoja:

esparto, sisalana.

Del fruto: coco

y poliadicion.

Figura 1. Esquema representativo para la clasificacion de las fibras, de

acuerdo a su origen de obtencion.
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Por su parte, ademas de las fibras vegetales, en la industria textil, también se
utilizan las fibras quimicas obtenidas por diferentes procesos. A diferencia de las fibras
quimicas, las fibras naturales son mejor fuente de materia prima para la elaboraciéon de
diferentes productos textiles (Cuadro 1). Estas fibras tienen muchas propiedades que las
hacen una alternativa en la industria en la industria como la rigidez (Sherman, 1999), la
resistencia al impacto (TH Sydenstricker, 2003) y la flexibilidad (K.C. Manikandan, 1996).
Ademas, la materia prima para su obtencién se encuentra disponible en grandes
cantidades (D. Maldas, 1988), son renovables y biodegradables y presentan bajo costo de
produccién, baja densidad y no es necesaria la utilizacion de equipos de abrasion (K.C.
Manikandan, 1996; G. Toriz, 2002).

Cuadro 1. Ejemplos del uso de diferentes fibras naturales extraidas de diferentes

especies de plantas.

Tipo de Especie Productos obtenidos Bibliografia
fibra
Agave fourcroydes, Agave Zapatos, muebles, bolsas, Parra-Negrete et
lechuguilla, Agave sombreros, tapetes, sogas, al., 2010;
Vegetal americana, Agave salmianay hilos y papel, entre otros
Agave mapisaga.
Gossypium hirsutum L y Ropa y zapatos, entre otros | Rapp et al., 2010;
Gossypium spp. Rodriguez et al.,
2006
Boehmeria nivea (L.). Gaud. Ropa y zapatos, entre otros Angelini and
Tavarini, 2013.
Ovis aries Ropa, bolsas muebles, Rowe, 2009
Animal tapetes, zapatos, entre otros
Lama pacos y Lama glama Ropa, bolsas, muebles, Rowe, 2009
tapetes, zapatos, entre otros
Capra aegagrus hircus Ropa, muebles, tapetes y Rowe, 2009
zapatos, entre otros
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Minerales | Asbestos, fibra de vidrio, fibra Vidrios, materiales para Oury et al., 2014;
de carbono. construccion de casas, Roggli and
tuberias, aislamiento de Sharma, 2014.

cables, cintas adhesivas,

entre otros.

1.1.1 CLASIFICACION DE FIBRAS NATURALES

En las células vegetales existen diferentes tejidos como la epidermis, el parénquima,
el colénquima y el esclerénquima. En este Gltimo se encuentran las fibras que son largas
y han engrosado considerablemente a las paredes secundarias celulares, presentando

composicion alta de celulosa y lignina (Raff et al., 2002; Jin et al., 2006).

Dentro de la clasificacién vegetal se encuentra una subclasificacion de las fibras,
distinguiendo las que se producen en la madera y las que se producen en otros lugares.
Estas ultimas se llaman fibras del liber, que se clasifican en dos tipos: las que tienen
paredes celulares lignificadas y las que tienen paredes celulares de celulosa, las cuales
se valoran comercialmente y pueden alcanzar longitudes de varios metros. Una gran
variedad de plantas como el sisal, el yute, el cafiamo, el ramio, el henequén, el maguey,
la palma, el cocotero, latona, esparto, entre otros., son utilizadas para la obtencién de
fibras (Schooley, 1997).

Entre las fibras celul6sicas encontramos una clasificacion de acuerdo al lugar de la
planta a partir de la cual es extraida (Bikales, et al., 1985). Presentandose tres grandes
grupos: 1) obtenidas a partir de semillas, 2) las fibras extraidas de la corteza de los
arboles y 3) las fibras obtenidas de las hojas.

La obtencién de la fibra a partir de diferentes partes de la planta, dependera en gran
medida de la especie de planta y de la importancia econémica que represente la especie
de estudio para el pais. Por ejemplo, a nivel mundial la especie de Gossypium spp.
(algoddn) representa una especie de alto valor comercial (Ali et al., 2008; Rapp et al.,
2010). Por su parte en los paises de Africa occidental, Corchorus capsularis (yute) en
Bangladesh y el Agave sisalana (sisal) en Tanzania, representan un alto valor comercial
(FAO, 2009).




CAPITULO |

Entre las especies productoras mas importantes de fibra vegetal se encuentran el

algodon (Gossypium hirsitum), el ramio (Boehmeria nivea), el lino (Linum usitatissimum),

el coco (Cocos nucifera), el yute (Corchorus capsularis) y el Agave (A. sisalana), entre

otros. Cada una de estas especies de plantas ha demostrado poseer diferentes

porcentajes de celulosa por encima del 60% (Cuadro 2).

A continuacion se describe algunas caracteristicas de las fibras vegetales obtenidas

a partir de cada especie de planta.

El ramio (Boehmeria nivea), ha sido conocido y utilizado por muchos siglos
en China y Japoén. La fibra que de él se obtiene es una de las mas antiguas
que se conocen; es de color blanco puro y presenta caracteristicas de gran
durabilidad, longitud, resistencia y un lustre similar al de la seda. Pertenece a
la clasificacion de las fibras blancas, que al igual que el lino, el cafiamo y el
yute provienen del liber de los tallos de las plantas. Al observar la fibra de
ramio al microscopio se observa que sus caracteristicas son muy similares a
las del lino (Ramirez, 2009; Hollen et al., 1992). Actualmente, esta fibra se
utiliza para la confeccion de vestimentas, telas, tapiceria, sabanas, redes de
pescar, sogas, cordeles y la fabricacion de papel (Ramirez, 2009).

El algoddn (G. hirsitum), es una planta perteneciente al género Gossypium,
de la familia de las malvaceas y tribu de las hibisceas. Existe una multitud de
especies y variedades descritas para este género. Es la fibora que mas
calidad textil tiene en su estado natural y no existe otra fibra con tan minimas
exigencias de manufactura para ser incorporada a nuestro vestido. Los
principales consumidores de algodén son China, Estados Unidos, Pakistan y
Europa.

El lino (Linum usitatissimum), la fibra presenta color blanquecido, rubio,
tostado o gris calido acerado. Al igual que el algodén, se compone
principalmente de celulosa. La resistencia a la rotura de la fibra de lino es
casi el doble que la de algodén y presenta buena conduccién al calor

(Kymalainen et al., 2004; Rennebaum et al., 2002).
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e El yute (Corchorus capsularis), la fiora presenta una longitud de 1 a 4
metros y un diametro de entre 17 a 20 micras, su textura es blanda y
brillante. Las fibras generalmente estan compuestas primordialmente de
celulosa (principal componente de las fibras vegetales) y lignina
(componentes principales de las fibras lefiosas) (Del Rio et al., 2009; Sinha
et al.,, 2009; Islam and Sarkanen, 1993). Las fibras pueden extraerse
mediante procesos de enfriado tanto bioldégicos como quimicos.

o Fibras de Agave. Las fibras de agave estan situadas longitudinalmente en
las hojas, siendo mas abundantes cerca de la superficie de la hoja. Las hojas
contienen alrededor de un 90% de humedad, pero la pulpa carnosa es muy
firme y las hojas son rigidas. La fibra tiene que ser extraida de las hojas
apenas cortadas, para evitar el riesgo de que se produzcan dafios durante el
proceso de limpieza una vez secas. La extraccion de la fibra se hace
raspando el material pulposo, generalmente mediante un proceso de
descortezado mecénico y arrancandolo manualmente. Luego de la cosecha,
sus hojas se cortan y aplastan para separar la pulpa de las fibras. De
acuerdo a lo descrito por Mayorga-Hernandez et al. (2004), las propiedades
fisicas y mecéanicas de las fibras son uniformes en la seccién media, y la
morfologia de la fibra de henequén es similar a la de otras fibras duras

naturales como el sisal, yute, abaca, etc. (Cazaurang, 1991).

Cuadro 2. Especies representativas productoras de fibra.

Nombre cientifico Nombre % Base % Componentes Bibliografia
comercial hameda
Gossypium Algodén 3.1% Celulosa 91% Rodriguez, 2006
hirsutum Agua 8 %

Proteina 0.52%
Grasas 0.35%
Cenizas 0.13%

Boehmeria nivea Ramio 7.5% Celulosa 86.5% Sing, 2006
Lignina 0.54%
Pentosanos 4.03%

Ceras y Grasas 0.32%
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Cenizas 1.5%

Linum Lino 11.5% Celulosa 70% Fedeniuk et al,
usitatissimum Materias peptidicas 1994
20%
Grasa y Cera 6%
Corchurus Yute 12.5% Celulosa 63.2% Rodriguez, 2006
capsularis Lignina 24.4%

Agua hidroscopica
9.9%

Grasa y cera 0.39%
Ceniza 0.68%
Extracto acuosa
1.03%

Agave fourcroydes Henequén 4.6% Celulosa 77% Himmerfarb, 1957
Humedad 4.6 %
Lignina y pectina 3.1%
Estratos 3.6%
Ceniza 1.1%

Agave sisalana Sisal 12% Celulosa 72 % Medina, 1959
Hemicelulosa 13%
Lignina 11%
Pectina 1%
Cera3 %

1.1.2 COMPOSICION QUIMICA DE LAS FIBRAS VEGETALES

Entre los principales componentes quimicos de la fibra se encuentran la celulosa y la
lignina. A continuaciébn se describen algunas caracteristicas principales de estos

compuestos:

CELULOSA
La celulosa forma parte fundamental de la estructura basica de las células de las

plantas, siendo el principal componente de sus paredes celulares (Ott, E., 1963). Cuando
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las fibras son cosechadas en plantas jévenes, menor habra sido su grado de maduracion
y por tanto menor sera su contenido de celulosa y mayor la cantidad de agua presente en
la fibra (Bourne, G. y Danielli. J., 1984). La estructura quimica de la celulosa esta formada
por cientos y hasta miles de monomeros de B-glucosa. Entre algunas caracteristicas
fisicoquimicas de la celulosa estan que es un polisacarido insoluble en agua, rigido y de
peso molecular variable, cuya féormula empirica es (CgH100s)n, con un valor minimo de n=
200 (Figura 2A). Por su parte la estructura de la B-glucosa es de un anillo hexagonal con 5
atomos de carbono y uno de oxigeno, y con un grupo —CH, OH unido al carbono 5. El
grupo — OH del carbono 1, determina la posicion . La unién de moléculas de B-glucosa
se da enlaces B 1-4 glucésidicos, como se muestra en la figura 2B.

La celulosa es sintetizada en el exterior celular por la celulosa sintasa, una
proteina localizada en la membrana plasmatica. Esta enzima recoge unidades de glucosa
desde el citosol y las enlaza en el exterior de la célula, determinando en el proceso la
orientacion de las moléculas que se van sintetizando formando a su vez filamentos largos
y delgados de celulosa denominados microfibrillas, estas agrupan aproximadamente a 50
moléculas. Tienen un espesor de aproximadamente 10 a 25 nm y proveen a los tejidos
vegetales de resistencia a tensiones mecanicas, tanto de estiramiento como de presion
(Casey, 1991).

Estas microfibrillas a su vez, se asocian entre si mediante puentes formados por
otros glucidos, como hemicelulosa y pectinas, que dan como resultado las fibras de

celulosas (Lamoureux, 2007).
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Figura 2. Estructura quimica de la celulosa y caracteristicas. A)
Estructura quimica de la celulosa, B) Enlace f 1-4 glucosidico y C)
Enlaces de hidrégeno entre cadenas contiguas de celulosa. (Tomado y
modificado de Chaplin, 2008 y Gilman, 2002).

Estudios basados en varios métodos fisicos y quimicos han indicado que las
microfibrillas contienen dos regiones claramente diferenciadas. Una region esta formada
por moléculas de celulosa altamente ordenadas, que se denomina zona cristalina, la cual
se puede apreciar en la figura 2C y otra parte que consiste en moléculas de celulosa
notablemente menos ordenadas que se denomina region amorfa (Textil Institute, 1954;
Hans, 1996).

El efecto del grado de orden o cristalinidad sobre las propiedades de una fibra
celulésica, tales como la tenacidad, la elongacién y la elasticidad, estan estrechamente
relacionadas con la cantidad y las caracteristicas estructurales en las fibras. Existen
estudios que revelan que para las fibras de algodon como una orientacion fibrilar
constante, la elongacion a la ruptura aumenta con el decrecimiento de los grados de
cristalinidad. Por otro lado, a las areas amorfas se las asocia con las caracteristicas de

hinchamiento y reactividad. (Hans, 1996
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LIGNINA

Las ligninas son polimeros mixtos, formados por moléculas grandes ramificadas y
resistentes, que proporcionan rigidez a la pared celular y proteccion tanto al ataque de
sustancias quimicas como a la de accién de microorganismos, impidiendo la penetracion
de enzimas destructivas. Actian como el constituyente intracelular incrustante de las
células fibrosas de los vegetales que funciona practicamente como relleno para impartir la
rigidez al tallo de la planta, tornadonlo resistente a impactos, compresiones y flexiones.
Ademdas posee un importante papel en el transporte interno de agua, nutrientes y
metabolitos (Basaure, 2005; McCrady, 2008).

La molécula de lignina, es una estructura tridimensional no definida (figura 3),
formada por la union aleatoria de radicales de acidos y alcoholes fenilpropilicos
(cumarilico, coniferilico y sinapilico), confiriendo un elevado peso molecular (Mohanty,
2005).

Figura 3. Matriz de la estructura de la lignina. Tomado de
(Chaplin, 2008)
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1.1.3 SINTESIS DE CELULOSA, HEMICELULOSA Y LIGNINA EN PLANTAS

Se ha descrito que la celulosa, hemicelulosa y lignina, son compuestos que forman
parte de la pared celular. La pared celular en general se compone de microfibrillas de
celulosa cristalina contenidas en una matriz hidréfila de polisacéridos (hemicelulosa y
pectina), con cantidades pequefias de proteinas estructurales intercalados en la matriz
(Carpita y Gibeaut 1993, McCann y Roberts 1994, Cosgrove 1997).

La pared celular posee resistencia a la traccion para soportar el estrés fisico de alta
presién generada por la turgencia celular. La elongacion celular y la expansion determinan
la forma celular y contribuyen a la respuesta o adaptacion de las células a las condiciones
ambientales (Cosgrove, 2000). Por lo tanto, las paredes celulares deben ser extensibles y
la celulosa, la hemicelulosa y la pectina, juegan un papel importante en la flexibilidad de la
pared celular. El control de células cada vez es mayor en el alargamiento 6 expansion de
la pared de una manera que mantiene las caracteristicas aparentemente contradictorias
de fuerza y extensibilidad estructural (plasticidad). El relajamiento de la pared celular es
un proceso en el que la red de microfibrillas de celulosa-hemicelulosa se reordena
(Cosgrove, 1997), es esencial para los cambios en la forma celular y se produce vinculado
con la sintesis de la pared. Aunque los mecanismos de relajamiento de la pared han sido
relativamente bien caracterizados (Cosgrove 1997, Cosgrove, 2000), los mecanismos de
la sintesis de la pared celular son poco conocidos. La sintesis de los componentes de las
paredes celulares se resume en la figura 4 y los genes implicados en la sintesis de estos

componentes se describen en las siguientes secciones.

1.1.4 GENES RELACIONADOS CON LA SINTESIS DE LA PRODUCCION DE FIBRA

En plantas, el desarrollo de las células puede implicar cambios en el nivel de
expresion de genes para la produccion de proteinas (Delmer et al, 1985), que se
requieren para el relajamiento de la pared celular y la sintesis de celulosa. Hay cambios
marcados en el patron de ARNm traducibles asociados con la transicion de la sintesis de

la pared primaria a la secundaria (Delmer et al, 1985). Por lo tanto, la regulacion entre la
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elongacion celular y la deposicion de celulosa durante el desarrollo puede ocurrir en
muchos niveles con el aumento y la disminucion de los niveles de proteinas.

En la figura 4, Se puede observar que los polisacéridos de la pared se sintetizan en
dos compartimentos celulares. La celulosa y calosa (no mostrado) se sintetiza en la
membrana plasmatica. 4 (a) Las rosetas se mueven en el plano de la membrana, guiada
por los microtubulos corticales, la produccién de microfibrillas de celulosa en la pared que
tienen la misma orientacién que los microtibulos en el citosol (Paredez et al., 2006) 4
(b) Se cree que cada roseta hexamérica comprende seis subunidades y cada subunidad
contiene seis proteinas CESA, proporcionando un total de treinta y seis proteinas de
celulosa sintasa (CESA) por roseta, Cada proteina CESA se predice que atraviesa la
membrana a través de ocho dominios transmembranales, con el extremo N-terminal, el C-
terminal y el sitio activo frente al citosol. La cadena de glucano creciente se cree que se
mueve a través de un canal de la membrana a la pared, donde se une con otras cadenas
de glucano para formar las microfibrillas. 4 (c) Los polisacaridos de la matriz se sintetizan
en el aparato de Golgi antes de la deposicidon en las vesiculas secretoras que los entregan
a la superficie de la célula. Las cadenas principales de algunos polisacaridos de
hemicelulosa, son sintetizados por las proteinas de CSL que muestran similitud de
secuencia con las proteinas CESA. 4 (d) La topologia de las proteinas reguladoras de
genes (CSL) no se conoce, pero dos posibilidades se muestran: Si las proteinas CSL
utilizan donantes de azuUcar activados (NDP) presentes en el lumen de Golgi, entonces el
modelo se muestra en la parte superior de (d). Si las proteinas CSL operan de la misma
manera como las proteinas CESA, a continuacion, el modelo se muestra en la parte
inferior de (d), y en una vista ampliada en 4 (e) se cree que las sintasas del glicano
forman complejos con glicosiltransferasas que afiaden cadenas laterales al polimero
(parte inferior de (d)). Tal organizacion en un complejo podria ser especialmente
importante para la sintesis de polisacéaridos tales como XYG, que tiene un patron regular

de sustitucion de la cadena lateral TMD (dominio transmembrana).

11
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Figura 4. Representacion esquematica de la hipotesis sobre la
biosintesis de pared. (Tomado de Lerouxel et al., 2006).

Las enzimas reportadas con relacion a los mecanismos de sintesis a la pared
celular son las glucanasas, las expansina, la endoxiloglucano transferasa, la sacarosa
sintasa y la celulosa sintasa (Hasegawa et al, 1994). Estas enzimas tienen un papel muy
importante en el relajamiento de la pared celular durante la elongacion celular y estan
estrechamente asociadas con la sintesis masiva de celulosa. A continuacién definimos la

reaccion que cataliza cada enzima.

GLUCANASAS. Las glucanasas son enzimas que degradan B-glucanos y se clasifican en

dos grandes grupos segun los mecanismos que utilizan para hidrolizar el sustrato,
identificados por los productos de hidrdlisis: (i) las exo-B-glucanasas, las cuales hidrolizan
el sustrato por ruptura secuencial de residuos de glucosa desde el extremo no reductor, y
(ii) las endo- B-glucanasas, que rompen aleatoriamente los sitios de enlace b de la cadena
polisacaridica, liberando pequefios oligosacaridos (Gonzalez et al.,, 2011). Estudios
genéticos han indicado que la endo-1-3-B-glucano presentes en las fibras de algodén se

acumulan a nivel maximo justo antes de la sintesis masiva de celulosa de la pared
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secundaria (Jaquet et al. 1982). Adicionalmente, la endo-1-4-B-glucanasa probablemente
pertenece a la familia E del alamo (Nakamura et al, 1995) y su actividad puede ser
responsable de la solubilizacién de xiloglucano (hemicelulosa) en la pared primaria, que
pueden estar asociados con la auxina la cual induce la elongacion celular en plantas
(Hayashi, 1989).

EXPANSINAS. La expansina (EXPA) tiene dos grandes familias de genes que se
han descubierto en las plantas, denominadas a-expansinas (dado al gen el simbolo
EXPA) y B-expansinas (EXPB). Ambas familias de expansinas se han identificado en una
gran variedad de plantas de angiospermas y gimnospermas, de helechos y musgos
(Cosgrove et al., 2000). Aungue estas dos familias de expansinas tienen una identidad de
aminoacidos sélo alrededor del 20%, son similares en tamafio, pero comparten una serie
de motivos conservados y tienen actividades similares en la pared (Cosgrove et al., 1997).
Adicionalmente, otras dos subfamilias se han identificado: y-expansinas, que fueron
descritos por primera vez en Arabidopsis y las 6-expansinas, que fueron identificados en
el arroz y se ausentan en Arabidopsis. Ambas son versiones truncadas de a- y [3-
expansinas. Las y-expansinas representan la mitad amino-terminal de una expansina
madura y las ®-expansinas la mitad hacia el extremo carboxilo terminal de una B-
expansina. Aln no se han definido papeles funcionales para y y d-expansinas, aunque los
datos recientes indican un rol de sefializacion para las y-expansinas y se ha propuesto
que el medio carboxilo terminal de las expansinas canénicas comparte similitud con los
dominios de unién a celulosa (Shcherban et al, 1995), por lo que parece probable que las
0-expansinas interactien con componentes de la pared (Yi li et al., 2003). La expansina
puede funcionar para relajar y elongar la pared a través de un mecanismo que interrumpe
uniones hidréogeno, no solo potencialmente entre las microfibrillas de celulosa sino
también entre el xiloglucano y la celulosa (Mc-Queen- Mason y Cosgrove 1994). Estudios
recientes han demostrado que inducen la relajacion de esfuerzo y la extension de las
paredes celulares aisladas de una manera dependiente del pH (McQueen-Mason et al.,
1992,1995). No hay otras proteinas con esta actividad (Cosgrove et al., 1994, 1999). Los
genes de expansina se expresan en el momento adecuado y en el lugar adecuado para
funcionar en el crecimiento de control (Cho et al., 1997, Vriezen et al., 2000, Hutchison et
al., 1999, Reinhardt et al., 1998, Orford et al., 1998, Shimizu et al., 1997), por su parte la
reduccion de la expresibn de genes expansina por métodos antisentido inhibe el

crecimiento (Cho et al., 2003).

13
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ENDOXILOGLUCANO TRANSFERASA. El endoxiloglucano transferasa pertenece
al grupo EXT de proteinas de xiloglucano transferasa basado en el dendrograma en el

método UPGMA (Nishitani 1995). Puede participar en la reconstruccion de las redes de
xiloglucano — celulosa en las paredes de células de plantas que crecen.

SACAROSA SINTASA. (SUS) Involucrada en la sintesis de glucosa-UDP, celulosa y

callosa, suministrando los residuos de glucosilo de la sacarosa en la membrana

plasmética (Amor et al. 1995).

CELULOSA SINTASA. La celulosa sintasa (CESA) es la enzima encargada de la

biosintesis de celulosa. Actia como una glucosil- transferasa que transfiere monémeros

activando al extremo no reductor. Se ha reportado que esta relacionada con el incremento
de la pared celular en Lino (Linum usitatissimum) (D.V galinousky et al, 2014) al igual que
en la formacién de la pared celular en algodén (Ryan, A.R et al, 2010). La secuencia del
genoma en Arabidopsis ha revelado que tiene 10 genes CESA que codifican proteinas
con una identidad de secuencia del 64% (Holland et al. 2000, Richmond 2000). El maiz
tiene al menos 12 genes CESA (Appenzeller et al., 2004), la cebada contiene al menos 8
(Burton et al. 2004), y el &dlamo tiene al menos 7 (Joshi et al. 2004). Al parecer, todas las
plantas superiores tienen un conjunto similar de estos genes. La celulosa sintasa esta
regulada después de la traduccién y se sabe que es fosforilada, sin embargo los
mecanismos que regulan su actividad aun no se conocen (Somerville, 2006). Se han
identificado que estos genes estan asociados con diferentes etapas del desarrollo de la
planta, tales como elongacion (Shani et a., 1997, Hayashi et al., 1994), la maduracion
(Tucker et al., 1987, Lashbrook et al., 1994, Cass et al., 1990, Fischer et al., 1991) y
abscision (Tucker et al., 1987, Tucker et al., 1991, Kemmerer et al., 1994, De silva et al.,
1993).

14
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1.1.5 EXPRESION DE GENES CELULOSA SINTASA Y SU RELACION CON LA
PRODUCCION DE FIBRA EN PLANTAS

A continuacion se describen algunas tendencias observadas respecto a la
expresion del gen de celulosa sintasa y cual podria ser su posible relacion con la
produccion de fibra en plantas.

En el modelo Gossypium hirsutum L (algodon), su fibra es extraida a partir de sus
semillas las cuales se caracterizan por su largos tricomas epidérmicos unicelulares. En
esta especie sus fibras se diferencian del tegumento exterior de 2 a 3 dias antes del
proceso de antesis (DPA). Posteriormente las células de fibra entran en una etapa de
elongacion rapida durante el DPA que dura alrededor de 20 dias. Se ha observado que la
mayor cantidad de celulosa se detecta a los 15 dias de DPA, esto debido a que existe una
gran sintesis de celulosa por el engrosamiento de la célula y las fibras de algodén forman
parte de la pared celular secundaria. Adicionalmente se ha reportado una etapa final la
cual comprende de 45 a 60 dias de DPA, observando en esta que la fibra se somete a
deshidratacion y maduracion (Applequist et al., 2001; Kim and Triplett, 2001). De acuerdo
a lo reportado por Guo et al., (2009), se ha demostrado que tres genes codificantes de
celulosa sintasa aislados en Gossypium hirsutum L. incrementan su expresion a los dias
12, 15 y 18, alcanzando mayores niveles de espresion en el dia 18, mientras que del dia
1-9 no se observa la expresion de éstos (figura 5). Esto sugiere la importante participacion

del gen celulosa sintasa para la produccion de fibra en algodén.
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Figura 5. Genes seleccionados y analizados por tiempo real RT-PCR,
(tomado y modificado de Gou., et al, 2007)

Li et al., (2013), identificaron seis isoformas del gen CESA en Gossypium hirsutum
y Gossypium barbadense, llamados GhCESA1-GhCESA10. Los analisis de co-
expresion indicaron que CESA1, CESA2, CESA7, and CESAS8 fueron las isoformas que
presentan una mayor expresion durante la etapa de biosintesis de la pared secundaria
(figura 6). Por su parte las isoformas CESA3, CESA5, CESA6, CESA9, y CESA10
demostraron estar involucradas en procesos relacionados a la formacion de la pared

primaria para la iniciacion de la fibra de algoddn y en su elongacion.
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Figura 6. Patrones de expresion por andlisis de PCR en tiempo real,
CESA 1, 2, 7, 8 a) nivel transcripcion de CESA en fibras de algoddn. b)
nivel de expresibn de CESA en tejidos no fibrosos. (Tomado y
modificado de Li et al., 2013)

Por su parte, en Eucalyptos grandis, se ha reportado la expresion de tres genes de
celulosa sintasa (EgraCesAl, EgraCesA2, and EgraCesA3) en células del xilema los
cuales estan relacionados con la biosintesis de pared secundaria, de manera similar a lo
descrito en Gossypium spp. (Lu et al., 2008)

Finalmente la funcién de los diferentes genes pertenecientes a la familia de
celulosa sintasa también ha sido reportada en Arabidopsis, maiz y dlamo. En Arabidopsis
se han identificado 10 genes nombrados AtCesAl a AtCesA10 (Richmond and Somerville,
2000). AtCesAl, AtCesA3, y AtCesA6 han demostrado ser requeridos en la sintesis de
pared primaria (Arioli et al., 1998; Scheible et al., 2001; Beeckman et al., 2002; Burn et al.,
2002; Desprez et al., 2002; Doblin et al., 2002; Zhong et al., 2003). Por su parte AtCesA4,

AtCesA7, and AtCesA8 al parecer participan en la biosintesis de la celulosa de la pared
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secundaria (Taylor et al., 1999, 2000, 2003; Gardiner et al., 2003), y finalmente aun se
desconocen las funciones de AtCesA2, AtCesA5, AtCesA9 y AtCesAl0.

En maiz se han reportado 12 genes CESA (Appenzeller et al., 2004). Mediante
analisis filogenéticos, se ha demostrado que los genes ZmCesAlO, ZmCesAll, y
ZmCesAl2, son homodlogos a los genes AtCesA4, AtCesA7, y AtCesAS8, lo que sugiere
su posible participacion en la formacion de la pared secundaria. Por su parte en alamo se
ha identificado que los genes PtrCesAl, PtrCesA2, y PtrCesA3 se encuentran
involucrados en la formacién de la pared secundaria; los PtrCesA4, PtrCesAb, PtrCesAb,

y PtrCesA7 se relacionan con la biosintesis de la pared primaria (Joshi et al., 2004).

Con base en lo anterior, se puede sugerir que durante la produccion de fibra en
plantas, el gen CESA que codifica para la enzima celulosa sintasa, tiene un papel
fundamental y ha demostrado estar involucrado en funciones que implican la formacion de

la pared celular primaria y secundaria.

1.2  IMPORTANCIA DE Agave spp. EN LA PRODUCCION DE FIBRA

El henequén (Agave fourcroydes) es una planta monocotiledénea, del género de los
Agaves, perteneciente a la familia de las Agavaceae. Yucatan es una zona de distribucion
en donde este Agave fue llamado “Ki”. Fue domesticado en la época prehispanica por los
mayas, debido a la utilidad de sus fibras. Es una planta productora de biomasa fibrosa y
metabolitos esferoidales, que constituyen principios activos para la industria farmacéutica
y agropecuaria (Infante, 2003). La amplia gama de productos que se obtiene del
henequén ha ganado en importancia y en el futuro cercano seran producciones
codiciadas y sostenibles, a fin de reducir la alta contaminacion de los plasticos y otros
productos sintéticos dafiinos al ecosistema (Gonzalez, 2004).

Anteriormente existian siete variedades cultivadas de henequén en Yucatan
(Gentry’s 1982), sin embargo, actualmente solo existen tres: Sac ki (henequén blanco),
Yaax ki (henequén verde) y Kitam ki (henequén jabali). El cultivo de Sac ki o henequén
blanco ha sido el mas difundido en las plantaciones, por la calidad de su fibra (Gentry’s

1982), en tanto que el Yaax ki es de menor calidad y rendimiento y se encuentra en
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peligro de extincién (Colunga-Marin, 1997), debido a que fue dejado de cultivar, aunque
es mas recomendable para la fabricacién de bebidas destiladas, debido a que posee un
aroma y sabor caracteristicos. Por su parte el Kitam ki, tiene fiboras mas suaves y bajo
rendimiento, se considera casi extinto y es preferido en el uso textil (Colunga-Marin,
1997).

El cultivo del henequén no requiere de gran atencién cultural, por lo que su produccion no
es costosa. Ademas el henequén puede ser aprovechado integralmente, debido a sus
multiples usos. El principal consumo es industrial, en la fabricacion de cuerdas, sogas,
sacos, hilos, entre otros. También se utiliza para la elaboraciéon de artesanias como las
alfombras, los tapices, los tapetes y las hamacas. A partir de él se pueden también
elaborar bebidas alcohélicas y recientemente se esta estudiando su posible uso para la
fabricacion de etanol (Rendon et al., 2009). Asimismo, del henequén se puede obtener
pasta de papel, abono, biogéas, la pulpa procedente del desfibrado puede servir como
alimento de ganado, pueden extraerse ceras para uso industrial y hecogenina, que es un
producto basico para diferentes farmacos de gran demanda mundial. El jugo de henequén

puede usarse también como biodetergente y como emulsionante para combustibles.

1.21 LA INDUSTRIA DEL HENEQUEN EN YUCATAN

Hacia la mitad del siglo XIX entré en auge la gran agroindustria henequenera en
Yucatan, en la que florecieron las haciendas dedicadas al cultivo denominado “Oro verde”
y se establecieron fabricas para su transformacién (Martin Pérez, 1985). Esta industria era
de gran importancia a nivel mundial, las actividades maritimas y el embalaje del heno o
paja dependian fuertemente del henequén. Se dice que Yucatan producia en ese
entonces el 90% de las sogas y sacos usados en el mundo, lo cual enriquecié a los
hacendados (Martin Pérez, 1985). Sin embargo, durante la primera guerra mundial esta
fibra perdi6é popularidad y su valor cayd. La fabricacion de fibras sintéticas y el cultivo de
sisal en paises como Brasil, Tanzania, Kenia, entre otros, contribuyeron a que la industria

entrara en crisis en nuestro pais (Cruz C., 1985). El cultivo de este agave comenzé a
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disminuir en Yucatén, a tal grado que no fue posible atender la demanda interna y debi6
importarse fibra de sisal de Brasil, lo cual ha continuado hasta el dia de hoy. Esta
agroindustria tiene un caracter residual y en cierta forma marginal en la entidad, en un
contexto econémico mas diversificado, en donde los productores de la fibra deben
complementar su ingreso con otras fuentes. Se dice que para atender la demanda de los
industriales del ramo, se requieren de por lo menos 20 mil toneladas de fibra, sin
embargo, actualmente Yucatan produce cerca de 5 mil toneladas anuales (FAO, 2009).

Existen esfuerzos que intentan insertar nuevamente al henequén en el escenario
nacional y mundial. Para ello se requiere lograr competitividad en la produccién, mediante
la transferencia de tecnologia, que permita a los productores hacer un manejo eficiente
del agave para reducir costos, aumentar el volumen de produccién y garantizar la calidad.
Es necesario realizar un esfuerzo de promocién de su uso e incursionar en nuevos

productos.

Produccion de Heneguén en México

Cuadro 3. Produccién de henequén en México, del afio 2000 al 2009.

Afo | Superficie (Miles de | Produccidn Rendimiento Precio Valor
Ha) (Miles de (Ton/Ha) medio prod.(Millon
Semb. Cosech. Ton) rural es )
($/Ton)

2000 99.0 54.6 129.7 24 1,645.6 213.4
2001 72.3 57.1 97.0 2.1 2,703.2 262.3
2002 60.3 24.5 77.9 3.2 2,523.5 196.5
2003 49.6 16.5 107.1 6.5 2,910.4 311.7
2004 35.3 13.8 111.0 8.1 3,050.0 338.4
2005 30.7 12.6 78.1 6.2 2,070.0 161.7
2006 29.0 11.9 66.1 5.5 2455.0 162.2
2007 204 11.9 19.9 1.7 2,825.3 56.2
2008 19.7 12.7 39.1 3.1 1,871.6 73.2
2009 18.8 13.9 38.2 2.8 2,122.8 81.2

Fuente: con base en datos de SIAP-SAGARPA.
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La produccion de henequén en México de acuerdo a la gréfica 1, muestra algunas
caracteristicas importantes como son la superficie sembrada y cosechada, la produccion,
el rendimiento, el precio medio rural y el valor producido, lo cual nos da una vista hacia la
problematica actual de este cultivo, mostrando una disminucion en todos los parametros,
desde el afio 2000 al 2009.

Actualmente Yucatan y Tamaulipas son los Unicos dos estados de la Republica en
donde se cultiva el henequén. En Yucatan se encuentra la mayor superficie sembrada, sin

embargo, Tamaulipas ha ido cobrando cada vez mayor relevancia.

Superficie del Henequén, México 1980-2009

Sembrada Tamaulipas
N Sembrada Yucatan
— Cosechada Tamaulipas
250 Cosechada Yucatan

Superficie
{miles de hectareas)

200
150

100
%0 \

FrFEPPFdPPFPPEFITEIP
L LY L b
Fuente: Con base en datos de SIAP-SAGARPA.

Figura 7. Superficie del henequén cultivado del afio 1980 al 2009.
Tomado de FAO, 2009

En México se siembran cerca de 19 mil hectareas de henequén, mientras que en el
aflo de 1980 la superficie alcanzaba 252 mil hectareas, es decir, la superficie cayd un
93% en treinta afios.

El volumen de produccion en Yucatan ha descendido de una manera importante, de

72 mil toneladas en 1980 a 5 mil toneladas en el afio 2009, es decir ha caido un 93%,
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mientras que la produccién de Tamaulipas se ha incrementado un 97.2%, al pasar de 17
mil toneladas producidas en 1980 a 33 mil en el afio 2009. Es importante destacar que
este Ultima entidad present6 una produccion récord de 276 mil toneladas en el afio 1997,
debido a una mayor superficie cosechada, asi como un alto rendimiento, que alcanz6 18.8
ton/ha ese afo.

Los rendimientos han disminuido en las dos entidades productoras del pais.
Mientras que el rendimiento de Yucatan hoy en dia alcanza 0.5 ton/ha, en el afio 2000
alcanzo6 0.7 ton/ha, lo que representa una pérdida de productividad del 32.4%. Por otro
lado, en Tamaulipas, el rendimiento varié de 21.8 ton/ha en 2000 a 9.1 ton/ha en 2009, es
decir ha disminuido un 58.3%. Sin embargo es importante mencionar que siendo el
henequén endémico de la peninsula, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
rural, Pesca y Alimentacion lo propone impulsar para el presente afio, ya que actualmente
se producen alrededor de seis mil toneladas anuales con una superficie sembrada de 11
mil hectareas, insuficiente para satisfacer la demanda nacional (SAGARPA, 2015).

El cultivo de henequén y sisal ha contribuido a reducir la situacion de pobreza de los
paises productores y brinda empleo a casi 6 millones de personas en el sector rural
(Shamte, 2000). Tradicionalmente las fibras en bruto son llevadas a los paises
desarrollados en Europa, Norte América, Japén, Australia y Nueva Zelanda, para su
transformaciéon y su posterior re-exportacion como productos terminados. Sin embargo,
algunos productores han estado cambiando este panorama al procesar la fibra en su lugar
de origen. Esta industria ha sufrido un declive en los ultimos cuarenta afios y su comercio
también ha experimentado un retroceso. Sin embargo, existen esfuerzos por parte de los
paises productores por revitalizar esta actividad, incursionando en nuevos productos y
modernizando los procesos (FAO, 2009).

Ademas del uso de la fibra del agave en la fabricacién de cordeles y sogas, estan
emergiendo otros mercados como la elaboracion de papel especial, filtros, geotextiles,
colchones, alfombras y papel de colgadura. Es usado como refuerzo en materiales
plasticos compuestos, particularmente en componentes automotores y muebles. Otros
usos son: sustituto de asbestos, bio-gas, ingredientes farmacéuticos y material de
construccion (FAO, 2009).
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1.2.2 Agave UNA ALTERNATIVA PARA EL ESTUDIO DE GENES RELACIONADOS A
LA PRODUCCION DE FIBRA

Entre los genes expresados en el transcriptoma de A. tequilana, se identificaron
genes que participan en su complejo y no estudiado metabolismo secundario (Martinez-
Hernandez et al., 2008) entre los cuales varios tienen aplicaciones potenciales tanto para
la industria de bebidas alcohdlicas como para la industria farmacéutica, quimica,
produccién de controladores bioldgicos, para la industria de fibra e incluso como fuente en
pre sintesis de biopolimeros o para sustentar el desarrollo de una novedosa industria
bioenergética. En el cuadro 5 se resume algunos ejemplos de genes para posible uso
biotecnoldgico.

Cuadro 4. Ejemplos de genes de Agave con potencial biotecnoldgico

industrial. (Tomado de Martinez-Hernandez et al., 2008)

FUNCION EN PLANTAS EJEMPLOS DE GENES DE A. POTENCIAL APLICACION
Tequilana IDENTIFICADOS BIOTECNOLOGICA

Biosintesis de oligofructanos 1-SSH Fructosiltransferasa Mejorar la produccion de la

industria tequilera.
6-G Fructosiltrasferasa

Desarrollo de nutraceuticos y

prebidticos.
Biosintesis de fibras y Celulosa sintasa Industria procesadora de fibras,
metabolismo de pared celular Xilanasa produccion de papel.
Celulasa
Expansina

Proteina de fibra

Anexina de fibra
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Biosintesis de ceras

cuticulares

ACBP
Beta-cetoacil-CoA sintasa

Ceramida sintasa

Wax sintasa
LACS9

Cutinasa

Sintesis de biopolimeros

biodegradables

Biosintesis de sapogeninas

esteroidales

Furostanol glicosido beta-

glucosidasa

Sintesis de anticonceptivos o

antianflamatorios

Biosintesis de sustancias

demoirritantes

Glicolato oxidasa

Galactonolactona-

deshidrogenasa

Desarrollo de lineas elite

menos demoirritantes

Proteasas

Lectina

Bromelina

Diagnostico bioquimico

Sustancia desinflamatoria
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1.3 JUSTIFICACION

Las fibras naturales estan sujetas a la competencia de las fibras sintéticas. Sin embargo,
la diversidad de las aplicaciones de las fibras naturales ha ido aumentado
considerablemente en los ultimos afios, ya que presenta ventajas, como su alta calidad y
durabilidad que se emplea para la elaboracién de una amplia variedad de productos de
alto valor econdmico como la fabricacion de cuerdas, sogas, sacos, hilos, alfombras,
bebidas alcohdlicas, pasta de papel, abono, biogas, entre otros. Algunas especies de
Agave, como A. fourcroydes, A. sisalana, Hibrido (11648) que son utilizadas para la
produccién de fibra, también han demostrado ser tolerantes a sequias, plagas y
enfermedades, lo que posiciona a estas especies como prometedoras materias primas
para la produccién de fibra, con posible adaptacion a cambios climaticos. Ademas hoy en
dia existe una gran sensibilizacion de los consumidores a las cuestiones ambientales y al

interés de productos no dependientes del petréleo.

En algunas especies de plantas como el algodén (Gossypium hirsitum) y lino (Linum
usitatissimum), se ha observado la variaciébn en el contenido de polimeros naturales
(celulosa y hemicelulosa) y los altos contenidos de estos polimeros se ha relacionado con
la expresion de genes involucrados en la sintesis de los mismos.

En Agave a pesar de que es un género utilizado en la produccion de fibra, se
desconoce el comportamiento de genes relacionados en la produccion de fibra como
expansina, sacarosa sintasa, glucanasas y celulosa sintasa.

En este trabajo se determind la expresion relativa del gen (CESA) de Agave

fourcroydes, involucrados en la biosintesis de la fibra.
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1.4 HIPOTESIS

Las diferencias en el contenido de celulosa de Agave fourcroydes se
correlacionaran con una expresion diferencial del gen CESA.
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1.5 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la expresion del gen (CESA) asociado a la produccion de fibra en A.
fourcroydes.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar y comparar el contenido de fibra (celulosa y hemicelulosa) en
plantas de Agave fourcroydes de tallas baja (75 cm), media (110 cm) y alta (139
cm)

2. Identificar los genes CESA en A. fourcroydes.

3.- Determinar el perfil de expresion por qPCR de los genes CESA en A.
fourcroydes.
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1.6 EXTRATEGIA EXPERIMENTAL

Material vegetal: hojas de Agave

5 afioz, hoja media y diferents tamalio
de planta. ‘

Extraccion de ARM

|

Sintesis de ADMc <— Disefio de cebadores

W

Analisis de resultados

Figura 8. Estrategia experimental del proyecto.
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CAPITULO Il

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FIBRA EN A. fourcroydes Lem.

2.1 INTRODUCCION

A nivel mundial, el interés y la demanda por las fibras naturales se han visto
incrementados. El interés por explotar el potencial de las fibras naturales para sus
diversos usos es ya una realidad (Mylsamy, 2011; Chattopadhyay y Khan et al., 2012) y
muchos cultivos de importancia comercial como el yute, banana y Agave entre otros, son

ampliamente utilizados para la produccion de fibra natural.

Entre las especies de Agave mas utilizadas para la producciéon de fibra, destacan A.
americana Lem, A. fourcroydes Lem, A. lechuguilla Torr y A. sisalana Perrine, entre otros
(Mayorga-Hernandez et al., 2004; Hulle et al., 2015; Robert et al., 1987). Las fibras
obtenidas de estas especies contienen aproximadamente el 80 % de celulosa, el 5 % de
hemicelulosa y el 15 % de lignina (Vieira et al., 2002; Msahl et al., 2006).

Los rendimientos de fibra obtenidos a partir de cada especie de Agave, varian segun la
especie en estudio (Hulle et al., 2015) y el método utilizado para su cuantificacién o para
su obtencién (Thamae y Baillie, 2007, Sghaier et al., 2012). A pesar de que los
parametros considerados en el método de extraccion tienen un gran impacto en el
rendimiento y la calidad de fibra, también es importante destacar que las caracteristicas
morfoldgicas y fenotipicas propias de la especie en estudio y las condiciones ambientales
presentes durante su cultivo, juegan un papel importante en los rendimientos finales de

fibra en la especie (Hulle et al., 2015).

A pesar de que Agave es un cultivo ampliamente utilizado para la produccién de fibra, en
esta especie se desconoce qué factores pueden estar afectando la variabilidad en el
rendimiento de fibra entre diferentes especies e incluso entre especies de diferente edad y
tamafio. Dentro del conocimiento general, en estas plantas la cosecha de hojas
destinadas para la produccion de fibra se realiza desde el tercer afio de vida, se cosechan
las hojas mas desarrolladas con una longitud no inferior a un metro. Cada planta produce
40-50 hojas al afio y entre plantas de A. americana el contenido de fibra varia con la
variedad de planta usada (2,5% -4,5%) (Hulle et al., 2015).
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Dentro del contexto de la importancia de conocer los rendimientos de fibra en las especies
de Agave, en este estudio se decidié determinar el contenido de fibra en A. fourcroydes

en plantas de diferentes tamafios (talla).

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material vegetal

La colecta del material vegetal para A. fourcroydes se realizé en la hacienda Santa
Teresa, ubicada en Telchac pueblo. Para la colecta del material vegetal (hojas), se

consideraron 2 parametros, descritos a continuacion:

A) Parametros de la hoja. Se recolectaron hojas sanas y largas. En la figura 9 A
se muestra un ejemplar seleccionado para la colecta. De cada ejemplar de
agave se colecto la hoja media (figura 9 B).

B) Pardmetros de plantas. La colecta fue realizada marcando 3 bloques divididos
en filas, considerando una distancia de 20 metros entre cada bloque y se
consideraron Unicamente plantaciones con 5 afios de edad. Dentro de cada
blogue se consideraron 3 tamafos de plantas (baja, media y alta agregar el
rango utilizado en cm o mm), de cada tamafio de planta se colectaron

muestras por triplicado (figura 10).

A)
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Figura 9. Plantas de A. fourcroydes seleccionadas en la colecta. A) Ejemplar
de A. fourcroydes seleccionado, se demuestra que las plantas visualmente no
se tienen ningun sintoma asociado con patdgenos, sus condiciones
morfoldégicas demuestran un desarrollo en un ambiente adecuado (plantas
sanas) B) Fotografia que muestra la hoja media que fue colectada en cada

ejemplar de Agave.

BLOQUE 1 BLOQUE 2 BLOQUE 3
. ¥ (UGS E S [
*w Y B EEEEEECULELCLD B EEEEEEErLELrED
WL | [
WELLLERED A R ECCCCL B EECEEEECEECEET
T (W] [Wdaeeadady [N eiiiye
H_,W»@* CEEEE BEEEEEECCECCECr B EEEELCECEEELCr
SEENYE B ECECECECEECCLE B EEEEEECUEELEED
SNH ] | ]
et B e r B EECCEEETEEEECr
YO YEEEH ] [HEE vy P&

I | Y

Figura 10. Representacion del area de colecta, dividida en 3 bloques donde cada
bloque contenia filas de plantas y seleccionamos de acuerdo a su morfologia de

diferentes tamafios, plantas altas, medianas y bajas para cada bloque.
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2.2.2 Cuantificacién de fibra

Los andlisis fueron realizados con base a los procedimientos y parametros
dictados por las normas TAPPI, que son estandares mundiales para la medicién de
componentes quimicos de materiales fibrosos celulésicos. Estas normas indican los
reactivos y materiales necesarios, asi como el procedimiento adecuado que se debe
utilizar para aislar un constituyente de la fibra a través de la descomposicion quimica de

sus demas componentes.
2.2.3 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad fue determinado siguiendo el procedimiento B del
método ASTM D4442-92. De acuerdo con éste se pesaron los gramos de muestras
necesarios y se secaron en una estufa de conveccion a 100 ° C hasta peso constante y

se calculé el porcentaje de humedad mediante la siguiente ecuacion:
% Humedad = (A-B/ B) * 100
Donde:
A= peso de muestra himeda

B= peso de muestra seca

2.2.4 Determinacion de extraibles (compuestos de la fibra)

Se extrajo el material que paso6 por la malla 40 y se retuvo en malla 60 en un
equipo Soxhlet usando el método T-204 cm-07 de la TAPPI. Se pesaron de 2 a 3 g de
residuo lignocelulésico seco y se colocaron en cartuchos previamente elaborados con
papel filtro y puestos a peso constante. Se colocaron los cartuchos en la camara de
extraccion del soxhlet y se extrajo por un periodo de 5 horas con una mezcla de etanol
benceno (2:1). El cartucho se filtré y se secO hasta peso constante primero dejandolo
solamente en la campana con extractor, luego utilizando una estufa a 100 °C. Se evaporo
la mezcla de etanol-benceno usando un rotavapor a 80 °C por 1 hora, el sélido obtenido
se dej6 secar a temperatura ambiente y se almacenaron para su posterior caracterizacion.

Se repiti6 el proceso de extraccion, pero utilizando solo etanol (99%) como disolvente.
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Para la determinacion de extraibles con agua se empleé el método T-207 cm-99
de la TAPPI. Se vertieron las muestras que se encontraban dentro de los cartuchos
directamente en matraces con 900 ml de agua destilada y se procedié a calentarlo a
ebullicion durante una hora, las suspensiones se filtraron usando embudos buchner. El
procedimiento se realiz6 por triplicado para cada muestra y los sélidos se secaron hasta
peso constante. El porcentaje de extraibles para cada etapa, se calculd de la relacion de
peso perdido (peso antes y después de la extraccion) con respecto al peso inicial de
muestra utilizando la ecuacion. La muestra libre de extraibles se usé para la

determinacion de lingnina klason.
% Extraibles (Ext) = (C-D/C) * 100
Donde:
C= Peso de la muestra sin extraer, g

D= Peso de la muestra libre de extraibles, g

2.2.5 Determinacion de lignina Klason

Se determiné el contenido de lignina lignoceluldsico libre de extraibles de acuerdo
a la técnica T222, con algunas modificaciones. Se pes6 1 g de material libre de extraibles
y se sometieron a una hidrolisis acida con 15 ml de H,S0,4 al 72 %, la muestra se mantuvo
en agitacion en un bafio de temperatura constante durante 2 horas a temperatura de 15
°C. Posteriormente la suspension se diluy6é con agua hasta alcanzar una concentracion de
acido del 4 % y se calent6 a ebullicion durante 4 horas. Después se filtrd la solucion en un
filtro de vidrio poroso tipo “F”, previamente llevados a peso constante y el residuo
insoluble (lignina Klason) se sec6 en una estufa a 100 °C para su cuantificaciéon
gravimétrica utilizando, el contenido de lignina Klason se calcul6 empleando la siguiente

ecuacion:
%Lignina= [(E/F) * (1- G+H/100)] * (100)
Dénde:

E= Peso de lignina, g
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F= Peso de muestra libre de extraibles, g
G= Extraibles con solventes organicos, % en peso

H= Extraibles con agua, % en peso

2.2.6 Determinacion de Holocelulosa (Celulosa y Hemicelulosa)

Se utilizé la metodologia de Rajev Kumar et al. 2009, para la cuantificacion de la
celulosa y hemicelulosa. Se pesé 1 g de muestra libre de extraibles, se agregaron 32 ml
de H,0 y se calentd a 74 °C. Cuando alcanzé dicha temperatura se agregaron 0.2 ml de
acido acético glacial (CHsCOOH) Y 0.4 g de hipoclorito de sodio (NaClO,) vy
posteriormente se dejé en agitacion constante con ayuda de un agitador magnético. Se
repitié la adicion de acido acético (CH;COOH) y de hipoclorito de sodio (NaClO,) cada
hora hasta un total de 6 veces. Después de una hora se dejo enfriar la mezcla (teniendo
un tiempo de reaccion de 6 horas) y se filtrd con un filtro de vidrio poroso tipo “C” y se lavo
con agua para que quedara libre de acido. Se secé en la estufa de conveccién hasta peso
constante. El producto final obtenido se cuantifico como holocelulosa y el contenido de

holocelulosa se calculé utilizando la ecuacion:
%Holocelulosa (Ho)= [(K/J * (1- H+1/ 100)] * 100
Do6nde:
K= Peso de la muestra deslingnificada, g
J= Peso de la muestra seca y libre de extraibles, g
H= Extraibles con solventes organicos, % en peso

I= Extraibles con agua; % en peso

Para el analisis de la cuantificacion de la celulosa se utilizé la norma T 203 cm-99.
(Schoening, 1965), la cual consiste en 4 pasos: primero se realiza una hidrolisis acida con
H,SO, al 2%, posteriormente se realiza la cloracion con NaClO, al 3.5%, posteriormente
una extraccion alcalina con NaOH al 20% y por Ultimo se procede a blanquear con

NaClO; al 0.5 %, lo que permitira separar la a, B y y celulosa.
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2.2.7 Andlisis estadistico

Los datos correspondientes a longitud de hoja, peso seco, peso fresco y contenido de
celulosa, fueron sometidos a un analisis varianza (ANOVA) utilizando el paquete de
software estadistico SAS ver. 9.0 (2000) y el programa Origin 9.1 (Programa para el
andlisis de datos y gréaficos). Pruebas estadisticas se evaluaron con un alfa de 0.05y las

medias se compararon mediante la prueba de Tukey (P> 0,05).

RESULTADOS

2.3 Determinacién del peso fresco, peso seco y contenido de celulosa en plantas

de diferentes tamafios de A. fourcroydes Lem.

Se colectaron en total 27 plantas de diferentes tamafios (Bajas, Medias y Altas).
Estas se clasificaron segin su tamafio en bajas, medias y altas que presentaron
aproximadamente una longitud promedio de 139.37, 110.09 y 75.88 cm. La medicion de
las plantas se efectué desde la parte baja de la hoja hasta la espina central de la hoja

media. Las plantas se etiquetaron como se ejemplifica en la tabla 1.

Tabla 1. Plantas seleccionadas de la colecta de material vegetal.

PLANTAS TALLA PLANTAS TALLA PLANTAS TALLA
ALTAS (cm) MEDIAS (cm) BAJAS (cm)
X X X
B1F2P3 134.00 B1F4P7 107.00 B1F2P5 69.50
B1F6P14 126.00 B1F2P11 109.30 B1F4P10 65.00
B1F4P13 126.30 B1F6P6 106.00 B1F6P13 68.50
B2F2P5 131.50 B2F3P8 118.50 B2F2P12 75.00
B2F3P13 135.50 B2F4P9 107.50 B2F4P7 84.60
B2F5P22 153.00 B2F6P13 118.50 B2F6P19 84.50
B3F6P16 149.50 B3F2P12 90.00 B3F2P9 88.50
B3F2P5 141.00 B3F4P5 115.00 B3F4P10 73.00
B3F4P7 157.50 B3F6P8 119.00 B3F6P10 74.30
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Promedio

139.37 110.09

75.88

B= hace referencia al bloque de colecta; F= hace referencia a la fila de colectay P =

hace referencia a el nimero de planta.

Posteriormente a la seleccién de plantas, se realiz6 el secado de las pencas para

la cuantificacion de celulosa, en la figura 11 se puede observar el procedimiento para

la obtencion de celulosa.

Figura 11. Imagen resumen del procedimiento para la obtencién
de Holocelulosa. A) Moledora B) Tamiz C) secciones obtenidas en
el tamizado (seleccionando la seccion 40/60, descrito
anteriormente) D) primera extraccion con el sistema Soxhlet E)
material seleccionado para continuar con la obtencion (ultima

extraccion) F) extraccion alcalina G) blanqueo de la Holocelulosa.

Inicialmente todos los datos determinados respecto al peso fresco, peso seco y

contenido de agua (%), fueron analizados para identificar clases. Los andlisis estadisticos

nos indicaron una agrupacion de 3 tipos de clases que coincidieron con la agrupacion de

los datos por planta de diferente tamafo. Posteriormente a cada clase se le realizaron
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pruebas estadisticas de Tukey para determinar si entre estas 3 clases existen diferencias
significativas. Los resultados, indicaron que los datos de peso fresco y peso seco,
demostraron que son diferentes en cada clase de datos analizados. Tal como se ilustra en
la figura 11, en el inciso A podemos observar la longitud de las hojas las plantas de mayor
tamafio (139cm), presentan en promedio de 773g de peso fresco, con valores maximos y
minimos de 620 y 1000 g (por hoja), respectivamente. Para el caso de las plantas de
tamafio mediano (110 cm), demostraron presentar en promedio 410 g de peso fresco, con
valores maximos y minimos de 300 a 500 g, respectivamente y finalmente las plantas de
tamafio menor (75 cm), presentaron en promedio 196 g de peso fresco, con valores
maximos y minimos de 125 a 280 g, respectivamente. Los analisis estadisticos mediante
la prueba de Tukey indicaron que las tres clases de datos presentan diferencias
significativas, las plantas de talla mayor presentan mas peso fresco y estas van
disminuyendo segun la talla de las plantas analizadas (Figura 12 Ay 12 B).

Tendencias similares fueron encontradas respecto al peso seco. Para el caso de las
plantas de talla mayor (139 cm), demostraron presentar en promedio 196 g de peso seco,
con valores maximos y minimos de 125 a 260 g, respectivamente y las plantas de talla
mediana (110 cm), presentaron en promedio 108 g de peso seco, con valores maximos y
minimos de 59 a 155 g, respectivamente. Por su parte las plantas de talla menor (75 cm)
presentaron en promedio 33 g de peso seco, con valores maximos y minimos de 25-50 g.
Nuevamente, igual que los datos de peso fresco, las clases indicaron diferencias
estadisticas entre cada clase respecto a su peso seco. Las plantas de talla mayor
presentan mas peso seco, y estas van disminuyendo segun la talla de las plantas
analizadas (Figura 12 C).

La determinacion de celulosa entre las tres clases de datos, indicé que las plantas de
mayor tamafio (139 cm), presentan 48% de celulosa, con valores maximos y minimos de
30 a 60%, respectivamente y las plantas tamafio mediano (110 cm) presentaron en
promedio 24% de celulosa, con valores méaximos y minimos de 14 a 37%,
respectivamente. Finalmente las plantas de talla menor (75 cm) presentaron en promedio
8% de celulosa, con valores maximos y minimos de 5 a 13. Se encontré una correlacion
entre el tamafio de planta y la cantidad de celulosa. Todas las plantas de diferente tamafio
mostraron diferencias estadisticas significativas. La mayor cantidad de celulosa fue

encontrada en las plantas de mayor tamafio, este porcentaje de celulosa disminuy6 en
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relacion al tamafio de planta analizada (Figura 12 D), esta tendencia fue similar a la
observada con los valores de peso fresco y peso seco, descritos anteriormente.
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Figura 12. Representacibn esquemdtica de los
parametros evaluados en las hojas, las letras a, b y ¢
corresponde a la comparacion multiple de las muestras por
triplicado por medio de la prueba tukey y los patrones
gréficos en la barra corresponde a la desviacion estandar. A)
valores de la longitud de la hoja para cada bloque
mostrando los diferentes tamafios de las hojas muestreadas
equivalente a 9 individuos con sus triplicados que
conforman cada clase o grupo de datos analizados B) peso
fresco en plantas de diferente tamafio, las plantas de mayor
tamafio mostraron mayores valores de peso fresco en
comparacion a las plantas medianas y de menor tamafio, C)
peso seco en plantas de diferentes tamafios, Las plantas de
mayor tamafio demostraron presentar mayores valores de
peso seco en comparacién a las plantas medianas y de
menor tamafio, D) porcentaje de celulosa en plantas de
diferente tamafo, Las plantas de mayor tamafo
demostraron mayores porcentajes de celulosa en

comparacion a las plantas medianas y de menor tamafio.

A pesar de que las tres clases de datos demostraron diferencias significativas en el
peso fresco y peso seco analizado, cuando se determiné el porcentaje de agua contenido
en las plantas, no se encontr6 diferencias estadisticas (figura 13). En general todas las
plantas de A. fourcroydes Lem. mostraron un 77 % de agua, con relacion al peso fresco

en promedio y con valores maximos y minimos de 70 y 80%, respectivamente.
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Figura 13. Representacion esquematica de porcentaje de agua en
plantas de diferente tamafio. A) ilustra la diferencia estadistica
presente entre las 3 clases de datos analizados. No se encontrd
diferencia estadistica, indicando que todas las plantas analizadas
contienen el mismo porcentaje de agua. B) Representacion grafica de
los porcentajes de agua en 9 individuos colectados, que conforman

cada clase o grupo de datos analizados.

2.4 DISCUSION

Agave es una especie de gran importancia econémica para México. En nuestro pais
el uso de las pencas de Agave para obtencion de fibra, es limitada a algunas especies,
entre las que se pueden incluir a A. americana L., A. fourcroydes, A. lechuguilla y A.
sisalana, entre otros (Mayorga-Hernandez et al., 2004; Msahli et al., 2006; Hulle et al.,
2015; Robert et al., 1987).

En varias especies de Agave L., se ha descrito que el porcentaje de celulosa puede

estar alrededor de 43 a 79.8 %. Por su parte los valores de hemicelulosa reportados
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oscilan alrededor de 5-32 % y los valores de alrededor de 4.9-15.3% han sido descritos
respecto al contenido de lignina. Tal como se observa en la tabla 2, los valores mas altos
de celulosa han sido reportados para la especie de A. fourcroydes y A. Lechugilla (276%).
Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que las plantas de A. fourcroydes de
tamafos de 139, 110 y 75 cm mostraron 48, 24 y 8% de celulosa respectivamente. Se
encontré una correlacién positiva con el peso fresco y peso seco, de estas plantas
relacionandolo con su contenido de celulosa. Plantas con mayor peso fresco y peso seco,

presentaron mayores valores de celulosa.

Tabla 2. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina (%) en diferentes especies de

agave. Tomado de Li et al. (2012).

Especie Celulosa | Hemicelulosa | Lignina Bibliografia
A. americana 68.4 15.7 4.9 Mylsamy & Rajendran, 2010;
A. salmiana 47.3 12.8 10.1 Garcia-Reyes & Rangel-
Méndez, 2009
A. tequilana 43 19 15 Cedeno-Cruz & Alvares-
Jacobs, 1999
A. lechuguilla 79.8 3-6 15.3 Vieira et al., 2002
46-48 30 11 Marquez et al., 1996
A. fourcroydes 77.6 5-7 13.1 Vieira et al., 2002
A. sisalana 43 32 15 McDougall et al., 1993

Respecto a los porcentajes de agua, reportados para todas las plantas de Agave,
sin importar el tamafio fue de aproximadamente 77 %, un valor similar a lo reportado para
las especies de Agave que fue de 80 % (Himmerfarb, 1957).

A pesar de que las plantas de mayor tamafio demostraron presentar mayor
porcentaje de celulosa, los valores obtenidos en este trabajo son 1.8 veces menores a los
reportados en literatura por Vieira et al., 2002 donde realizaron la cuantificacion de
celulosa con la técnica de benceno- etanol en A. fourcroydes, sin embargo no reportan las
caracteristicas de las plantas (tiempo de vida, edad, tamafio de hojas), indicando que en

las plantas de A. fourcroydes colectadas tal vez el habitat donde se cultivan juega un
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factor importante en ganancia en peso fresco, peso seco y posiblemente contenido de
celulosa. Cabe mencionar que Vieira et al., 2002, report6 valores de celulosa analizando
plantas de A. fourcroydes colectadas en Gonzalez, Tamaulipas, México. En este trabajo
la colecta fue realizada en el estado de Yucatan. Las diferencias en condiciones
ambientales entre estos dos estados de México, podria influir en el contenido de fibra para
este cultivo.

Por otra parte, es importante mencionar que las especies de Agave con hojas
delgadas, como A. lechuguilla y A. fourcroydes, presentan mejores caracteristicas en sus
fibras lo que permiten una mejor manipulacion y utilizacion en la elaboraciéon de papel y
otros usos (Negrete et al.,, 2010). A. lechuguilla ha demostrado presentar fibras mas
gruesas, resistentes y consistentes. Por su parte en menor grado de resistencia se
encuentra el A. angustifolia y luego el A. tequilana (Negrete et al., 2010). Debido a la
morfologia que presenta A. fourcroydes y a las caracteristicas propias de su fibra, tal vez
seria importante enfatizar la mejora en este cultivo en el estado de Yucatan, hasta obtener
valores similares en porcentaje de celulosa a los reportados en otras plantas de A.
fourcroydes cultivados en otros estados del pais.

Ademas, si comparamos, los valores de celulosa (48%) reportados para A.
fourcroydes en este trabajo, podemos observar que presenta 15.2% menos de celulosa
con respecto al Yute (Rodriguez, 2006). Por su parte el algodén y el ramio, con
porcentajes del 91 y 86.5% de celulosa se colocan como los cultivos con mayor

porcentaje de celulosa (Rodriguez, 2006, Sing, 2006).

Se ha descrito que las propiedades fisicas y mecanicas de las fibras de Agave en general
son uniformes en la seccién media, es por ello que se decidi6 trabajar con esta parte de la
planta para los analisis, por otro lado de ha descrito que la morfologia de la fibra de
henequén es similar a la de otras fibras duras naturales como el yute y abaca (Cazaurang,
1991).

La importancia de mejorar los rendimientos de celulosa y consiguientemente los
contenidos de fibra en las plantas de A. fourcroydes del estado de Yucatan, radica en que
esta especie presenta caracteristicas morfologicas y fisiolégicas (e.j. Metabolismo CAM,
tolerar condiciones extremas y largos periodos de sequia) que le permiten generar una

alta biomasa relacionada con mayor productividad en cualquiera de los usos
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biotecnoldgicos a los que se destine, como produccion de hilos, calzado, ropa y bebida
alcohdlicas, entre otras (Garcia y Serrano, 2012).
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CAPITULO Il

3 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN DE CESA RELACIONADO CON LA
PRODUCCION DE FIBRA

3.1 INTRODUCCION

Estudios realizados en algoddén, han indicado que durante la produccion de fibra, muchos
genes son altamente expresados y se ha descrito que la supresion de la expresion del
gen codificante de la sacarosa sintasa (SuSy) ha sido involucrada en la afectacion de la
elongacion de la fibra (Ruan et al., 2003). También se ha sugerido que la expresion de
genes perteneciente a la familia de expansinas se encuentran involucradas en la
elongacion de fibras (Orford et al., 1998; Harmer et al., 2002), e incluso otras proteinas
que se han correlacionado con la elongacién de fibras son la actina y proteinas de
transferencia de lipidos (Orford, 2000; Li et al., 2003).

Se ha demostrado que durante la produccion y elongacién de fibra, muchos genes
parecen estar regulados y su expresion ha sido analizada en modelos como Gossypium
spp. (Gou et al., 2007) y Linum Usitatissimun L (Mokshina et al., 2014), cultivos de
importancia comercial. Sin embargo, este acercamiento a correlacionar la expresion de
genes con la produccion de fibra en Agave, no ha sido llevado a cabo. En este capitulo de
la tesis se tiene como objetivo dilucidar si existe una relacion entre la expresion del gen
celulosa sintasa de A. fourcroydes y una mayor produccion de fibra. Esta informacion en
un futuro nos permitird generar herramientas para el mejoramiento de la especie que

resultara en mejores rendimientos y calidad de fibra.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.21 MATERIAL VEGETAL

Las 27 plantas de A. fourcroydes de diferentes tamafios (Bajas, Medias y Altas)
colectadas y descritas en el capitulo Il, fueron utilizadas para el aislamiento y analisis de

expresion del gen de celulosa sintasa.

3.2.2 EXTRACCION DE ARN

Se maceraron 100 mg de tejido con nitrégeno liquido, se adicion6 1 mL de TRIzol® y 3-
mercaptoetanol al 2%, se homogenizo6 el tejido y se incubd a temperatura ambiente por 5
minutos, se agregaron 200 pl de cloroformo por cada pl de TRIzol®, la muestra se

centrifugd a 12, 000 rpm por 15 minutos a 4 °C, la fase superior fue transferida a un
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nuevo tubo. Posteriormente se agregaron 500 pl de isopropanol para precipitar el ARN de
la fase acuosa. Se agité varias veces y se incubd a -20 ° ¢ durante 90 minutos, se
centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos a 4 °C, se desechd el sobrenandante y se agregé
1 mL de etanol al 75 % para lavar la pastilla, se centrifugd a 7,500 rpm por 5 minutos a 4°
c, se desecho el sobrenadante, se dej6 secar la pastilla y se resuspendio en H,0 tratada
con DEPC. La integridad y pureza del RNA se verificO en gel de agarosa al 1 % y
mediante cuantificacién en con el equipo NANODROP 2000 Spectrophotometer THERMO
Scientific.

3.2.3 TRATAMIENTO CON DESOXIRIBONUCLESA (DNASA 1)

Para la eliminacion del ADN gendémico de las muestras de ARN total, se procedi6 a
tratar con DNasa | de la marca PROMEGA siguiendo las especificaciones del Kit RQ1
RNase-Free DNase. Posteriormente la muestra fue sometida a electroforesis en un gel de
agarosa al 1 %.

Para asegurar la eliminacion del ADN de las muestras de ARN, se realiz6 una PCR
utilizando como molde 50 ng del ARN tratado, con cebadores ribosomales 18’s, en un
volumen final de 25 pl. Por ultimo, la presencia o ausencia de los productos de PCR se
analizé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %.

3.3 SINTESIS DE ADNc

Para la sintesis de cDNA, se usaron las especificaciones del KIT comercial
GoScriptTM Reverse Transcription System (PROMEGA). Todas las muestras de RNA
fueron ajustadas a 100 ug. Este stock fue usado como molde para la sintesis de la cadena
complementaria. En la Cuadro 5, se describen los componentes utilizados en la sintesis
de cDNA.

La reaccion anterior fue incubada por 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se
incubo a 42°C por 15 minutos 'y a 95°C por 5 minutos. Las muestras fueron almacenadas

a 4°C hasta su uso.

46




CAPITULO 1lI

Cuadro 5. Componentes para la sintesis de cDNA

Componentes Cantidad
MgCl, 4l
Buffer 10X de enzima RT 2 ul
Mezcla dNTP’s 10 Mm 2 ul
Inhibidor de Ribonucleasa Rnasin 1U/ pl 0.5ul
Enzima transcriptasa inversa 15 U/ ug 0.6 pl
Oligo (dT) 0.5 ug 1l
Agua libre de nucleasa 9.9 ul
Volumen final 20

3.4 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS DE GENES DE CELULOSA SINTASA

Se realizé un alineamiento de la secuencia de genes de celulosa sintasa de

plantas depositadas en la base de datos del NCBI. Dentro de estas secuencias se

identifico la region nucleotidica codificante de celulosa sintasa, esto se realizé mediante el

software CCD (software de base de datos de dominios conservados) (Marchler-Bauer et

al., 2015). Sobre estas regiones se disefiaron dos pares de oligonucleétidos, con el

softvare  DNAMAN V.3 y Oligo analizer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

El

alineamiento de secuencias fue realizado con el programa Mega v. 4.1 (Tamura et al.,

2007). Las caracteristicas de los cebadores disefiados se pueden observar en el Cuadro 6

y la posicion de cada par de oligonucleétidos se ilustra en la figura 14.

Cuadro 6. Caracteristicas de los cebadores

CEBADOR SECUENCIA 5-3° Tamafio | Tm %GC %GC+AT
(pb)
CESA1-FWD CMAGGAAATGGGTDCC 16 51 50 52
CESA1-REV | CRTATTCTCTCTTCATWGCTCT 24 46 49 53
WT
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CESA2-FWD TATGTTTCTCGTGAAARCG 19 52 55 58

CESA2-REV | YGTARTGATCACAATCAAGATT 22 54 50 54
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Figura 14. Alineamiento de secuencias parciales de genes celulosa sintasa en 10
especies de plantas. Se indica la posicion de los oligonucle6tidos disefiados A) primer par
de oligonucledtidos llamados CESA1-F Y CESA1-R B) Segundo par de oligonucle6tidos
llamados CESA2-F Y CESA2-R. Los cuadros rosas denotan la posicion de los
oligonucledtidos en posicion derecha y los cuadros azules denotan la posicién de los

oligonucledtidos en orientacién reverso.

48




CAPITULO Il

3.5 CLONACION Y SECUENCIACION

Los amplicones obtenidos por PCR de los tamafios esperados para cada gen
fueron clonados en el vector p-GEM T-easy. Las reacciones de ligacién se realizaron
siguiendo las recomendaciones del proveedor, se utilizaron 50 ng/ul del producto de PCR,
1 ul de ligasa T4, 4 pl de buffer de ligacion y 50 ng /ul del vector p-GEM en un volumen
total de 10 pl. El producto de la ligacién se utilizara para transformar células competentes
DH10B, mediante la técnica de choque térmico. Las bacterias recombinantes fueron
seleccionadas en un medio con 50 pg/ml de ampicilina, 50 pg/ml de X-gal y 30 pl de
IPTG.

Para la extraccion de plasmidos se utilizé el método de Birnboim & Doyle (1979).
Se seleccionaron 10 colonias recombinantes mediante técnicas estériles, las cuales
fueron puestas a 37 °C en medio LB liquido con amplicilina (50 pg/ml) toda la noche;
transcurrido el tiempo las bacterias se colectaron por centrifugacion a 10000 rpm durante
3 minutos. Las pastillas fueron resuspendidas en 200 pl amortiguador de resuspension
(50 mM tris-HCI pH 8 y 20mM EDTA); posteriormente, se agregaron 200 pl del
amortiguador de lisis (0.2 M NaOH Y 1 % SDS) y se mezcld por inversion. Las muestras
fueron incubadas a 4 ° C durante 5 minutos. Posteriormente, se adicionaron 150 ul del
amortiguador de precipitacion (3.1 M Acetato de potasio, pH 5.5) agitando por inversion e
incubando en hielo por 5 minutos. Las muestras fueron incubadas a — 20 ° C durante 3
horas. Se centrifugé a 14,000 rpm a 4 °C por 20 minutos. Se retir6 el sobrenadante

dejando secar la pastilla para su posterior resuspension en 25 ul de agua ultrapura.

Para la verificar la presencia de los insertos en los plasmidos recombinantes, se
realizod la amplificacion del inserto usando oligonucleétidos universales M13 REV (-24)
S’AACAGCTATGACCARG Y M13 FW (-40) 5 GTTTTCCCAGTCACGAC, que se

posicionan en los extremos del sitio multiple de clonacién del vector.

3.6 ANALISIS BIOINFORMATICO

Con el objetivo de conocer la identidad de los fragmentos clonados, se procedi6 a

analizar las secuencias. Con las secuencias obtenidas se realizaron Blastn
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) y mediante el software
Mega v. 4.1 (Tamura et al., 2007), se realizaron alineamientos con secuencias de celulosa
sintasa referentes a 20 accesiones de plantas. Se realizaron cladogramas
correspondientes a las secuencias nucleétidas y aminoacidicas mediante el método
Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 repeticiones.

Se realizé la digestion del ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco R1. El
tampdén de reaccibn se selecciond siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
digestiones se incubaron a 37° C durante 1 hora y en todas ellas se utilizé 1 pl de enzima,
2 ul del buffer 10x, 7 pl de AND plasmidico y 6.3 pl de agua ultrapura con un volumen
final para 10 pl.

Los fragmentos clonados se enviaron a secuenciar a MACROGEN (# 60-24, Gasan-dong,

Geumchen-gu), en seul, Corea.

3.7 PCR TIEMPO REAL (CUANTIFICACION RELATIVA)

Para la estandarizacién de la expresion del gen constitutivo 18’s, inicialmente se
evalué la especificidad de los cebadores. Se realiz6 una gPCR usando ADNc de cada
muestra. La mezcla de reaccion usada para este propésito consistié de 5uL de Master
mix, 1uL de primer fw, 1uL de primer Rev y 2uL de cDNA ajustado a 100ng/uL. Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes 94°C por 10min, 35 ciclos de 94°C por
1 min, 64°C por 1 miny 72°C por 5 min. Al término de los ciclos se procedié a la extension
final realizada a 72°C por 1 min. Terminado la PCR se procedié a programar la
construccién de una curva de fusion bajo las siguientes condiciones; 95°C 15 seg, 60°C
1miny 95°C 15 seg,

Debido a que los valores de Ct, de cada muestra estuvieron dentro del rango 10-20 ciclos
y las curvas de fusiébn demostraron la especificidad de los cebadores utilizados (Figura
15).
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Figura 15. Curva de disociacién del gen constitutivo 18S ADNr (A) y curva de
disociaciondel gen CESA (B).

Se utilizé el método de cuantificaciéon relativa (Pfaffl, 2001; Dorak, 2003; Bustin
2003; Marmagne et al., 2009). La expresién de genes se calcula de acuerdo al valor Ct, el
cual se encuentra relacionado con la concentracion inicial de cDNA, que nos indica los
niveles de expresion por cada muestra.

Para esto, primero se calcula la ACt, parametro que consiste en calcular el cambio
del ciclo umbral de un gen de interés respecto al ciclo umbral de un gen de referencia, es
decir, que la ACt= Ct gen—Ct normalizador. La ACt de la muestra que presente el valor
mas alto se le denomina ACt de la linea base. Este valor se restara al valor de ACt de las
otras muestras y se la denominara AACt (AACt= ACtjiea base-ACtmuestra)- El Ultimo paso en la

comparacion del nivel de expresion es calcular las unidades relativas con la formula: 24",

Los niveles de transcripcion de cada gen, fueron calculados utilizando el método

comparativo Ct, como se muestra en la siguiente ecuacion.
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ACt = Ct gen de interés — Ct gen enddgeno

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de expresion relativa del gen CESA, para las plantas de Agave
fourcroydes de diferente talla, fueron analizados y graficados usando los softwares
SAS/STAS (statistical Analysis Software) y Origin 9.1 (Data analysis and graphing
software). Un andlisis de varianza de una via (ANOVA) se llevo a cabo, usando la prueba
de Tukey con un P < 0.05.

3.9 RESULTADOS

3.9.1 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS CORRESPONDIENTES AL GEN DE
CELULOSA SINTASA (CESA) EN A. fourcroydes.

La utilizacién de los oligonucleétidos CESAL-F y CESAL-R para la amplificacion de genes
celulosa sintasa dio como resultado amplicones inespecificos no correspondientes al
fragmento del tamafio esperado (130 pb) (figura 16A), por lo que se decidié a descartar
estos cebadores

Por su parte el uso de los oligonucleétidos CESA2-F y CESA2-R dio como
resultado la amplificacion un fragmento de aproximadamente 250 pb, 100 pb mayor al
esperado. Este fragmento amplificado logré observarse cuando se utilizaron Tm 6ptimas

de alineamiento en un rango de 45°C a 53°C (figura 16B).
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Figura 16. Gel de electroforesis al 1% de agarosa. Se ilustran fragmentos
obtenidos por PCR, utilizando los juegos de oligonucleétidos CESAL1-F y
CESAL-R (A); CESA2-F y CESA2-R (B). Las amplificaciones de fragmentos
fueron realizadas a temperaturas 6ptimas de 1= 45°C, 2=47°C, 3= 49°C, 4=
51°C, 5=53°C, 6=55°C y 7= control, para el caso del inciso A) y para el
inciso B) 1= 47°C, 2=49°C, 3= 51°C, 4= 53°C, 5=55°C, 6= control (H,0 fue

utilizado como molde de amplificacion).

3.9.2 RELACION DEL GEN CELULOSA SINTASA DE A. fourcroydes CON OTRAS
ACCESIONES DE PLANTAS.

Con el objetivo de conocer la identidad de los fragmentos amplificados, estos fueron
clonados en el vector pGEM T-easy, en el cual obtuvimos 10 clonas que posteriormente
enviamos a secuenciar. El andlisis de la secuencia nucleotidica de este fragmento indico
que presenta un tamafo de 221 pb (la cual 80 % corresponde a la regién intronica y 141
pb corresponde a la amplicacion del ADNc, o bien a la region que se transcribe),
obteniendo porcentajes de indentidad del 100 % para CesA 8 en Zea mays, 90 % de
indentidad para CesA 3 Linum usitatissimum L. entre otras accesiones de plantas

.analizadas.
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Con la secuencia nucleotidica de 141pb construimos un cladograma para realizar las
relaciones filogenéticas del gen de celulosa sintasa de A. fourcroydes con genes
reportados en otras especies de plantas. (Figura 17).

Se observaron dos grandes grupos de secuencias. En el primer grupo la secuencia
parcial de celulosa sintasa (221pb) amplificada a partir de ADN de A. fourcroydes se
encontré mas relacionada con especies de plantas como Zea mays, Bambusa oldhamii,
Linum usitatissimum y Musa acuminate subsp. Malancencis, Eucalyptos spp., entre otras
especies de plantas.

Por otro lado, en el segundo grupo observamos especies de plantas que no se
relacionaron tan cercanamente a A. fourcroydes, como son Bambusa oldhamii, Nicotiana
tomentosiformis, Acacia mangium, Medicago spp., y Glicine max, entre otros.

El soporte principal del primer grupo de plantas (en donde se encuentra A.
fourcroydes), fue del 68%, indicando que en este trabajo la identidad del fragmento parcial

del gen CesA, fue identificado.
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Figura 17. Cladograma del dominio celulosa sintasa en 26 accesiones de plantas. El
método usado fue Neighbor-Joining con un Bootstrap de 1000 repeticiones. Las ramas

principales son soportadas por valores de bootstrap de 69% y 68% y la formacion de un
subgrupo con 90 %.
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3.9.3 EVALUACION DE TRANSCRITOS DE GENES PARCIALES CODIFICANTES
DEL DOMINIO CELULOSA SINTASA EN PLANTAS DE A. fourcroydes.

Se obtuvo la amplificacién de un fragmento de 141 bp por la técnica de gPCR
utilizando los cebadores CESA2-F y CESA2-R. El Andlisis de CCD (base de datos de
dominios conservados) indic6 que corresponde al dominio de glicosil transferasas y de
acuerdo a andlisis de BLASTn se encontrdé una identidad del 90% y una cobertura del
93% cuando se compard con transcritos del gen de CESA de Glycine max y otras

accesiones de plantas.

Por su parte el andlisis de expresion relativa del transcrito CESA en plantas de A.
fourcroydes de diferentes tamafios, indic6 una expresion diferencial segun el tamafio de la
planta (Figura 18). Analisis estadisticos (prueba de tukey) soportaron diferencias
estadisticas significativas, entre las plantas bajas y medias en comparacién a las plantas
altas. Las plantas bajas y medias presentan una menor expresion relativa de CESA, las
plantas altas presentan mayor expresion relativa (de 2 a 4 veces mas), indicando que
existe de 1 a 3 veces mas transcritos en comparacion a las plantas medias y bajas.

Las plantas altas que presentan mayor expresion relativa del gen CESA, también
demostraron presentar mayor porcentaje de celulosa, sugiriendo una posible participacion
en la produccion de fibra en plantas de A. fourcroydes de 139 cm de tamafio. Al parecer a
pesar de que las plantaciones de A. fourcroydes corresponden a la misma edad (5 afios
aproximadamente), segun el tamafio de las plantas presenta una expresion diferencial en

la expresion de genes CESA.
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Figura 18. Expresion relativa de genes codificantes del dominio glicosil transferasa del
gen CESA en plantas de A. fourcroydes de diferente tamafio. Las letras a, b y ¢
corresponde a la comparacién multiple de las muestras por triplicado por medio de la
prueba tukey y Los patrones graficos en las barras equivalen a la diferencia estadistica

presente entre las 3 clases de datos analizados.
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3.10 DISCUSION

En la actualidad existen pocas investigaciones dirigidas a conocer la expresion de
genes CesA. Sin embargo, se ha reportado la identificacion de mas de un tipo de gen
CesA. En Arabidopsis al menos se han identificado 10 genes CesA, que han demostrado
estar involucrados en diferentes procesos de sintesis de pared. AtCesAl, AtCesAS3, y
AtCesA6 han demostrado ser requeridos en la sintesis de pared primaria (Arioli et al.,
1998; Scheible et al., 2001; Beeckman et al., 2002; Burn et al., 2002; Desprez et al., 2002;
Doblin et al., 2002; Zhong et al., 2003). Por su parte AtCesA4, AtCesA7, and AtCesAS8 al
parecer participan en la biosintesis de la celulosa de la pared secundaria (Taylor et al.,
1999, 2000, 2003; Gardiner et al., 2003), y finalmente aun se desconocen las funciones
de AtCesA2, AtCesAb5, AtCesA9, and AtCesA10.

En 4lamo se ha identificado que los genes PtrCesAl, PtrCesA2, y PtrCesA3 se
encuentran involucrados en la formacion de la pared secundaria, por su parte los genes
PtrCesA4, PtrCesAb5, PtrCesAB, y PtrCesA7 se relacionan con la biosintesis de la pared
primaria (Joshi et al., 2004). En maiz se han reportado 12 genes CESA, donde
ZmCesAl10, ZmCesAll, y ZmCesAl2, mediante andlisis filogenéticos han demostrado
ser homodlogos de los genes AtCesA4, AtCesA7, y AtCesA8, indicando su posible

participacién en la formacion de la pared secundaria.

En este trabajo la secuencia de 221 pb de A. fourcroydes, indic6 presentar
identidad del 85% y una cobertura de 94% con el gen Ces5 de Zea mays, indicando que
posiblemente el gen CESA identificado en A. fourcroydes corresponda a una isoforma del

tipo 5 ya reportado en plantas.

En general la expresion de genes CESA participan en procesos que involucran la
formacion de la pared celular primaria y secundaria (Appenzeller et al., 2004) y a pesar
de que a la fecha se desconoce cual es la funcion principal de la isoforma 5 del gen CESA
en Zea Mays, en alamo (populus), el PtrCesA5 se ha relacionado con la biosintesis de la
pared primaria. Esta misma tendencia también se ha demostrado en la isoforma del gen
Ces5 de Gossypium spp (Li et al., 2013).

En Gossypium hirsutum y Gossypium barbadense el analisis de co-expresion

indicaron que CESA1, CESA2, CESA7 y CESAS fueron las isoformas que presentan una
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mayor expresion durante la etapa de biosintesis de la pared secundaria (figura 19). Por su
parte las isoformas CESA3, CESA5, CESA6, CESA9 y CESA10 demostraron estar
involucradas en procesos relacionados a la formacion de la pared primaria para la

iniciacion de la fibra de algoddn y en su elongacion.
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Figura 9. Nivel de transcripcion de CESA en las diferentes etapas de la
formacion de la fibra en algodén. (Tomado y modificado de Li et al., 2013)

Analizando la expresion relativa del gen CESA-5 de A. fourcroydes, en plantas de
diferentes tamafios, se observé que la expresion de este gen es diferencial,
encontrandose valores mas altos de expresién relativa en las plantas de mayor tamafio
(de 1 a 3 veces mas) en comparacion a las plantas bajas y medias. Este resultado resulta
interesante ya que las plantas de mayor tamafio también han demostrado presentar

mayores valores de celulosa, peso fresco y peso seco (ver capitulo II).

Encontrar valores mas altos de expresion relativa en las plantas de mayor tamafio en
comparacion a las plantas de tamafio medio y bajo, podria deberse a que las células de
las plantas grandes, son de mayor tamafio, y por tanto se requiere mayor biosintesis de
genes relacionados al mantenimiento y formacién de la pared primaria y secundaria. En
Agave spp., se ha demostrado el fenbmeno gigas, presentes en especies poliploides.
Tamayo-ordofiez et al., 2016, analizando 3 especies con diferente nivel de ploidia
demostré que las plantas poliploides con mayor nivel de ploidia como A. fourcroydes
Kitam Ki (3X), A. fourcroydes Sac Kl (5X) y A. angustifolia Chelem ki (3X), demostraron
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presentar menor numero de nucleos pero de mayor tamafio, sugiriendo que las células
en estas especies podrian ser mas grandes (fendmeno gigas). Ademas analizando la
cantidad total de células estométicas (densidad estomética) demostraron la misma
tendencia. Los estomas se encuentran representados en menor niUmero pero son mas
grandes en comparacion a sus especies con menor nivel de ploidia, sugiriendo que en
especies poliploides de Agave (incluida A. fourcroydes), es posible que las células

presente mayor tamafo celular.

Dentro de este mismo contexto, si nosotros tenemos plantas de diferente tamafio, el
namero de células total en las plantas mas altas, contendra mayor nimero de células en
comparacion a las plantas medias y bajas. Por tanto es posible que exclusivamente en
estas plantas de mayor tamafio se requiera mayor expresion de genes involucrados en el
mantenimiento y formacion de la pared primaria y secundaria. Coincidiendo con una

mayor expresion del gen Ces5 de A. fourcoydes en plantas altas.

Por otra parte, las plantas al menos estdn compuestas por 40 tipos de células
diferentes, por lo que la comprensién de la expansién y formacién de las células es dificil
de generalizar. Sin embargo, estudios realizados en el modelo de algodén han indicado
que durante la biosintesis de la pared secundaria, los genes CESA juegan un papel
importante. Yong-Ling et al., (2007), propuso un modelo de incorporacion de fuentes de
carbono (sacarosa) durante la biosintesis de la pared celular secundaria (figura 20).
Inicialmente durante la biosintesis de la pared celular secundaria, la proteina Sus
(sacarosa sintasa), se encuentra asociada a la membrana plasmatica. SUS-PM puede
formar un complejo directo o indirecto con la celulosa sintasa (CESA), enzima que puede
catalizar la reaccion de adicion de una molécula glucosa a una cadena de celulosa en
formacion. La fructosa igual puede ser reciclada a celulosa mediante la accion de las

enzimas fructoquiinasas, hexoquinasas, hexoquinasa, sacarosa fosfatasa.
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Figura 10. Incorporacion de sacarosa en la pared celular. Durante
la biosintesis de la pared celular secundaria, la proteina Sus
(sacarosa sintasa), se encuentra asociada a la membrana
plasméatica. SUS-PM puede formar un complejo directo o indirecto
con la celulosa sintasa (ces), La fructosa igual puede ser reciclada
a celulosa mediante la accion de las enzimas fructoquiinasas (FK),
hexoquinasas (HK), sacarosa fosfatasa (SSP). Finalmente la
sacarosa sintasa soluble puede degradar la sacarosa y utilizarla
para el mantenimiento y el metabolismo de glicolisis (tomado de
Yong-ling et al., 2007).

Haigler et al., 2007 proporciona un método para aumentar la calidad de la fibra de
algodon, introduciendo en una planta de algodén una construccion quimérica de ADN que
expresa sacarosa fosfato sintasa, donde esta proteina interviene en el metabolismo de
carbono de las plantas dirigiendo el flujo de carbono de celulosa para optimizar el nivel de

produccion y la calidad de la fibra en algodoén.

A pesar de que los cultivos de A. fourcroydes, a partir de los cuales se realizé la
colecta presentan la misma edad (5 afios), las variaciones encontradas respecto al

tamanfio de las plantas y expresion de genes CesA asi como su produccion de fibra, indica
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que los factores como el clima, las precipitaciones, el tipo de suelo, entre otros, (Sims,
2003) juegan un papel primordial en el desarrollo de las plantaciones de Agave. Debido a
la morfologia que presenta A. fourcroydes y a sus caracteristicas propias de su fibra, tal
vez seria importante enfatizar la mejora en este cultivo en el estado de Yucatan, hasta
obtener valores similares en porcentaje de celulosa a los reportados en otras plantas de
A. fourcroydes cultivados en otros estados del pais.
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CAPITULO IV

4 DISCUSION GENERAL

Agave es un género de gran importancia ecoldgica y econdmica para el pais. El
hombre ha utilizado esta planta en la industria tequilera, en la industria textil, en la
industria de alimentos y actualmente en la industria farmacéutica (Good-Avila, 2006).
Debido a que se propagan vegetativamente, con excepcién del hibrido comercial H11648
(A. angustifolia x A. amaniensis bc A. amaniensis) (Lock, 1962) desarrollado a mediados
del siglo pasado, los Agaves nunca han sido mejorados genéticamente, sin embargo se
han clonado individuos elite, empleando el cultivo de tejidos vegetales (Aureoles et al.,
2007)

Las especies de la seccion Rigidae y Sisalanae, son utilizadas en la industria
textil, donde la fibra es utilizada para la elaboracién de cordeles, tejidos, redes, sacos,
muebles, cojines, sandalias, canastos, cepillos y una extensa variedad de productos.
Especificamente en México, las especies Agave lechugilla, Agave angustifolia y Agave
fourcroydes se utilizan para la produccién de fibra (Castorena-Sanchez et al, 1991;
Mayorga-Hernandez et al., 2004; Msahli et al.,, 2006; Hulle et al., 2015; Robert et al.,
1987). Durante los siglos XIX y XX el cultivo del henequén (Agave fourcroydes) fue una de
las industrias mejor desarrolladas en Yucatan. Sin embargo, esta industria decayé debido
a la sobreexplotacion de las especies de Agave y a la falta de conocimiento en la mejora

de practicas de cultivo y conocimiento basico acerca de la produccién de fibra en Agave.

Tal como lo hemos fundamentado en esta tesis, Agave a pesar de que es una
especie utilizada en la produccién de fibra, a la fecha no se conoce si en la produccion de
polimeros naturales se encuentra relacionado a la expresion de genes codificantes de
glucanasas, expansinas, sacarosa sintasa y celulosa sintasa, como se ha demostrado en
otras especies de plantas como Gossypium hirsitum y Linum usitatissimum. Con la
finalidad de obtener informacion de cémo se relaciona la expresién de genes con la
produccion de fibra en agave, en esta tesis abordamos el estudio de la expresion de

genes (CESA) de A. fourcroydes.

Tal como se desglos6 en el capitulo 1l y Il de esta tesis, se evalu6 la cantidad de

fibra en plantas de diferente tamano, las plantas de A. fourcroydes de tamafios de 139,
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110 y 75 cm presentaron 48, 24 y 8% de celulosa respectivamente, demostrando que las
plantas de mayor tamafio son las que presentan mayor contenido de celulosa. Ademas
estas plantas también reflejaron el mayor nivel de expresion global del gen CESA de
acuerdo a la gPCR. En la figura 20 se presentan los factores que podrian estar influyendo
en los resultados encontrados en este trabajo.

La morfologia y el contenido total de células presentes en hojas de tamafio medias,
bajas y altas de Agave fourcroydes, puede ser diferente, encontrando mayor niumero de
células en las hojas altas en comparacion a las medias y bajas (figura 21 A), esto podria
ocasionar que también en plantas con hojas de mayor tamafio se presente mayor
contenido de celulosa debido a que este es un componente principal de la pared
secundaria y primaria (figura 21 B). Como consecuencia de la alta demanda de celulosa,
podria ser necesario que en estas plantas exista una mayor expresion de genes
involucrados en la formaciéon de la pared primaria y secundaria de la célula (por ejemplo
celulosa sintasa, expansinas, glucanasas, endoxiloglucanos, sacarosa sintasa) (figura 21
C). Todos los cambios moleculares y fenotipicos en estas plantas, podran relacionarse a
una mayor calidad de fibra. (Figura 21 D), ya que las hojas de mayor tamafio contienen
mayor porcentaje de celulosa y la calidad esta dada por la longitud y el contenido de
celulosa. (Haigler et al., 2005).
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Fig. 21. Modelo propuesto del comportamiento de genes CESA y contenido de
celulosa en plantas de diferente tamario de A. fourcroydes. A) Plantas de mayor tamafio,
tendrdn mayor numero total de células en comparacion a plantas de menor tamafio, B) de
acuerdo a la demanda requerida de cada planta, se pueden presentar diferentes perfiles
de expresion de genes involucrados en la formacion de la pared primaria y secundaria.
Altos contenidos de celulosa seran acompafiadas de mayores niveles de expresion del
gen CESA y C) finalmente todos los cambios biosintéticos y moleculares llevaran a una

mayor calidad de fibra en plantas de mayor tamafo.

Por otra parte, tal como lo sustentan los valores de celulosa reportados en otros
trabajos, en especies de Agave oscilan entre 43 a 79.8 (Vieira et al., 2002). Los mayores
valores de celulosa, han sido mayormente reportados para la especie de A. fourcroydes y
A. Lechugilla (276%) (Marquez et al., 1996). Los valores de celulosa reportados en este
trabajo (46%) fueron 1.8 veces menores a los reportados en literatura para A. fourcroydes.

Por otra parte en la industria de fibras, las especies de Agave con hojas delgadas,
como A. lechuguilla y A. fourcroydes, han demostrado presentar mejores caracteristicas
en sus fibras que les permiten una mejor manipulacion y utilizaciéon en la elaboracién de
papel y otros usos (Negrete et al., 2010). Ademas se ha descrito que las propiedades
fisicas y mecénicas de las fibras de Agave en general son uniformes en la seccién media
y la morfologia de la fibra de henequén es similar a la de otras fibras duras naturales
como el yute y abacé (Cazaurang, 1991). Por lo que resulta importante que se desarrollen
protocolos e iniciativas dirigidas a la mejora del cultivo de A. fourcroydes en el estado de
Yucatan, hasta obtener valores similares en porcentaje de celulosa a los reportados en
otras plantas de A. fourcroydes cultivados en otros estados del pais.

Finalmente, las variaciones encontradas respecto al tamafio de las plantas y
expresion de genes CESA asi como su produccion de fibra, indica que los factores como
el clima, las precipitaciones, el tipo de suelo, entre otros, (Sims, 2003), podrian estar
afectando al desarrollo de Agave fourcroydes, recalcando que estos factores podria
tomarse en cuenta al momento de iniciar estrategias dirigidas a la mejora del cultivo de A.

fourcroydes en el estado de Yucatan.
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4.1 CONCLUSIONES

Las fibras de mayor tamafio (139 cm) tuvieron mayor contenido de celulosa, la hoja mas
larga obtuvo un 60 % de celulosa y la hoja mas pequefia un 8 % de celulosa, esto nos
indica que a una mayor longitud mayor serd el contenido de celulosa y a su vez mayor
fibra.

Todas las plantas se encontraban en las mismas condiciones para su crecimiento,
actividad metabdlica y supervivencia ya que a pesar de tener diferencias en el tamafio de
las plantas, todas las hojas muestreadas contenian aproximadamente 77 % de agua.

De acuerdo a la expresion diferencial del gen de celulosa sintasa en los diferentes
tamafios, en hojas bajas y media la expresion fue muy similar, obteniendo una muy baja
expresion del gen de celulosa sintasa, mientras que el andlisis de expresion del gen para

plantas altas fue de 2 a 4 veces mayor en comparacion a los otros tamafios.

4.2 PERSPECTIVAS

Para lograr una correlacién en el contenido de celulosa con la expresién del gen de
celulosa sintasa, se necesita realizar la actividad enzimatica lo que se esperaria que a
mayor cuantificacion, mayor expresion y que la enzima CESA tenga mayor actividad.

Por otra parte la busqueda de nuevos genes involucrados en la formacion de la fibra
para posteriormente realizar la sobreexpresién de genes y asi obtener hojas con mayor
longitud y a su vez mayor fibra.

De otra manera se podria implementar un marcador de seleccion morfologica para
plantas de mayor calidad de fibra para lograr tener una produccién de mejora, esto se
lograria con la seleccion por el fenotipo de los individuos de interés con caracteristicas
distintivas, el empleo de estos marcadores en el proceso rutinario de un programa de
mejora, no solamente aceleraria el proceso de transferencia génica, sino también permite
combinar diferentes genes deseables provenientes de diversas fuentes, con el objetivo de
elevar el nivel de expresion del caracter de interés, desechar los genes que no interesan,
sobre todo, cuando el donante es una especie silvestre y recuperar con mas rapidez y

efectividad el genoma del parental recurrente.
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