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RESUMEN

El albinismo es una variacién que puede ocurrir de forma espontanea en las plantas. Esta
variacién es originada por un defecto en el desarrollo de los cloroplastos y se caracteriza
por la falta de clorofila y otros pigmentos, como el fitoeno y el beta caroteno. El albinismo
puede observarse en la naturaleza, sin embargo, también puede presentarse en el cultivo
de tejidos vegetales (CTV). En el CTV, el albinismo es considerado una variacion
fenotipica, la cual no ha sido estudiada, por lo tanto se desconoce cdmo y por qué ocurre.
Hasta ahora se ha observado que esta variacién ocurre con mayor frecuencia en el cultivo
de anteras y microesporas. Sin embargo, también se ha observado en la
micropropagacion del bambu y el platano.

Durante la micropropagacion de Agave angustifolia Haw. en nuestro laboratorio, se
observo la aparicion de una variacion somaclonal en las plantulas con ausencia de
clorofila. Los tres fenotipos que se obtuvieron, de acuerdo a la pigmentacion en sus hojas,
fueron verde (G), variegado (V) y albino (A). Estudios genéticos en nuestro laboratorio
comprobaron que los fenotipos V y A presentan una casi nula variabilidad genética con
respecto al fenotipo G, por lo que se planteé la hipétesis de que esta variaciéon podria ser
de origen epigenética, y que ademas dependeria en gran parte de las condiciones de

cultivo de las plantas.

En diferentes estudios publicados en otras plantas se han asociado diferentes factores
exégenos del CTV con la aparicién de plantas albinas en sistemas in vitro. Por ejemplo, la
composicion del medio de cultivo, la concentracion exdgena de reguladores del
crecimiento (RC) y las condiciones de luz. Ademas, existe evidencia de que estos factores
pueden modificar la metilaciéon del ADN, provocando variacién fenotipica en plantas
cultivadas in vitro. Por esta razén, en la presente tesis se plantearon dos objetivos
principales. El primer objetivo fue caracterizar fenotipica y fisiologicamente las variantes
somaclonales y conocer el papel de la metilacion en el ADN en la aparicion de las plantas
albinas durante el proceso de micropropagacion. El segundo objetivo fue estudiar el
efecto de los factores exdgenos del cultivo de tejidos en la metilacion del ADN y la
variacion fenotipica de las plantas de agave micropropagadas in vitro. Por esta razén, se

llevaron a cabo dos experimentos independientes. En el primero se llevé a cabo una
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caracterizacion de los fenotipos G, V y A, asi como un seguimiento de los cambios en los
niveles de metilacion global en el ADN, durante cinco resiembras. En el segundo
experimento, se evalud el efecto de la reduccion de nutrientes en el medio de cultivo, la
adiciéon de diferentes concentraciones de citocininas, y la reduccién en la intensidad
luminica, en los niveles de metilacion global en el ADN y el porcentaje de variacion en los
tres fenotipos G, V y A durante cinco resiembras.

De acuerdo con los resultados morfofisiolégicos obtenidos en el primer experimento, se
observé un defecto en la morfologia de los estomas en las plantas A, una posible
compensacion en la cantidad de pigmentos presentes en la zona verde con respecto de la
zona albina en las plantas V, asi como un incremento en la cantidad de malato producido
en el fenotipo V. Por otro lado, el analisis epigenético revel6 que el cambio en la
metilacién global del ADN en el fenotipo G puede ser lo que dispar6 la sefal para la
generacién de las plantas V. Se determin6 que el aumento en la metilaciéon en el ADN en
el fenotipo V de entre el 2 y el 4% correlaciona con la generacién de los fenotipos G y A,
respectivamente. En el fenotipo A no se determinaron cambios significativos en la

metilacion en el ADN y no generaron brotes con fenotipos G o V.

En relacion con el segundo experimento planteado en la tesis, se obtuvieron los
siguientes resultados, que un tiempo prolongado en condiciones de reduccién de
nutrientes genera una hipermetilacion en el fenotipo G, que el uso de benziladenina (BA)
en concentraciones elevadas provoca un aumento en la frecuencia de brotes de los
genotipos A y G durante la propagacion del fenotipo V, lo cual esta asociado con un
aumento en la metilacion en el ADN. Por otra parte, en los tratamientos de baja intensidad
luminica, se observaron cambios en la coloracién de las plantas A, asi como una

hipermetilacién en las plantas que presentaban reverdecimiento en sus hojas.
Todos estos hallazgos refuerzan la hipétesis de que el albinismo, proveniente de una

variacion somaclonal, se pudo haber originado por los cambios en la metilacién del ADN

debido a las condiciones de cultivo.
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ABSTRACT

Albinism is a variation which could spontaneously occurs in plants. This variation is
originated by a defect in chloroplast develop, and is characterized for a lack of chlorophyll
and other pigments, such as phytoene and beta carotene. Albinism could be observed in
nature and during plant cell tissue culture (PCTC) as well. In PCTC, albinism is considered
a phenotypic variation, which has not completely studied, due is unknown how and why
occurs. So far, have been observed this variation is frequently occurred in anther and
microspores cultures. Also albinism was observed in bamboo and banana

micropropagation.

During Agave angustifolia Haw. micropropagation in our laboratory, a somaclonal variation
in plants with a lack of chlorophyll was observed. According with the extent of pigmentation
in their leaves, three phenotypes were observed: green (G), variegated (V) and albinos
(A). The genetic studies in the laboratory found that phenotypes V and A had almost no
genetic variability with respect to G phenotype, so it was hypothesized that this variation
could be of epigenetic origin, and this variation depends largely on the plant culture

conditions.

In different studies in other plants, different exogenous PCTC factors have been
associated with the appearance of albino plants in in vitro systems. For example: the
composition of the culture medium, the exogenous concentration of growth regulators and
the light conditions. In addition, there is evidence these factors can modify DNA
methylation, causing phenotypic variation in in vitro cultured plants. For this reason, two
objectives were presented in this thesis. The first was to phenotypically and physiologically
characterize somaclonal variants and to know the role of methylation in DNA in the
appearance of albino plants during the micropropagation process. The second one was to
study the effect of exogenous PCTC factors on DNA methylation and phenotypic variation
of micropropagated agave plants. Therefore, two independent experiments were carried
out. In the first one, was made a characterization of the phenotypes G, V and A as well as
a follow-up of the changes in the levels of global methylation in the DNA, during five
subcultures. In the second experiment, the effect of the reduction of nutrients in the culture

medium, the addition of different concentrations of cytokinins, and the reduction in light
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intensity, in the levels of global methylation in the DNA and variation percentage were
evaluated in three phenotypes G, V and A during five subcultures.

According to morphophysiological results obtained in the first experiment, a defect in the
morphology of stomata was observed in plants A, a possible compensation in the amount
of pigments present in the green zone (GV) with respect to the albino zone (AV) in V
plantlets, as well as increase in the amount of malate produced in V phenotype. On the
other hand, the epigenetic analysis revealed that a change in the global DNA methylation
in the G phenotype may be who triggered the signal for the generation of V plants. Also, a
relationship was found between an increase in methylation of phenotype V about 2 and
4% with the regeneration of phenotypes G and A, respectively. In phenotypes A, no
significant changes were found in DNA methylation and these plants didn’t regenerate G

and V shoots.

Regarding to second experiment proposed in the thesis, the following results were
observed: a prolonged conditions of nutrient reduction generated a hypermethylation in the
G phenotypes, the use of cytokinin analog benzyladenine (BA) in high concentrations
caused an increase in the frequency of A and G shoots during phenotype V propagation,
which was associated with an increase in the DNA methylation. On the other hand, in
treatments with low light intensity, changes were observed in the coloration of plants A, as

well as hypermethylation in plants that showed greening in their leaves.

All these findings reinforce the hypothesis that albinism, could have been originated by the
culture conditions, which affected the methylation in DNA and in turn the phenotype.

Xiv
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El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es un conjunto de herramientas que nos permiten
cultivar células, tejidos u 6rganos en condiciones asépticas y controladas para el
mejoramiento de cultivos de interés (Loyola-Vargas et al., 2008). Uno de los sistemas in
vitro que utilizan el cultivo de tejidos, es la micropropagacion. La micropropagacion es un
método utilizado para la generacién de individuos clonales de forma masiva, eficiente y
rapida. Sin embargo, también es utilizado como una estrategia para generar nueva
variabilidad en la poblacion vegetal ya existente y obtener clones con variaciones
fenotipicas de interés agronémico (Jayasankar, 2005; Larkin y Scowcroft, 1981). Las
variaciones fenotipicas que se presentan en el CTV, han sido denominadas en su
conjunto como variacion somaclonal (VS) (Larkin y Scowcroft, 1981). En cultivos perenes
gue son micropropagados, la VS ofrece una excelente oportunidad para obtener nuevas
variantes. En estos casos es importante entender e identificar el mecanismo causal detras
de las variaciones, ya que asi se pueden controlar de forma efectiva y selectiva, ya sea
para inducirlas o evitarlas, segun las caracteristicas de interés para mejorar los cultivos
(Miguel y Marum, 2011; Bairu et al., 2010; Zhang y Ogas, 2009; Jayasankar, 2005).

Con el fin de entender cdmo surge esta variacion y cuéles son los agentes causales, en
varios trabajos se han estudiado diferentes factores externos al cultivo de tejidos que
estan asociados a la VS. Por ejemplo, se ha observado que la exposicibn a los
reguladores del crecimiento (RC) puede ser una de las causales de la VS (Ruffoni y
Savona, 2013; Neelakandan y Wang, 2012; Morcillo et al.,, 2006; Ahmed et al., 2004;
Mazari y Camm, 1993; LoSchiavo et al., 1989), también el tiempo de cultivo (Ruffoni y
Savona, 2013; Bairu et al., 2010; Liu et al., 2007; Kaeppler y Philips, 1993), asi como el

tipo y la calidad de la luz (Sharma et al., 2006), entre otras.

Entre las variaciones fenotipicas que se presentan en plantas cultivadas in vitro, el
albinismo, ha sido pobremente estudiado y sigue siendo un problema en la regeneracion
de individuos clonales (Liu et al., 2012; Qin et al., 2007; Zaffari et al., 1998; Scolnik et al.,
1987). El albinismo, es un tipo de variacion que afecta la sintesis de clorofila y otros
pigmentos, asi como el desarrollo de los cloroplastos. Hasta ahora se han propuesto

diferentes causas probables de la aparicion de este particular fenotipo, entre las que




INTRODUCCION

destacan las causas genéticas y ambientales. Entre las causas genéticas se encuentran
las mutaciones puntuales (Xing et al., 2010; Qin et al., 2007; Scolnik et al., 1987) o
eliminaciones nucleotidicas que pueden favorecer la aparicion de este fenomeno. Entre
las causas exdgenas o0 ambientales, se han descrito factores tales como los nutrientes en
el medio de cultivo (sacarosa, fuente nitrogenada y algunos microelementos) (Kumari et
al., 2009; Abadie et al., 2006; von Wiren et al., 1994; Nishiyama y Motoyoshi, 1966;
Walles, 1963); los RC, tales como el tidiazuron (TDZ) (Redha y Suleman, 2011; Kumari et
al., 2009; Liu et al., 2007; Chory et al., 1991), la intensidad luminosa (Pinas Fernandez y
Strand, 2008; Sharma et al., 2006; Hu y Kasha, 1999) y el numero de ciclos de cultivo (Liu
et al., 2015; Zaffari et al., 1998). A pesar de ello, alin no se conoce cual es el factor o
factores que desencadenan este fenotipo en el cultivo in vitro, asi como el mecanismo por

el cual una planta normal genera clones albinos.

Es preciso mencionar que en general entre los factores que pueden causar variacion
somaclonal durante el CTV, el genotipo es probablemente el factor mas estudiado (Bairu
et al., 2010; Skirvin et al., 1994). Sin embargo, ahora se sabe que los cambios producidos
a nivel epigenético por el proceso de regeneracion in vitro pueden causar VS con una
mayor frecuencia (Us-Camas et al., 2014; Smulders y Klerk, 2011; Miguel y Marum, 2011;
Jaligot et al., 2011; Bairu et al., 2010; 2000; Smulders et al., 1995; Kaeppler y Philips,
1993). Uno de los mecanismos epigenéticos que estd asociado a la variacion fenotipica
entre las plantas, que son regeneradas en sistemas in vitro, es la metilacion del ADN
(Miguel y Marum 2011; Smulders y Klerk 2011; Xu et al. 2004; Joyce y Cassells 2002;
Peraza-Echeverria et al. 2001; Jaligot et al. 2000; Kaeppler et al. 2000; Smulders et al.
1995; Kaeppler y Phillips 1993).

La metilacion del ADN es un mecanismo epigenético, el cual consiste en la adicién de un
grupo metilo en la posicion 5 del carbono perteneciente a las citosinas del ADN. Esta
marca epigenética es de gran importancia ya que mantiene la estabilidad del genoma,
regula la expresion génica y lleva a cabo el silenciamiento de transposones (Law y
Jacobsen 2010). Recientemente, la metilacién en el ADN se ha asociado a la variacién en
los patrones de pigmentacion de individuos clonales de Clivia miniata propagadas in vitro.
Ademas, se determiné que la generacion de fenotipos verdes, variegados y amarillos esta

asociada a un incremento en los niveles de metilacion y que las diferencias epigenéticas,
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a su vez, se encuentran relacionadas a la intensidad de la coloracion de las hojas de las
variantes (Wang et al. 2015). Por lo tanto, es muy probable que la metilacion en el ADN

tenga un papel importante en la aparicion de fenotipos albinos en los sistemas in vitro.

En la micropropagacién de Agave angustifolia, una de las especies mas importantes de
agave, después de A. tequilana, se ha obtenido un gran nimero de individuos vigorosos
por mas de 25 afios (Robert et al., 2006; 1992). Sin embargo, recientemente se han
observado variantes fenotipicas a partir de plantas verdes (G), las cuales presentan
albinismo de una forma completa y parcial, dando lugar a plantas albinas (A) y variegadas
(V), respectivamente. Estas variantes crecen y se desarrollan adecuadamente bajo
condiciones in vitro, y ocasionalmente, revierten su fenotipo, sugiriendo que los factores
epigenéticos podrian estar involucrados en esta variacion. Por esta razén, el albinismo
observado en A. angustifolia, es un buen modelo para estudiar cual es el papel de la
metilacién en el ADN durante la propagacién de estas variantes, asi como conocer c6mo
influyen los factores exégenos del CTV en la metilacion del ADN de estas variantes
somaclonales. Con el fin de lograr estos objetivos, en este estudio se caracterizaron los
tres fenotipos (G, V y A) encontrados en la micropropagacion del agave, se evaluaron los
cambios en los patrones de metilacion durante su micropropagacion y se analizo el efecto
de algunos factores exdgenos del CTV que podrian estar asociados al albinismo y la
metilacién global del ADN.
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1.1ANTECEDENTES
1.1.1 VARIACION SOMACLONAL

La VS es la variacién fenotipica de los rasgos cuantitativos y cualitativos que ocurre entre
las plantas regeneradas de cualquier tipo de cultivo de tejidos (Larkin y Scowcroft, 1981).
Se considera que en algunos cultivos, la variacion puede ser preexistente o inducida
(Karp, 1995), ya que en diversos reportes se ha observado que la cantidad de variaciones
depende del genotipo, el nivel de ploidia, la naturaleza del explante, el nimero de
subcultivos, la edad de las plantas, el pre-acondicionamiento del tejido (Veilleux y
Johnson, 1998) el uso de agentes mutagénicos, el estrés durante el cultivo in vitro (Skirvin
et al., 1994), asi como a los componentes del medio de cultivo (Martin et al., 2006; Vidal y
De Garcia, 2000; Pierik, 1991).

Por esta razon, se considera que la VS puede ser el resultado de los diferentes cambios
genéticos y epigenéticos que se dan entre las plantas generadas por propagacion clonal y
la planta que les dio origen (Kaeppler et al., 2000; 1993; Larkin y Scowcroft, 1981). La VS
de origen genético, tiene dos causas principales: anormalidades citogenéticas (nivel de
ploidia y rearreglos cromosémicos) y cambios en secuencias especificas, los cuales son
frecuentemente encontrados en las plantas regeneradas y en su progenie (Kaeppler et al.,
2000). Hasta ahora se propone que la replicacion de la heterocromatina que ocurre
tardiamente en el cultivo de tejidos permite los eventos de rompimiento cromosémico
(Johnson et al., 1987) y también los rearreglos cromosomicos (incluyendo
translocaciones, eliminaciones, inserciones, inversiones y duplicaciones). Los cambios en
secuencias especificas se han analizado por diferentes métodos: RFLP (polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion), RAPD (amplificacion aleatoria de ADN polimorfico),
AFLP (polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados), ISSR (repeticiones de
inter-secuencia simple) y SSR (repeticiones de secuencia simple) (Gao et al., 2010;
Puente et al., 2008; Devarumath et al., 2002; Polanco y Ruiz, 2002; Al-Zahim et al., 1999).

Por otro lado, la variacion epigenética en el cultivo in vitro es mas frecuente que la VS
genética (Miguel y Marum, 2011) aunque se ha reportado que existe una correlacion

significativa entre los cambios de metilacion en el ADN y las variaciones genéticas (Guo et
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al., 2007). Es probable que el factor principal de la VS sea la alteracion en la metilacién en
el ADN, ya que puede resultar en diferentes variaciones fenotipicas y en algunos casos
genéticas, incluyendo una sola mutacion puntual, fragmentacion cromosémica,
inserciones, eliminaciones y la poliploidia (Gao et al., 2010; Guo et al., 2007; Kaeppler et
al., 2000).

La metilacién en el ADN es uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados (Piccolo
y Fisher, 2013; Smith y Meissner, 2013; Ford 2012), que se ha relacionado con la
regulacién génica y la VS (Miguel y Marum, 2011), el silenciamiento génico en plantas
transgénicas, la regulaciébn transposénica y como un mecanismo de respuesta a
infecciones por agentes virales (Fu et al. 2013; Pooggin 2013; Giménez et al. 2006;). La
metilacién se puede dar en diferentes secuencias de reconocimiento como son CG, CHG
o CHH, donde H puede ser cualquier nucleétido excepto guanina. En el analisis del
metiloma de Arabidopsis thaliana se encontré que la metilacion en el contexto CG
representa cerca de 22-24%, el contexto CHG se da en menor medida ya que se presenta
solo del 7 al 8% a lo largo del genoma y por altimo el contexto CHH solo representa el 2%
(Cokus et al. 2008; Lister et al. 2008).

Entre los métodos que se utilizan para evaluar los cambios epigenéticos que se presentan
en el ADN, especificamente los eventos de metilacion, estan la cuantificacion a nivel
global del ADN mediante HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion), la identificacion
de eventos de metilaciéon por medio de MSAP (amplificaciébn de secuencias polimérficas
sensibles a la metilacion) y la cuantificacion de la metilacién segun el contexto, es decir la
metilacién en el ADN que se presenta en las secuencias CG, CHG y CHH mediante la

secuenciacion de bisulfito, entre otros métodos.

Entre los tipos de VS de origen genético y epigenético mas estudiados en el cultivo in vitro
se encuentran las deformaciones en los embriones de las suspensiones celulares de
zanahoria (LoSchiavo et al., 1989), el fruto envuelto de la palma aceitera (Jaligot et al.,
2011; 2000), y cambios en la pigmentacion y en la forma de las flores en las orquideas
(Park et al., 2009). Un ejemplo de VS epigenética provocada por los RC tipo auxina
utilizados en el medio de cultivo es la variacion presente en la propagacion in vitro de la
palma aceitera Elaeis guineensis Jacq. Esta variacion, conocida como fruto envuelto, se

caracteriza por la presencia de deformidades en el desarrollo del mismo y se presenta en
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aproximadamente el 5% de las palmas regeneradas (Jaligot et al., 2011; Gao et al., 2010;
Guo et al., 2007; Jaligot et al., 2004; 2002; 2000). Este fenotipo da como resultado
malformaciones en las flores, los frutos y una reduccion en el rendimiento del aceite. Se
propone que el causante de esta variacion es el uso de la auxina acido 2,4-dicloro acético
(2,4-D), la cual provoca una hipometilacién a nivel global, esto desencadena la liberacion
de elementos mdviles que se insertan en genes importantes que dan la morfologia y que
intervienen en la formacién de los 6rganos florales y el fruto. Existe otro tipo de VS que se
da en las plantas regeneradas in vitro que afectan de forma significativa la pigmentacion y
el desarrollo de los plastidos conocida como albinismo, el cual serd abordado en los

parrafos siguientes.

1.1.2 ALBINISMO Y VARIEGACION

El albinismo en las plantas es un tipo de VS que se caracteriza por la pérdida de clorofila
en tejidos que normalmente son de color verde (Figura 1.1). La clorofila es requerida para
la captura de la energia solar que la planta usara para llevar a cabo la fotdlisis del agua,
de tal forma que la pérdida de este pigmento puede provocar la muerte prematura de la
planta. Sin fotosintesis, las plantas no pueden crecer autotroficamente y rapidamente
pierden sus reservas de alimento necesarias para su crecimiento y reproduccién. Es por
esta razén que las plantas que presentan mutaciones y son albinas son mantenidas en
medios de cultivo para evitar su muerte prematura en campo (Xing et al., 2010; Kumari et
al., 2009; Qin et al., 2007; Yu et al., 2007; Sakamoto, 2003)

La variegacion, a diferencia del albinismo, es una pérdida parcial de la clorofila de las
hojas (Figura 1.2). Las plantas variegadas se caracterizan porque poseen secciones
verdes y blancas (o amarillas) en la misma hoja. Esta variacion es una caracteristica
genética recesiva, y a diferencia de las plantas albinas, éstas pueden sobrevivir en el
campo. La variegacion en las plantas monocotiledéneas, como trigo y arroz, es también
conocida como striping y se ha estudiado el mecanismo molecular resultante en la
variegacion en las hojas. Por ejemplo, la clonacién de los genes responsables de la
variegacion en las plantas mutantes: immutants, chloroplast mutator y yellow variegated 1,
por medio de inserciébn de transposones y otros medios en diferentes especies, ha
indicado que la variegacion ocurre a través de rutas metabdlicas tales como la biosintesis

de pigmentos, la transcripcion de algunos genes que codifican para enzimas
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mitocondriales 0 que estan involucradas en la biogénesis del cloroplasto (Xing et al.,
2010; Myouga et al., 2010; Qin et al., 2007; Yu et al., 2007; Sakamoto, 2003; 2002).

Figura 1.1 Fenotipos con albinismo. (A) Albinismo que se da en bambu durante
el cultivo in vitro (Liu et al., 2007). (B y C) Se muestran plantas albinas de
tabaco (Bae et al., 2001) y de arroz (Jung et al., 2008) con fenotipos albinos y
enanos, respectivamente. (D) trigo en el campo con algunos ejemplares albinos.
(E y F) fenotipos de las mutantes de A. thaliana en genes importantes en la ruta
de biosintesis de los carotenoides (dxr) (Xing et al., 2010) y en el desarrollo de

los cloroplastos (gun-4) (Larkin et al., 2003), respectivamente.

Se conoce que la variegacion es causada por un defecto que provoca inestabilidad en el
desarrollo del cloroplasto. El tejido verde de una planta variegada contiene cloroplastos
normales a diferencia del tejido albino el cual no posee cloroplastos desarrollados y
contiene plastidos anormales (Sakamoto, 2003; 2002; Scolnik et al., 1987; Shumway Yy
Weier, 1967).
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Figura 1.2 Ejemplos de variegacion en diferentes especies. (A) Planta de
cebada con variegacién en las hojas. (B) hoja de algodén que presenta
regiones albinas y decoloradas por toda el area foliar. (C) plantas de trigo que
presentan un color amarillento en las hojas (Prina et al., 2012). (D) hibrido de
garbanzo con carencia de clorofila en toda la planta (Clarke et al., 2011). (E)
mutante imm de A. thaliana con variegacién predominante albina (Yu et al.,

2007).

1.1.3 PLASTIDOS

Los proplastidos son los precursores de todos los plastidos, incluyendo a los amiloplastos,
cromoplastos y cloroplastos. Los plastidos son organelos caracteristicos de las algas
fotosintéticas y las plantas (Keeling, 2010; Whatley, 1978). En las plantas existen varios
tipos de plastidos y se diversifican de acuerdo a su estructura, funcion y localizacion. Los
amiloplastos, los cuales se encuentran en las semillas, raices y tubérculos, tienen un

papel muy importante en el almacenaje de energia y en el gravitropismo. Por otro lado, en
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los cromoplastos se acumulan pigmentos y carotenoides en las flores y los frutos
atractivos para los insectos. Los cloroplastos, localizados en todas las plantas y algas
verdes, son los plastidos mejor caracterizados y son los responsable de la fotosintesis, la
sintesis de algunos reguladores del crecimiento, aminoéacidos, lipidos y otros compuestos
(Keeling, 2010; Waters y Langdale, 2009; Eberhard et al., 2008; Lépez-Juez y Pyke,
2005). Los cloroplastos se desarrollan de proplastidos en las células meristematicas en
condiciones de luz o de etioplastos formados en la obscuridad. Durante la senescencia,
los cloroplastos son transformados en gerontoplastos los cuales se caracterizan por tener

pigmentos amarillos, es la etapa final de los cloroplastos.

1.1.4 CLOROPLASTOS Y ALBINISMO

En plantas que presentan albinismo, los proplastidos no se desarrollan adecuadamente
en cloroplastos, esto trae consigo un pobre desarrollo de las membranas tilacoidales,
donde yace el sitio que contiene la clorofila de los fotosistemas (Xing et al., 2010; Yu et
al., 2007). En la mayoria de los reportes en los que se ha reportado albinismo, se han
hecho estudios mas profundos acerca de la morfologia de los cloroplastos (Kumari et al.,
2009; Sakamoto, 2003; Sakamoto et al., 2002) y se ha observado que las plantulas que
presentan albinismo se caracterizan por tener cloroplastos que carecen de galactolipidos
y presentan membranas fotosintéticas dafiadas y rotas, causando una interrupcion en la
actividad fotosintética y en el crecimiento de las plantas (Kobayashi et al., 2007; Liu et al.,
2007; Yu et al., 2007; Rédei y Plurad, 1973). Un estudio en Arabidopsis ha revelado que
la sintesis de galactolipidos en la envoltura interior del cloroplasto es esencial para la

biogénesis de los tilacoides (Kobayashi et al., 2007).

Por lo tanto, los cloroplastos son plastidos primordiales para llevar a cabo la fotosintesis y
biosintesis de carotenoides y otros precursores importantes para el metabolismo y la
fisiologia de la planta. Se sabe que estos organelos son sumamente susceptibles a
presentar diferentes afecciones debido a ciertos tipos de estrés, tanto por factores bidticos

como abidticos (Crosatti et al., 2013; Biswal et al., 2013).

Ademas de los dafios en el desarrollo de los cloroplastos, el contenido de clorofilas y
carotenoides es diferente en los tejidos de plantas verdes y albinas, por ejemplo, se ha

observado que en la orquidea Cephalanthera longifolia el contenido de clorofila es menor

10
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en las plantas albinas en comparacion con las de fenotipo verde (Abadie et al., 2006) . Por
otro lado, Yao y Cohen (2000) determinaron que el contenido de pigmentos de
violaxantina, luteina, clorofilas a y b, y de B-caroteno, en las progenies con albinismo de
Zantendeschia eran menores en 1-6% en comparacion con los fenotipos verdes. En
hibridos de garbanzo se ha observado que el contenido de clorofilas a y b, y de
carotenoides totales es de tres a cuatro veces mas bajo en los fenotipos albinos
comparados con el fenotipo verde (Mallikarjuna, 1999; Badami et al., 1997).

El cultivo in vitro es un ambiente estresante para las plantas, que puede causar diferentes
afecciones durante la biogénesis de los plastidos. Se sabe que los plastidos son
organelos muy sensibles a los factores ambientales y responden de forma rapida a
diferentes tipos de estrés (Crosatti et al., 2013; Biswal et al., 2013; Waters y Langdale,
2009). Entre los factores externos que pueden desencadenar el albinismo estan la luz, los
nutrientes (sobre todo la fuente nitrogenada y la sacarosa) y los RC. Estos afectan de
forma significativa la correcta formacion de los plastidos en los brotes de las plantas que
estuvieron en contacto con los diferentes factores ambientales y nutricionales durante el

cultivo in vitro.

1.1.5 ALBINISMO EN SISTEMAS IN VITRO

Aunque el albinismo puede ocurrir como resultado de una mutacion natural, esta
condicion es también encontrada cuando se crean nuevos hibridos o mediante el uso del
CTV (Kumari et al., 2009; Datta, 2005; Yao y Cohen, 2000; 1995; Dunford y Walden,
1991; Tuvesson et al.,, 1989). Las plantulas albinas son frecuentemente obtenidas de
cruzas y son comunmente derivadas del cultivo de anteras y microesporas (Datta, 2005)
obstaculizando la produccién de haploides a nivel comercial. El albinismo ha sido
reportado en el cultivo de anteras en cebada (Dunford y Walden, 1991), trigo (Tuvesson et
al., 1989), garbanzo (Mallikarjuna, 1999; Badami et al., 1997), Arabidopsis (Xing et al.,
2010; Qin et al., 2007; Larkin et al., 2003; Chory et al., 1991), tabaco (Stetler y Laetsch,
1965) y jitomate (Scolnik et al., 1987). Sin embargo, el albinismo también se ha observado
en sistemas in vitro sometidos a diferentes factores externos como son los continuos
ciclos de resiembra y la adicion de analogos de citocininas, como ocurre en bambu (Liu et

al., 2007) y platano (Zaffari et al., 1998), respectivamente.

11
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1.1.6 FACTORES EXTERNOS QUE AFECTAN EL ALBINISMO

Dado que en el cultivo in vitro la variacion genética es baja, los factores externos a los que
estan expuestos las plantas son al parecer una posible fuente de variacién, dando lugar al
albinismo. Entre los factores mas comunes se encuentran la luz y los componentes del
medio de cultivo. Entre los componentes del medio de cultivo que pueden tener un efecto
en el fenotipo de las plantas micropropagadas son los azucares, los macro y micro
nutrientes, asi como los RC, siendo estos ultimos, los mas reportados como fuente de

variacién (Us-Camas et al., 2014; Miguel y Marum, 2011).

1.1.6.1 COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

Los componentes del medio de cultivo juegan un papel muy importante en la regeneracion
de plantas albinas en el cultivo de tejidos vegetales y también afectan la formacién de
clorofila en las hojas. La proporcién de clorofilas a/b varia bajo diferentes condiciones de
cultivo, tanto en plantas albinas como en plantas verdes (Nishiyama y Motoyoshi, 1966).
Aunque es dificil identificar los efectos individuales de los diferentes componentes del
medio, frecuentemente estos son aplicados en combinacion. Algunos componentes

importantes para la generacién de plantas albinas se enlistan a continuacion.

1.1.6.1.1 NUTRIENTES

En diferentes plantas mutantes se ha observado que el fenotipo albino esta asociado con
cierta incapacidad para tomar ciertos nutrientes del medio o bien para metabolizarlos
como es el caso de algunas vitaminas y minerales. Por ejemplo, en mutantes de maiz,
llamadas en inglés yellow stripe (ysl), se ha observado que éstas tienen una deficiencia
en la absorcion de hierro. Sin embargo, cuando estas mutantes son cultivadas en medios
ricos en hierro, sus hojas presentan pigmentacion verde (von Wiren et al., 1994; Bell et al.,
1962). Asi también, se han hecho experimentos con jitomate, en los que al injertarlos en
ejemplares normales, la condicion albina puede revertirse, asi como con el suplemento
con extractos de plantas normales (Walles, 1963; Bohme y Scholz, 1960). Esto sugiere
que existe una movilizacién de moléculas entre la zona albina y la verde que favorece la

maduracion de los cloroplastos en la zona albina.

Por otro lado, en una mutante albina de cebada (albina-7) se ha observado que al

adicionarle al medio de cultivo acido aspartico o nor-leucina hay un aumento en la
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pigmentacion verde de las hojas. Esta carencia de nutrientes también se ve reflejada en la
biosintesis del cloroplasto, ya que las plantas que fueron tratadas con acido aspartico
presentan una mejor formacion de este organelo, asi como un aumento en la formacion

de pigmentos de clorofila (Walles, 1963).

1.1.6.1.2 AZUCARES

La sacarosa es una fuente de carbono esencial en cualquier medio de cultivo. La cantidad
de azlcares presente en el medio afecta tanto la cantidad de carbono disponible para las
células vegetales como la presion osmoética presente en el medio de cultivo (George,
1993; Pierik, 1987). Por lo general, las plantas que son cultivadas in vitro no son capaces
de ser autotrofas por completo, debido a las condiciones de baja intensidad luminica
propias del cultivo in vitro, lo cual incrementa los requerimientos de azlcares para
asegurar su supervivencia. Por ello, en comparaciéon con las plantas que tienen un
fenotipo normal, las plantas con fenotipos albinos, por ejemplo el maiz (Spoehr, 1942),

requieren de altas concentraciones de azucares.

Hasta ahora el albinismo se ha considerado como un problema en diferentes cultivos
generados in vitro, por lo tanto se ha tratado de erradicar modificando la fuente de
carbono. Saidi et al., (1997) encontraron que en el cultivo de anteras, albinos parciales de
Triricum turgidum ssp. Durum siempre regresaban a la coloracién verde cuando se
cambiaba la concentracion de azlcares en el medio de cultivo. Otro grupo de
investigacion determind que hay una relacion positiva entre la concentracion de manitol y
la regeneracién de plantas verdes en el cultivo de anteras de cebada (Cistué et al., 1994).
También se ha probado, con éxito, un medio maodificado con almidén y melibiosa para la
disminucién de fenotipos albinos durante el cultivo in vitro de cebada (Sovari y Schieder,
1987).

En este sentido, se ha estudiado el efecto de varios carbohidratos en la fisiologia de los
plastidos derivados del cultivo de anteras en cebada en relacion con el fenotipo albino. Al
suplementar el medio de cultivo con manitol, se obtuvieron plantas con un fenotipo verde
(Wojnarowiez et al., 2004). Otros componentes que se han adicionado para promover la
formacion de clorofila son glucosa, acido indolacético, quinetina y caseina hidrolizada,

siendo la glucosa el componente que mejor ha funcinado hasta ahora (Nishiyama y
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Motoyoshi, 1966).

1.1.6.1.3 REGULADORES DEL CRECIMIENTO

Los RC, particularmente las auxinas y las citocininas, en un determinado balance tienen
un efecto crucial en la divisién celular, el desarrollo y el metabolismo de las plantas
(Kaufmann et al., 2012; Su et al., 2011; Zhao, 2010; Vanneste y Friml, 2009; Pernisova et
al., 2009; Veit, 2009; Ruzycka et al., 2009; Lindsay et al., 2006; Gaspar et al., 1996).

Los RC juegan un papel critico durante la formacién de nuevos 6rganos durante la
micropropagacion de plantas. Asi, también se les considera como la fuente de variacion
fenotipica en el cultivo in vitro. En bambu y platano se ha sugerido que estos compuestos,
sobre todo las citocininas, son los responsables de las variaciones encontradas en la
pigmentacion de las hojas. En bambu, se ha observado albinismo, cuya aparicion ha sido
atribuida al uso de la citocinina TDZ y a los largos ciclos de cultivo a los que son
expuestas las plantas (Liu et al., 2007; Piekik, 1987). Por otro lado, un andlisis de las
hojas que presentan variegacion en platano ha revelado que el contenido de citocininas
es mucho mayor en la region verde que la region amarilla de las hojas (Zaffari et al.,
1998). Por lo contrario, en las regiones amarillas hay un contenido de citocininas que
equivale a la mitad de lo encontrado en las plantas totalmente verdes.

Se sabe que las citocininas se producen en las raices y son transportadas a las hojas
influenciando la sintesis de clorofilas y el mantenimiento del aparato fotosintético (Longo
et al., 1979). Asi también, la kinetina, un analogo de citocinina, el cual se adiciona
exégenamente durante el cultivo in vitro, tiene un papel importante en la formacién de los
grana en los proplastidos en las suspensiones celulares de tabaco (Stetler y Laetsch,
1965). EI minimo contenido en los niveles enddgenos de citocininas en las plantas

variegadas podria estar asociado a diferentes alteraciones en el metabolismo de este RC.

Por otro lado, en plantas albinas de A. thaliana, se ha encontrado que la adicion de
citocininas al medio de cultivo pueden promover la conversidbn de etioplastos a
cloroplastos (Larkin et al., 2003; Chory et al., 1991). En hibridos de C. arietinum y C.
pinnatifidum, obtenidos durante la propagacion in vitro, se produjeron plantas albinas que
dieron lugar a brotes albinos en los subcultivos posteriores (Badami et al., 1997). Sin

embargo, el cultivo continuo en altas concentraciones de zeatina permitio que las
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plantulas albinas se tornaran verdes, aunque de manera parcial (Mallikarjuna, 1999;
Badami et al., 1997). También se ha observado que el cultivo de anteras y ovarios de trigo
bajo concentraciones de 1 mg L de AIAy 1 mg L de BA, propicia la produccion de
plantulas verdes en mayor proporcion que las albinas (Broughton, 2008). En otro estudio,
utilizando el analogo de auxina 2,4-D (1.5 mg L™), una de los analogos de auxina, mas
utilizados en el cultivo in vitro y relacionado con diferentes tipos de VS, en combinacion
con kinetina (0.5 mg L™) o con é&cido fenilacético (AFA; 10 mg L™), no tuvieron un efecto
significativo en la frecuencia de plantas regeneradas de fenotipo verde, en comparacion
con las de fenotipo albino (Pauk et al.,, 2000); es decir, el fenotipo albino sigui6
apareciendo sin importar las modificaciones en los RC utilizados en el medio de cultivo.
Contrariamente, en cebada se determiné que la adicién de 1 mg L™ de 2,4-D y de BA a
una concentracion de 0.4 mg L™ al medio de cultivo aumenta la regeneracion de plantas
verdes en comparacion con plantas albinas (Nuutila et al.,, 2000). Estos resultados
sugieren que los RC juegan un importante papel en el albinismo, ya sea para promoverlo
o evitarlo, segln la especie y el sistema in vitro utilizado; sin embargo, el modo de accién

aun no se ha elucidado.

1.16.2 LUZ

La luz es uno de los factores que afectan la organizacién del desarrollo in vitro de las
plantas. Los requerimientos de luz para la diferenciacién celular involucran una
combinacién de varios componentes, incluyendo la intensidad, el periodo de luz y la
calidad de la misma. La energia luminica requerida es diferente para los tejidos que son
cultivados in vitro al de las plantas que se desarrollan fotoautotréficamente. La luz es
requerida para llevar a cabo ciertos eventos fotomorfogénicos (Murashige, 1974). Hay
reportes en los cuales se demuestra que la luz juega un papel muy importante en los
sistemas in vitro. Por ejemplo, para la regeneracién de callos es necesaria la ausencia de
la luz, sin embargo, para lograr la respuesta organogénica o embriogénica, se requiere de
una baja intensidad luminica (90 nE cm?® seg™®). En los cultivos de coniferas,
generalmente, se requiere la luz para la morfogénesis; ademas, se ha observado que se
requiere la interaccion entre la luz y las citoquininas en la formacion de yemas en Pinnus
radiata (Villabos et al., 1984). El tipo de luz también es importante, ya que se ha
observado que la luz azul puede tener un efecto a través de uno de los receptores de
fitocromo (Hughes, 1981).
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Por otro lado, el régimen de luz puede influir en la formacién de las hojas y su morfologia,
también puede afectar la respuesta fotosintética y variar el contenido de clorofila, en este
sentido, la ocurrencia de la etiolacion es un ejemplo de la plasticidad fenotipica en
respuesta a una variacion externa, como es la intensidad luminica (Joyce et al., 2003)

En general, la intensidad de luz es sumamente importante durante la regeneracion de
plantas in vitro. De igual forma, el desarrollo del cloroplasto es un proceso en el cual la luz
es un factor clave y necesario. La luz regula la actividad y la composicion de las
membranas tilacoidales (Anderson, 1986). Por otro lado, también se ha observado que el
cambio de las condiciones luminicas puede disminuir la aparicion de fenotipos albinos,
durante el cultivo de tejidos. Por ejemplo, en el cultivo de Phleum pratense, una
importante especie cultivada para ser utilizada como forraje, se ha observado que durante
la embriogénesis somatica, la frecuencia de plantas albinas puede disminuir si las

condiciones de luz son de baja intensidad (5.46 umol m? s™) (Guo et al., 1999).

1.1.7 EL GENERO AGAVE

Los agaves son plantas monocotiledéneas con un metabolismo fotosintético del tipo CAM.
Los agaves han sido utilizados con diferentes fines ya sea como alimento, bebida, fibras u
ornamentos, por lo que han contribuido a la economia y sustentabilidad de las culturas de
Mesoamérica. México es considerado el centro de origen y/o biodiversidad de 117 de las
155 especies de la familia Agavaceae, es decir el 75% de las especies que pertenecen al
género Agave (Garcia-Mendoza, 1995). En México, las especies del género Agave se
distribuyen en todos los estados de la Republica con excepcién de Tabasco. Las regiones
de mayor riqueza de especies son el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, la Sierra Madre
Occidental, la zona arida entre Tamaulipas y San Luis Potosi, la zona arida Hidalguense,
el eje Neovolcanico en los limites de Michoacan y el Estado de México, el centro de
Jalisco, las montafias de Oaxaca y Chiapas, y los limites de la Altiplanicie y la Sierra
Madre Oriental (Garcia-Mendoza, 1995).

1.1.7.1 CULTIVO TRADICIONAL E in vitro DE AGAVE

En el campo, las plantaciones de agaves son propagadas vegetativamente a partir de los
brotes producidos en los rizomas, €stos son brotes subterraneos que crecen lateralmente

desde el tallo y eventualmente surgen para dar lugar a un individuo nuevo, llamado
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hijuelo. Durante la propagacion asexual por rizomas, se ha observado que se produce
variabilidad genética, por ejemplo en A. tequilana (Martinez et al., 2012). Otra forma de
propagacion utilizada, es a partir de los bulbillos (pequefias plantas derivadas de los
brotes axilares en las ramas de las inflorescencias) y aunque todos los nuevos brotes son
producidos vegetativamente de una sola planta madre y son genéticamente iguales a
ésta, se observa variabilidad en el fenotipo de la descendencia, como, por ejemplo, el
tamafio y la vigorosidad.

Por otro lado, la propagacién a partir de los bulbillos también puede ser usado para
generar o introducir nueva variabilidad genética en forma de nuevos hibridos o mutantes,
que podrian tomar mucho tiempo (10 a 20 afos) para estar disponibles con propdsitos de
formar parte de las plantaciones (Robert et al., 2006; 1992). Durante el cultivo in vitro, se
ha observado cierta variabilidad genética generada por ejemplo, en A. tequilana
(embriogénesis somatica y yemas axilares); asi como en A. fourcroydes (Infante et al.,
2006; Gonzélez et al., 2003), A. cocui, A. americana, A. angustifolia, A. deserti y A.
sisalana (Infante et al., 2006). Ademas, se ha reportado que los cambios en el genoma del
género Agave pueden ser causados por retrotransposones (Infante et al., 2006; Osorio-
Zambrano et al., 2006; Boutet et al., 2003). Las diferencias genéticas encontradas tanto
en las plantas de agave en el campo, como en las plantas producidas in vitro, podrian ser
una excelente fuente de VS, y pueden tener importantes consecuencias para su mejora y

su propagacion comercial.

1.1.7.2 VARIACIONES FENOTIPICAS EN EL CULTIVO in vitro DE AGAVE

El ambiente estresante del cultivo in vitro puede producir algunas alteraciones fisiol6gicas
en Agave, como la disminucion en la tasa fotosintética, cambios en la coloracion de las
hojas, enanismo, adquisicion de la mixotrofia, etc. Por ejemplo, el uso de contenedores
provoca un alto grado de humedad, una baja irradiacion, un limitado flujo de CO, y otros
gases producidos por la planta, como el etileno, el cual se incrementa de forma
significativa (Pospislova et al., 1997). Otro de los factores que afectan el desarrollo de las
plantas que son cultivadas en condiciones in vitro son los componentes del medio de
cultivo como es la sacarosa, la cual aumenta el potencial osmotico en la solucion, y los
RC, y es por ello que la apariencia y morfologia de los estomas no siempre es normal

(Ticha et al., 1999; Pospislova et al., 1997). Durante la micropropagacion de A.
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angustifolia, se ha observado que los complejos estométicos no estan desarrollados, las
células subsidiarias (células que resguardan las células guarda) no son bulbosas, aunque
las plantas analizadas fueron colectadas durante el dia. Contrariamente, las plantas in
vitro que tenian tres meses de aclimatacién en campo, si presentaban sus cuatro células
subsidiarias bien definidas (Monja-Mio, 2013), esto indica que las plantas tienen la
capacidad de adaptarse.

En la micropropagacion de los agaves, se ha observado que los factores ambientales y
estacionales influyen en la eficiencia de la multiplicacion o en la induccién de ciertas
clonas. Por ejemplo, en A. tequilana hay una variacion en cuanto al nimero de brotes
generados, de acuerdo al mes del afio en el cual las plantas madres fueron colectadas, es
decir, las plantas de agave que fueron colectadas durante junio y julio, tienen una mejor
respuesta organogénica en comparacion con los demas meses (Robert et al., 1992). Asi
también, las clonas de esta especie crecen de forma diferente, dependiendo del tipo de

contenedor empleado para su cultivo (Robert et al., 2006).

En el trabajo realizado por De la Pefia et al., (2012), se observé que el tipo de recipiente
en los que se cultivan las plantas influye en el desarrollo de éstas. En este trabajo se
determiné. que después de cinco semanas de cultivo in vitro de A. fourcroydes en
biorreactores, las plantulas se desarrollan mejor que las que fueron cultivadas en cajas
Magenta, éstas presentaron una apariencia mas pequefa, pero eran mas vigorosas y
presentaban una coloracion verde més intensa. También se observé que las plantas de A.
angustifolia cultivadas en biorreactores tenian mas hojas. Sin embargo, estas
caracteristicas fenotipicas no se conservaron cuando las plantas se pasaron a
condiciones ex vitro y muy pocas plantas sobrevivieron, éstas eran pequefas, palidas y
tenian pocas raices. En contraste, la mayoria de las plantas de la especie A. fourcroydes
sobrevivieron. En este trabajo también se observé cierta variacion de naturaleza

epigenética, ya que presentan una tendencia a la habituacion de los RC.

Todos los datos discutidos anteriormente dan pauta para confirmar que el cultivo in vitro
ocasiona la generacion de VS en un gran namero de especies, incluyendo a las plantas
del género Agave y que entre los causales de esta variacion se encuentran en gran
medida los componentes del medio de cultivo, asi como las condiciones luminicas las

cuales afectan de manera directa la metilacién en el ADN. En la presente tesis se evalla
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el albinismo y la variegacion de A. angustifolia como un sistema de VS unico en el cual se
pueden determinar el papel del nimero de ciclos de cultivo, la intensidad luminica, la
deficiencia nutrimental y la concentracion de citocininas en la metilacion global del ADN y
su incidencia en los fenotipos G, Vy A.

1.2HIPOTESIS
Para la presente tesis se plantearon dos hipétesis:
1. Si la metilacién del ADN esta involucrada en la apariciéon de variantes somaclonales

variegadas y albinas de A. angustifolia, entonces se espera que haya cambios en los

patrones de metilacién en el ADN cuando aparezcan dichos fenotipos.

2. Sila metilacion del ADN es afectada por los factores exdgenos del cultivo de tejidos, a
los que se exponen las plantas de A. angustifolia, entonces se espera que estos
generen cambios en los patrones de metilacién en el ADN en los fenotipos verde,
variegado y albino.

1.30BJETIVO GENERAL

Evaluar los patrones de metilacion global del ADN durante la micropropagacion de las
plantas verdes, variegadas y albinas de A. angustifolia asi como en diferentes condiciones

de cultivo.

1.40BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar el contenido de clorofila y la morfologia de los estomas de las plantas con
los fenotipos verde (G), variegado (V) y albino (A) asi como la region verde (VG) y la

region albina (VA) de las plantas variegadas.
2 Analizar la variacion fenotipica de las plantas G, V y A en cinco subcultivos.

3 Evaluar el porcentaje de metilacion global del ADN en cada uno de los fenotipos G, V

y A durante la micropropagacion de cinco subcultivos.

4 Evaluar el efecto de la reduccién de los nutrientes del medio de cultivo y en la

intensidad luminica, asi como la adicién de benziladenina (BA) en el nUmero de brotes
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y la variacion fenotipica de las plantas G, V y A durante cinco subcultivos.

5 Evaluar el efecto en la reduccion de los nutrientes del medio de cultivo y en la
intensidad luminica, asi como la adicién de BA en la metilacion global del ADN en los
fenotipos G, V y A durante cinco subcultivos.

1.5JUSTIFICACION

El albinismo en plantas es un fendmeno dificil de estudiar, ya que la mayoria de las
plantas con albinismo son mutantes, son dificiles de obtener y tienen una baja
supervivencia. La variegacion es un albinismo incompleto que se ha estudiado en
mutantes y en plantas con variegacion, que han aparecido espontdneamente. En la
micropropagacion de A. angustifolia. Se ha observado tanto albinismo como variegacion.
Ambos fenotipos pueden cultivarse en condiciones in vitro y pueden mantenerse vivos
durante mucho tiempo. Estas variantes somaclonales representan un excelente sistema,
con fenotipos contrastantes, que permiten estudiar las diferencias fenotipicas y
fisiologicas en cada uno de las variantes somaclonales. Debido a que estas variantes
tienen muy baja variacion genética con respecto a las plantas verdes, se ha planteado
estudiar su aparicion desde un enfoque epigenético. Uno de los mecanismos epigenéticos
que esta involucrado en la VS de diversas especies vegetales, durante el CTV, es la
metilacién del ADN. Es por ello que en este trabajo se estudiard como los cambios en la
metilaciébn en el ADN pueden influir en la aparicibn de las variantes somaclonales.
Durante el CTV, factores como los componentes del medio, los RC y la intensidad
luminica pueden influirla en la aparicion de la VS. A su vez, estos factores afectan la
metilacién del ADN, generando variacion epigenética. Por esta razén, en este trabajo se
estudio el efecto de los factores exdgenos del cultivo de tejidos, como son los nutrientes,
los reguladores de crecimiento y la luz en la modulacién de los mecanismos epigenéticos
durante la micropropagacion del agave, para tener entender qué papel juega cada uno de
estos factores en la aparicion de la VS y la variacién epigenética en cada una de las

variantes somaclonales.
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1.6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Evaluacion fenotipica
Aspectos fisiolégicos
* Morfologia del complejo estomatico
« Densidad estomatica
|

Seleccién
2cm

Cuantificacion de pigmentos

25 plantas/ fenotipo
l Condiciones de cultivo:

Testigo: Medio MSB-5
Fuerza i6nica: 1/2, 1/4 y 1/8.

— BA (uM):22.2, 44.4, 66.6 y 88.8
Luz: 0.10 y 40 pmol m2s™

[ ' Subcultivos | Evaluacion fenotipica:

' ' . 1°:d 28 Desarrollo in vitro

| | | .
L N — B B— P SR Peso fresco

* Altura

=1+ No de brotes

* Tasa de multiplicacién
* % variacion
Evaluacion epigenética:
Analisis % 5mdC
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION MORFOFISIOLOGICA DE LAS VARIANTES
SOMACLONALES ALBINAS MICROPROPAGADAS DE AGAVE
ANGUSTIFOLIA HAW.

2.1INTRODUCCION

Durante la propagacion in vitro, frecuentemente se observa VS o variacién fenotipica, y la
severidad de la variacion es usualmente calculada como el porcentaje de las plantas
generadas que muestran aberraciones o cambios fenotipicos respecto a la planta parental
en una 0 mas caracteristicas. Estas caracteristicas incluyen cambios en la morfologia de
la planta de forma completa, el aumento de la capacidad para la regeneraciéon de brotes,
alteraciones en la forma de las hojas y cambios en la pigmentacion foliar (Chen y Henny,
2006). Entre las modificaciones en el contenido de pigmentos de las plantas cultivadas en
condiciones in vitro, es posible encontrar variantes con albinismo. Las plantas que
presentan albinismo se caracterizan por la pérdida parcial o total de los pigmentos de
clorofila y otros pigmentos como el fitoeno (Kumari et al., 2009; Qin et al., 2007; Liu et al.,
2007; Dunford y Walden, 1991). La aparicion de brotes albinos es un fenémeno que es
observado frecuentemente en el cultivo de anteras y microesporas (Kumari et al., 2009;
Jacquard et al., 2009; Broughton, 2008; Wojnarowiez et al., 2004; Pauk et al., 2000;
Nuutila et al., 2000; Mallikarjuna, 1999; Dunford y Walden, 1991). La causa primordial de
la aparicion de brotes albinos en el cultivo de anteras de arroz, avena y cebada es la
eliminacion a gran escala de fragmentos de ADN y una consecuente pérdida de los genes
relacionados a la fotosintesis, tales como los genes que codifican para la subunidad
mayor de la RuBisCo (Harada et al., 1990).

El albinismo ha sido observado en forma completa en los brotes meristematicos durante la
micropropagacion del bambu (Liu et al., 2007), asi como albinismo de forma parcial o
variegacion en la micropropagacion de platano (Zaffari et al., 1998). En bambd, los brotes
albinos tienen células que presentan plastidos con una morfologia anormal,
especialmente los tilacoides son menos numerosos y estan pobremente desarrollados
debido a la pérdida de la funcion del cloroplasto. Estas plantas no pueden realizar la
fotosintesis. Los autores sugieren que la aparicion de brotes albinos posiblemente es

causada por el tiempo prolongado de la propagacion y el uso del TDZ durante el cultivo in
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vitro (Liu et al., 2007; Zaffari et al., 1998). Por otro lado, las plantas variegadas de platano
presentan una desregulacion en la sintesis de clorofila y en el metabolismo de als

citocininas, sin embargo, la causa de la variacion es desconocida (Zaffari et al., 1998).

En nuestro sistema de micropropagacion de A. angustifolia, hemos encontrado variantes
fenotipicas muy distintivas. Durante muchos afios, la micropropagacion en esta especie
ha sido usada para producir un gran nimero de individuos vigorosos seleccionados con
caracteristicas élite (Robert et al., 2006; 1992). Sin embargo, por un evento espontaneo y
desconocido, aparecieron plantas albinas y variegadas durante su micropropagacion. Por
lo tanto, en este trabajo, hemos identificado y analizado los cambios morfolégicos y

fisiol6gicos que ocurren en los tres fenotipos G, V y A.

2.2MATERIALES Y METODOS
2.2.1 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

Plantulas de 2 cm de altura de los tres fenotipos, G, V y A, fueron cultivados en cajas
Magentas con 50 ml de medio de multiplicacion MS-B reportado por Robert et al., (2006),
el cual esta conformado por medio MS (Murashige y Skoog, 1962), modificado en la
concentracion de nitrégeno, 10 mM de KNO; y 5 mM de NH;NO;. Este medio es
suplementado con 2,4-D (0.11 uM) y 6 BA (4.43 uM). El medio se solidific6 con agar
(0.2%) y gelrite (0.2%). Las plantas se mantuvieron en un cuarto de cultivo con una
temperatura de 27 = 2 °C, bajo condiciones de fotoperiodo de 12 h, con una intensidad

luminosa de 40 pmol m? s™.

2.2.2 CUANTIFICACION DE PIGMENTOS

Las clorofilas (a y b) y los carotenoides totales fueron extraidos con acetona al 80%
(previamente almacenada a -10 °C). Doscientos mg de peso fresco de cada fenotipo, G, V
y A, fueron colectados y mezclados con 1.5 ml de acetona al 80% y macerado en un
mortero. El extracto fue transferido a tubos Eppendorf de 2 ml y centrifugado a 9, 360 x g
durante 10 min a 4 °C. La pastilla fue lavada con acetona fria al 80% hasta eliminar la
coloracion verde por completo. El sobrenadante fue colectado en tubos de ensayo. El
extracto fue aforado a 5 ml y se ley6 su absorbancia en un espectrofotometro (Beckman
Coulter DU650) a 663 nm (clorofila a), 646 (clorofila b) y 470 nm (carotenoides). La

concentracion de clorofilas y carotenoides fue calculada como se describe en Wellburn
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(1994).

2.2.3 CUANTIFICACION DE MALATO

El malato fue cuantificado a partir de hojas de plantulas cultivadas in vitro de los tres
fenotipos: G, Vy A, cada 4 h durante un periodo de 24 h (las muestras se colectaron a las
10 a.m., 2:00 p.m., 6:00 p.m., 10:00 p.m., 2:00 a.m., 6 a.m. y 10 a.m.). Las plantas fueron
cultivadas en las condiciones de fotoperiodo, tomando en cuenta que las ldmparas son
encendidas a las 6:00 a.m. y son apagadas a las 6:00 p.m. Por cada fenotipo se
colectaron 200 mg del material foliar el cual fue congelado rapidamente en nitrégeno
liquido y macerado con 2 ml de agua. El extracto se centrifugd por 10 min a 9,360 x g y el
sobrenadante fue colectado para determinar el contenido de malato. Del sobrenadante se
tomaron 25 ul y se le agreg6 2.8 ml de amortiguador (Glicina 1 M; Sulfato de hidracina
0.4 M; EDTA 5 mM; pH 9.5), 30 pl de NAD 60 mM y 30 pl de Malato deshidrogenasa
(M9004-Sigma, 500 U ml™). Los extractos se incubaron a temperatura ambiente por una
hora. Las concentraciones de malato obtenidas fueron cuantificadas
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 340 nm de acuerdo a Osmond et al.,
(1989).

2.2.4 DENSIDAD ESTOMATICA Y MORFOLOGIA DEL COMPLEJO
ESTOMATICO
Se analizé por microscopia electronica de barrido (MEB) la morfologia del complejo
estomatico de plantas de 3 meses de edad de los fenotipos G, V y A. El analisis fue
realizado como se describié previamente (Monja-Mio et al., 2015). Brevemente, se
utilizaron las hojas de la parte media de la roseta para extraer 1 cm? de la regién abaxial y
adaxial de la hoja. Los tejidos fueron fijados al vacio con formaldehido al 10% por 24 h. La
solucion fue retirada y el tejido se lavd con amortiguador de fosfatos 0.2 M pH 7.1 por 50
min al vacio. Posteriormente, los tejidos se deshidrataron en una serie de gradiente de
etanol (30, 50, 70, 85 y 96% por 60 min en cada una) y finalmente los tejidos se
sumergieron en alcohol anhidro al 100% tres veces. Por ultimo las muestras se secaron
en un punto critico a 31.3 °C y se metalizaron con una capa de oro de 120 nm (Denton
vacuum Desk Il) para poder proceder a la observacion en el MEB (Joel, JSM-6360LV). La
densidad estomética fue analizada usando imagenes del MEB con el programa
QuickPHOTO MICRO (PROMICRA). Las mediciones de densidad fueron realizadas por
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quintuplicado, basado en un total de 30 imagenes, mientras los valores de ancho y largo
del complejo estomatico estan basados en 10 mediciones al azar.

2.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron analizados utilizando el programa Origin 8. EL andlisis de varianza
(ANOVA) fue usado para calcular la significancia estadistica y la media + SE (error
estandar). Las diferencias significativas fueron determinadas usando la prueba de Tukey

con una P < 0.05.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 DIFERENCIAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS DE LAS VARIANTES
G, VYA
Para definir las diferencias morfoldgicas vy fisiol6gicas que existen entre los tres fenotipos
(G, Vy A), las plantulas fueron analizadas a una escala macro y microscépica (Figuras
2.1, 2.2 y 2.3). A nivel macroscépico, las hojas del fenotipo G son completamente verdes
y estan dispuestas en forma de roseta, como es caracteristico de los agaves. El fenotipo
V presenta hojas con regiones verdes y blancas, dispuestas a lo largo del area foliar. Este
fenotipo presenta una roseta mas abierta respecto a las plantas verdes. Las hojas del
fenotipo A, tienen una apariencia globular, el area meristematica no esta completamente

diferenciada y presenta una base callosa (Figura 2.1).

Figura 2.1 Los tres fenotipos encontrados en el cultivo in vitro de A.
angustifolia, verde (G), variegado (V) y albino (A).
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A nivel microscoépico, se observaron cambios en los complejos estomaticos entre las
plantulas con fenotipos G, V (ambas secciones, verde y albina) y A, mediante el analisis
de los tejidos foliares con el MEB (Figura 2.2). Las plantulas con fenotipo A tuvieron una
morfologia diferente en los estomas y las células adyacentes que conforman el complejo
estomatico respecto a las plantulas con fenotipo G (i.e., las plantulas A tienen dos células
adyacentes en vez de cuatro, como es el caso de las plantulas con fenotipo G y V).

Figura 2.2 Morfologia de la superficie foliar y las diferencias en el complejo
estomético entre el fenotipo verde (G), la region verde (GV), la region albina
(AV) del fenotipo variegado (V) y el fenotipo albino (A) los cuadros punteados
representan los acercamientos de 150x, 500x, y 3,000x. Las barras de la
derecha, en medio e izquierda representan una medida de 100, 50, y 5 pm,
respectivamente.

Normalmente las plantas con metabolismo CAM tienen cuatro células adyacentes en sus
complejos estomaticos (Gentry y Sauck, 1978). Por lo tanto, las diferencias que se
encontraron sugieren un contraste metabolico entre las plantulas A y los fenotipos G o V
(Figura 2.2). El andlisis microscopico global también reveldé importantes diferencias entre
la densidad estomatica (Figura 2.3a), la longitud y la amplitud (Figura 2.3b, c); y la
apertura estomatica (Figura 2.3d).

27



CAPITULO II

© [ Adaxial 40 Adaxial
7] Abaxial c [ Abaxial
35 c 35 %
—— C abc
30 304 1 b
ab
_ b T a a a
£ 254 ~ 25
£ ab ab E
S g s ab 2
Zz 20 ‘ a > 20+
< T + 3
o 2
S 154 g' 15
2 3
o
0 104 10 4
5] 54
o T T T 0 T
G [ AV A G GV Av A
i) [ Adaxial 2 [ Adaxial
- [ Abaxial 184 ] Abaxial

304 c

254 be
b

2 b
a
w02} - . ab
a a
154 a (]
l a e T

54
o . T T T

G GV AV AV

Figura 2.3 Andlisis del complejo estomatico mediante el MEB en la superficie

Amplitud (um)
Apertura (um)

T
A G GV

adaxial y abaxial. (A) Densidad estomética entre los tres fenotipos verde (G),
region verde (GV) y region albina (AV) del fenotipo variegado (V) y el fenotipo
albino (A). (B) longitud del complejo estomético de G, GV, AV y A. (C) Amplitud
del complejo estomatico de G, GV, AV y A. (D). Diferencias en la apertura
estomatica entre G, GV, AV y A. las barras con la misma letra no presentan

diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey P < 0.05 (n=10)

La densidad estomética en las plantas G fue 10% mas alta en la regién adaxial y abaxial
que en las regiones GV y AV de las plantulas con fenotipo V. La morfologia del complejo
estomatico entre los fenotipos G, V y A, mostraron diferencias interesantes. Por ejemplo,
en el fenotipo G los estomas son redondos y presentan ceras epicuticulares alrededor de
las células subsidiarias pobremente desarrolladas, mientras que en las plantulas con
fenotipo V, los estomas de la region AV estadn hundidos y no poseen ceras epicuticulares,
ademas, presentan cierta deformacion en el sitio donde deberian yacer las células
subsidiarias. Las plantulas con fenotipo A poseen estomas con una morfologia eliptica y

las células epidermales son més alargadas que los estomas de las plantas Gy V.
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Comparando el tamafio del complejo estomatico, los estomas de la region GV de las
plantas V, tienen una longitud similar a los estomas de las plantulas G. De modo
interesante, la longitud de los estomas de la region abaxial en la region AV fue similar a
los estomas que se encontraban en las plantulas A (Figura 2.3b). Por otro lado, los
estomas en la region adaxial en las regiones GV y AV son dos veces mas estrechos que
los estomas de las plantulas G (Figura 3c). En el caso de la apertura estomética (Figura
3d), se observé que tanto en las plantulas G como en la regién GV de las plantulas V, la
apertura estomética fue 38% mayor que la de los estomas de la region AV de las

plantulas V y las plantulas A.

2.3.2 CONTENIDO DE CLOROFILA Y CAROTENOIDES

Para tener un mejor entendimiento de las principales diferencias en la pigmentacion entre
los fenotipos, se llevo a cabo la cuantificacion y el analisis del contenido de clorofila (Chl a
y Chl b) y carotenoides en cada uno de los tres diferentes fenotipos, asi como en la regién
G y A de las plantulas V (Cuadro 2.1). De acuerdo con las cuantificaciones obtenidas, se
encontré que las hojas de las plantas G, asi como la regién GV tuvieron un mayor
contenido de Chl a y carotenoides. El contenido de Chl b en las plantulas V fue
ligeramente mayor que en las plantulas G. Sin embargo, la reduccion de Chl a fue muy
significativa, ya que se redujo a la mitad de lo encontrado en los fenotipos G o GV. En el

caso de las plantulas A, éstas mostraron un bajo contenido en Chl a, Chl b y carotenoides.

Interesantemente, el contenido de Chl a, Chl b y carotenoides en la regién AV fue mayor
que en las hojas de las plantulas A. Ademas, la relacion clorofila a/b mostré interesantes
diferencias; ya que en las plantulas G, la relaciéon fue 2. 20 + 0.18 en comparacion con

1.26 £ 0.10 en los tejidos de la region G de las plantulas V.
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Cuadro 2.1 Cuantificacion de pigmentos (ug g'1 PF) en las tres variantes somaclonales: verde
(G), variegado (V) y albino (A). Ademas se cuantificé el contenido de pigmentos en las regiones
verde (GV) y albina (AV) de la planta V.

Pigmentos G Vv GV AV A

Chla 460.47 +35.94° 287.74+18.22" 462.23 +36.22° 133.73+39.65" 0.87 +0.36°
Chlb 225.04 +28.72° 302.86 + 46.60° 390.46 + 50.36° 199.31 + 67.92° 3.7+0.77°
Chl total 685.51 + 63.76° 590.61 +55.77° 852.69 + 82.74° 333.04 +107.31" 4.6 + 1.00°

Carotenoides 274.45 + 68.16° 198.26 + 53.81° 279.78+72.91° 165.68 +48.67°  9.00 + 7.3

Chl a/b 2.20 +0.18° 1.24 +0.35° 1.26 +0.10° 1.05 + 0.30° 0.18 +.07%

' Los valores representan las medias + ES basado en tres réplicas biolégicas, en tres
experimentos independientes. Las diferentes letras en cada columna indican las diferencias
significativas entre las medias con un a = 0.05 de acuerdo a la prueba de Tukey.

Debido a que las diferencias en la morfologia estomatica encontradas en la Figura 2.2,
sugiere una diferencia en el metabolismo de las plantulas A, se examind la posible
diferencia metabdlica, por medio de la cuantificacion de la capacidad de produccion de
malato en los tres fenotipos en un periodo de 24 h (Figura 2.4). Se observaron
diferencias significativas en la capacidad para acumular malato durante el periodo de
obscuridad entre los tres fenotipos. Mientras las plantas V y G acumularon altas
concentraciones de malato (31.23 + 050 and 2220 + 0.12 pmol g* PF,
respectivamente) a las 6:00 a.m., las plantulas A tuvieron una pobre produccién de
malato con valor de 11.04 ymol g* PF. El pico de acumulacién de malato en las
plantulas V y G ocurrieron a las 6:00 a.m. (justo antes que las luces se encendieran en
el cuarto de cultivo), lo cual sugiere que tanto el fenotipo G como el fenotipo V tienen un
metabolismo CAM, sin embargo las plantas con fenotipo A carecen de la capacidad
para acumular malato en la noche y por lo tanto pareciera que poseen un metabolismo
diferente al CAM.
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Figura 2.4 Cuantificacion de malato durante 24 h de fotoperiodo en las
plantulas verde (G), variegada (V) y albina (A). El rectangulo de color negro
representa el periodo de obscuridad. Los puntos representan la media * el error
estandar de cinco réplicas biolégicas. La comparacion estadistica fue llevada a

cabo por el andlisis de varianza (ANOVA) P < 0.05.

2.4 DISCUSION

24.1 EL ALBINISMO AFECTA EL CONTENIDO DE PIGMENTOS Y LA
FISIOLOGIA DE LA PLANTA

La aparicion de plantas albinas en A. angustifolia (Figura 2.1) representa un sistema
natural y un modelo importante para investigar cuestionamientos bioldgicos acerca de la
fotosintesis y la sintesis de clorofila. Entre los pigmentos fotosintéticos, las clorofilas y
carotenoides, son los pigmentos mas importantes que le confieren el color caracteristico
en las plantas. Ademas son necesarios para la captura de energia y la fotoprotecciéon de
los fotosistemas por la disipacion del exceso de energia (Horton et al., 1994). En este

estudio se encontré que en GV tuvo un contenido total de clorofilas mayor al fenotipo G
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(Cuadro 2.1). También se ha observado una concentracién elevada de clorofilas en la
parte verde en plantas variegadas en mutantes de Arabidopsis immutans (imm) (Meehan
et al., 1996). En esta mutante, el andlisis fluorescente revelé que las células del area
verde en las plantas variegadas tienen mas clorofila que las células de las plantas verdes
normales. Los autores sugieren que los sectores verdes de las hojas podrian compensar
la carencia de fotosintesis en los sectores blancos. Esto también podria ser el caso de GV
en agave. Se ha reportado que estas secciones actian protegiendo la seccién albina del
dafio oxidativo (Kumari et al., 2009; Jacquard et al., 2009; Sakamoto et al., 2002;
Rodermel, 2002; Dunford y Walden, 1991).

De modo interesante, se encontr6 que la relacién entre clorofila a y clorofila b, la cual esta
asociada tanto al tamafio de la antena de captura del fotosistema Il (PSIl) y el nivel de
compactaciéon de la membrana de los tilacoides en los cloroplastos (Leong y Anderson,
1984) fue diferente entre los cinco tejidos analizados (G, V, A, GV y AV) (Cuadro 2.1). De
acuerdo a Leong y Anderson (1984), la relacién clorofila a/b refleja un incremento en la
proporcion de clorofila b en los complejos de la captura de luz y una disminucion en los
complejos del PS Il. Por lo tanto, la baja relacion de Chl a/b encontrada en las plantulas V
y A de agave podrian sugerir un posible dafio en el complejo del PS Il o una alteracién en
la estequiometria de los fotosistemas | y Il. Sin embargo, otra explicacion para la
reduccion de la relacion Chl a/b es una adaptacion fotosintética de las plantas V al estrés
por condiciones de baja intensidad luminica (Valladares y Niinemets, 2008), una condicion
a la cual las plantas in vitro estan expuestas (Us-Camas et al., 2014). De hecho, esta
adaptacion también ha sido observada en otras plantas variegadas. Por ejemplo, en la
mutante de Arabidopsis imm se ha observado que en la regién verde de las hojas de
plantas variegadas, la relacion de Chl a/b disminuye cuando éstas son cultivadas en
condiciones de baja intensidad luminosa, en contraste con las plantas con un fenotipo
silvestre, la relaciébn Chl a/b no es afectada por las condiciones de baja intensidad

luminica (Aluru et al., 2001).

2.4.2 CAMBIOS MORFOLOGICOS EN LOS ESTOMAS DE LAS HOJAS DE
LAS PLANTAS VERDES, VARIEGADAS Y ALBINAS

La epidermis de las plantas es el primer tejido que mantiene contacto con el ambiente

(Hernandez-Valencia et al., 2003). Durante el CTV, el ambiente in vitro puede provocar
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ciertos cambios morfoldgicos, los cuales permiten a las plantas adaptarse a estas
condiciones. De forma especifica, la superficie foliar de las plantas que son cultivadas en
diferentes sistemas in vitro pueden mostrar diferentes cambios morfologicos en las células
estomaticas, por ejemplo, en el tamafio del complejo estomético (Monja-Mio et al., 2015).
Las observaciones en el fenotipo G fueron similares a las observadas por Monja-Mio et
al., (2015) en A. angustifolia, observaron que el alto contenido de humedad por las
condiciones in vitro causaba un pobre desarrollo del complejo estomatico y una poca
deposicion de ceras epicuticulares. En la presente investigacion se observd que las
plantulas G y la GV tienen un complejo estomatico caracteristico con una disposicion de
las células adyacentes tetracitica (Figura 2.2). Gentry y Sauck (1978) analizaron el
complejo estomatico de 80 especies del género Agave, en los cuales clasificaron y
describieron este complejo de forma morfolégica como tetracitico. Este tipo de disposicion
es caracterizado por la presencia de un grupo constante de cuatro células epidérmicas
subsidiarias (dos células polares y dos células laterales) asociadas con las células
oclusivas del estoma. Las cuatro células subsidiarias que rodean las células guarda
hundidas, forman una cdmara supra-estomatica encima de las células guarda, las cuales
pueden o no estar rellenas con ceras. En el género Agave, esta camara es una
adaptacion xerofitica para la supervivencia en condiciones desérticas (McClendon, 1908).
Sin embargo, debido a las condiciones in vitro, las cuéles mantienen altos niveles de
humedad, las ceras observadas en las plantulas verdes “normales” (el fenotipo G) fueron
pocas (Figura 2.2). El fenotipo albino carece completamente de ceras epicuticulares, y las
células adyacentes a las células guarda son mas alargadas, con una apertura mas
pequefia que en las plantulas G (Figura 2.2). La pérdida de la disposicion tetracitica en los
estomas y la morfologia del fenotipo A podria indicar un posible efecto en los procesos del
metabolismo CAM. En el metabolismo CAM, la morfologia del complejo estomatico es
importante para el control de la apertura de los estomas. Este metabolismo es
caracterizado por una apertura de los estomas durante la noche para mejorar la eficiencia
en el uso del agua (Hartsock y Nobel, 1976; Ehrler, 1969). Por lo tanto, un cambio en la
morfologia estomética en las plantulas A podria afectar este mecanismo. En contraste con
las plantulas A de A. angustifolia, en Arabidopsis la mutante dxr (Xing et al., 2010), la
apertura estomética es mas ancha que la del fenotipo silvestre y las células guarda estan

hinchadas.
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2.4.3 EFECTO EN EL METABOLISMO DE LAS PLANTULAS ALBINAS

Para investigar si las plantas A tiene un metabolismo diferente respecto a las plantas G y
V, se llevé a cabo la cuantificacion de malato acumulado en las plantulas G, V y A durante
24 h (Figura 2.4). De acuerdo a los resultados obtenidos, las plantas con un fenotipo
normal G, muestran un metabolismo CAM tipico, es decir, el malato es acumulado
durante la noche y alcanza sus maximos niveles justo después que las luces son
encendidas y disminuye rapidamente durante las horas de luz. En otra especie del género
Agave como A. tequilana, las plantas micropropagadas también mantienen su
metabolismo CAM (Santamaria et al., 1995). Sin embargo, las plantulas del fenotipo A
mostraron ser incapaces de acumular malato durante la noche, indicando que este
fenotipo no esté funcionando con un metabolismo CAM, sino quizas como una planta Cs.
Es de importancia mencionar que el fenotipo V fue capaz de acumular altas
concentraciones de malato durante la noche, méas que el fenotipo G. Esto podria indicar
que el fenotipo V tiene su maquinaria metabdlica para acumular malato intacta y quizas la
region GV de sus hojas es suficiente para mantener su capacidad fotosintética como una
regulacion compensatoria (Meehan et al., 1996). En otras especies de Agave, como A.
americana con un fenotipo variegado, se ha determinado que los sectores verdes
acumulan una cantidad mayor de malato al comienzo del dia y tienen una acumulacion
inferior durante el periodo de obscuridad. Sin embargo, la region albina se comporta
completamente diferente, hay una reduccion del 70% en la acumulacion de malato
durante la noche, sugiriendo un dafio en su metabolismo lo cual est4 de acuerdo con la

baja actividad de las enzimas involucradas en la sintesis de malato (Raveh et al., 1998)

2.5 CONCLUSIONES

e Las plantas V muestran una acumulacion de pigmentos en la regiébn GV mayor a las
plantas G, sugiriendo un mecanismo compensatorio para llevar a cabo su crecimiento
y metabolismo en condiciones in vitro. Ademas, esta acumulacion de pigmentos en la

region GV podrian actuar protegiendo la seccién albina del dafio oxidativo.

e La baja relacion de Chl a/b encontrada en las plantulas V y A de agave podrian
sugerir, ya sea un posible dafio en el complejo del PS II, una alteracién en la
estequiometria de los fotosistemas | y Il, o una adaptacion fotosintética de las plantas

V al estrés por condiciones de baja intensidad luminica.
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A diferencia del fenotipo G que muestra un complejo estomatico de tipo tetracitico, la
region AV de las plantas V y las plantas A no lo muestran. Esta pérdida de la
disposicion tetracitica en los estomas y la morfologia del fenotipo A podria indicar un
posible efecto en la apertura estomatica interfiriendo con los procesos del
metabolismo CAM.

La incapacidad de las plantas A para acumular malato durante la noche como es
caracteristico de las plantas CAM, asi como los cambios morfolégicos en el complejo

estomatico, sugieren un dafio en su metabolismo.
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CAPITULO III

CAMBIOS EN LOS NIVELES GLOBALES DE LA METILACION EN EL ADN DE
LAS VARIANTES SOMACLONALES VERDES, VARIEGADAS Y ALBINAS DE
AGAVE ANGUSTIFOLIA HAW. DURANTE SU MICROPROPAGACION

3.1INTRODUCCION

Las técnicas del CTV han sido eficientes para el mantenimiento de lineas clonales y la
rapida propagacion vegetativa de especies de interés comercial. Entre las técnicas del
CTV, el cultivo de brotes adventicios, que se forman a partir del meristemo, ha sido
ampliamente utilizado debido a que se pueden obtener un gran nimero de plantas a partir
de un explante. Aungue a partir de estas técnicas se espera obtener individuos idénticos a
las plantas que les dio origen, hay evidencia que puede ocurrir variacion fenotipica en los
clones propagados (Vazquez y Linacero, 2010). A la variacion fenotipica que se
encuentran en las plantas, que fueron regeneradas a partir de un explante en condiciones

in vitro, también se le llama variacion somaclonal (VS) (Larkin y Scowcroft, 1981).

Entre los factores que estan asociados a la VS, el factor genético es probablemente el
mas importante. Este factor determina la frecuencia de la variacion, pero también los
cambios epigenéticos producidos durante el cultivo in vitro pueden causar VS, y pueden
llegar a ser méas frecuentes e igualmente importantes (Miguel y Marum, 2011; Rodriguez-
Enriquez et al., 2011; Bairu et al., 2010; Kaeppler et al., 2000; Cubas et al., 1999). Uno de
los mecanismos epigenéticos que estan implicados como causa de la VS es la metilacion
en el ADN (Jaligot et al., 2011; Valledor et al., 2010; Xu et al., 2004; Kaeppler y Phillips,
1993; Kaeppler y Philips, 1993). Esta modificacion es sumamente importante para la
estabilidad del genoma, la configuracién de la cromatina, regula la expresion de los genes
y esta implicada en el silenciamiento de los elementos mdéviles (Law y Jacobsen, 2010).
Recientemente, se ha mostrado que plantas con fenotipos verde, variegado y amarillo de
Clivia miniata, cultivados bajo condiciones in vitro, estan relacionados con un incremento
en los niveles de metilacion del ADN y las diferencias en el grado de metilacién estan

positivamente asociados con la intensidad del color de estas plantas (Wang et al., 2016).

En nuestro sistema de micropropagacion de A. angustifolia, hemos encontrado variantes

fenotipicas muy distintivas ocasionadas por un evento espontdneo y desconocido. Estas
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somaclonas tienen una variabilidad genética muy baja (menos del 1 por ciento) (Us-
Camas et al., 2017) sugiriendo que podrian estar involucrados factores epigenéticos en
estas variaciones. El albinismo encontrado en A. angustifolia podria ser un modelo muy
efectivo para analizar el papel de la metilacion en el ADN en esta variaciéon somaclonal.
Por lo tanto, en este trabajo, se analizaron los niveles de metilacion de los tres fenotipos
durante cinco subcultivos. Los resultados encontrados en el presente trabajo sugieren una
posible “memoria epigenética al estrés” (Avramova, 2015) de las condiciones in vitro, que
causan un cambio en la configuracién de la cromatina, favoreciendo la generacion de

brotes Vy A en las plantas G y V, respectivamente.

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

En cajas Magentas que contenian 50 ml de medio de multiplicacion se cultivaron plantulas
de 2 cm de altura de los tres fenotipos, G, V y A. El medio de multiplicacion que se utilizo,
para obtener los brotes, fue el medio MS-B reportado por Robert et al., (2006), el cual esta
conformado por medio MS (Murashige y Skoog, 1962), modificado en la concentracion de
nitrégeno, 10 mM de KNOs; y 5 mM de NH;NO;. Este medio es suplementado con 2,4-D
(0.11 uM) y 6-BA (4.43 uM). El medio se solidificé con agar (0.2%) y gelrite (0.2%). Las
plantas se mantuvieron en cuartos de cultivo con una temperatura de 27 + 2 °C, bajo
condiciones de fotoperiodo de 12 h, con una intensidad luminosa de 40 ymol m? s™. Las

plantas fueron subcultivadas cinco veces. Cada subcultivo se realiz6 cada 28 dias.

3.2.2 DISENO EXPERIMENTAL

De 25 plantas de cada uno de los fenotipos, G, V y A, se seleccionaron diez brotes de 2
cm de altura (que se consideraran como las plantas madres) para evaluar el crecimiento
de la planta madre (MP) mediante peso fresco y la altura alcanzada, asi como el nUmero
de nuevos brotes en cada uno de los ciclos de subcultivo. Los nuevos brotes formados de
la MP fueron clasificadas de acuerdo a su tamafio (pequefios: 0.5-1 cm; medianos: 1-2 cm
y grandes: >2 cm) y transferidos a nuevas cajas Magentas. Para los cinco subcultivos se
determiné el niUmero total de brotes y la tasa de multiplicacion. La variacion fenotipica de
los nuevos brotes fue analizada para cada uno de los cinco subcultivos y el porcentaje de

variacion fue calculado del total de brotes regenerados.
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3.2.3 TASA DE MULTIPLICACION

Con el fin de analizar la tasa de multiplicacion entre los diferentes fenotipos, bajo las
condiciones de cultivo, se contabilizd el niumero total de brotes obtenidos en cada
subcultivo. El nimero de brotes y la tasa de multiplicacion fueron determinados para los

cinco subcultivos.

Para tener el numero de brotes se contabilizaron cinco cajas Magentas con 25 plantas
cada una. Ademas, los brotes obtenidos se clasificaron de acuerdo al fenotipo que
presentaron, por ejemplo, en la linea V se contabilizaron los brotes A y G por separado.
Para evaluar el porcentaje de variacion se tomo6 en cuenta el numero total de brotes

obtenidos por subcultivo.

3.2.4 CUANTIFICACION DE LOS PATRONES GLOBALES DE METILACION
EN EL ADN

Para la cuantificacion de los patrones de metilacion es necesario extraer el ADN de las

muestras, digerir ese ADN y analizarlo por HPLC.

3.2.4.1 Extraccion del ADN

La extraccion del ADN de agave se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por
Echavarria-Machado et al., (2005). Se colectaron doscientos mg de tejido en cada
subcultivo para los tres fenotipos (G, V y A), tanto de las MP como de los brotes obtenidos
durante la micropropagacion. Estos tejidos se maceraron con nitrégeno liquido,
posteriormente se les agregé el amortiguador de extraccion [Tris-HCI 100 mM; EDTA 50
mM; NaCl 500 mM], se les adicionaron 100 upl de B-mercaptoetanol y 100 ul de SDS al
20%. La mezcla se incub6 a 65 °C durante 15 min y posteriormente se centrifugd a
17,000 x g El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo y se le adicionaron 300 pl de
silica, mezclando por inversion por 5 min. La mezcla se centrifugd a 6,000 x g durante 5
min, el sobrenadante fue decantado y la pastilla se lavé con etanol al 70% dos veces a
6,000 x g por 2 min cada vez. La pastilla se dejé secar por 2 h, a continuacion se le
adicionaron 50 pl de agua con un pH 7.3-7.5, se incub6 a 55 °C por 5 min y se centrifugo
a 14,600 x g. El sobrenadante se colocé en un tubo nuevo y se cuantificé en un nanodrop
para obtener la cantidad de ADN en nano gramos (ng) asi como la relacién 260/280 y

240/260 para saber la integridad y la pureza del ADN.
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3.2.4.2 Digestion del ADN

Cinco pg de DNA de cada muestra se hidrolizaron y mezclaron con 5 yl de amortiguador
de digestién 10X (acido acético 200 mM, glicina 200 mM, cloruro de magnesio 50 mM,
acetato de Zinc 5 mM, cloruro de calcio 2 mM, ajustado con hidréxido de sodio 1N pH
5.3), 2 yl de DNAsa | (D2821-Sigma, 10 U mI*) y 1 ul de Nucleasa PI (N8630-Sigma, 1.25
U/ml) y se incub6 a 37 °C toda la noche. Posteriormente se adicionaron 5 pl de NaOH
100 mM y 2 ul de fosfatasa alcalina (P4879-Sigma, 1 U ml™). La mezcla se incubé por 3.5
h a 37 °C y se mezcl6 con la fase mévil D (fosfato de amonio dibasico 50 mM, acetato de
amonio-acido fosférico 15 mM, pH 4.1). Después las muestras se centrifugaron a
15,200 x g y se transfirieron a un tubo nuevo.

3.2.4.3 Analisis del porcentaje de metilacion por HPLC

Las muestras se pasaron por filtros de 0.22 pm y se colocaron en insertos y
posteriormente en viales para ser inyectados en el HPLC en una columna de fase reversa
Kromasil Cig, 250 mm x 4.6 mm, 5 um (250 x 4.6 mm, 5 um de Phenomenex). Siguiendo
el método usado en Nic-Can et al., (2013). En este método se utilizaron cuatro fases
moviles: fase movil A, agua; fase movil B, acetonitrilo; fase mévil C, metanol y fase movil
D, amortiguador de fosfo acetato (50 mM fosfato de amonio dibasico, 15 mM acetato de
amonio) pH 4.1. El programa utilizado para separar los deoxynucledsidos, fue el gradiente
siguiente: al minuto 4:00 3% fase movil C, 25% fase mévil D; al minuto 11:00 7% fase
movil C, 25% fase mévil D; minuto 15:00 20% fase movil B, 25% fase movil C, 25% fase
moévil D, minuto 15:80 20% fase movil B, 25% fase movil C, 25% fase moévil D, minuto
16:00 25% fase mavil D. En todo el gradiente, el 100% del flujo fue completado con la
fase movil A de forma proporcional en cada tiempo determinado. El flujo utilizado fue de 1
ml min™, manteniendo la columna a 40 °C. La separacion de los nucledsidos fue lograda
inyectando 40 pl de cada muestra. La deteccion en el arreglo de diodos fue realizada a
286 nm a partir de tres replicas por muestra, las mediciones del porcentaje de metilacion
se hicieron de acuerdo al area de los picos para determinar la concentracion de 2’-
deoxycitocina (dC) y 5 -metil-2"-deoxicitocina (5 mdC) en cada muestra usando la formula
(%5 mdC = C 5mdC / [C 5 mdC + C dC] x 100), donde C es la concentracion.
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3.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron analizados utilizando el programa Origin 8. El analisis de varianza
(ANOVA) fue usado para calcular la significancia estadistica y la media + SE (error
estandar). Las diferencias significativas fueron determinadas usando la prueba de Tukey

con una P < 0.05.

3.3RESULTADOS
3.3.1 MICROPROPAGACION DE LOS TRES FENOTIPOS: G,V Y A

Después de evaluar las diferencias fisioldgicas entre los tres fenotipos, era necesario
saber como se comportaban los fenotipos G, V y A durante la micropropagacioén, es decir,
¢,.como crecen y cuantos clones produce cada uno? Para contestar esta pregunta, se
analizo el peso fresco y el tamafio de 10 plantulas G, V y A durante cinco subcultivos
(Figura 3.1a, b).

En el primer subcultivo, se pudo observar que la ganancia en peso fresco fue similar entre
las plantulas G (0.22 + 0.014 g), V (0.18 £ 0.012 g) y A (0.17 £ 0.011 g). En el segundo
subcultivo, las plantulas A incrementaron 2.5 veces mas en peso que en el primer
subcultivo (0.54 £ 0.06 g), mientras que las plantas V (0.44 + 0.057 g) y G (0.45 £ 0.041 g)
doblaron su peso respecto al primer subcultivo. Las principales deferencias se observaron
en el inicio del tercer subcultivo, cuando las plantulas G (1.06 £+ 0.11 g) y V (0.87 £ 0.08 g)
crecieron muy rapido en comparacion con las plantulas A (0.83 + 0.04 g). Fue evidente
gue, del cuarto (1.16 £ 0.119 g) al quinto subcultivo (1.22 + 0.144 g) las plantas G ganaron

mas peso que las plantulas V (Figura 3.1a).

En cuanto a la altura, se pudo observar que en el primer subcultivo los tres fenotipos no
mostraron diferencias entre si. Sin embargo, es de importancia sefialar que aunque las
plantulas A pesaron mas que otros fenotipos en el segundo subcultivo (Figura 3.1a), éstas
fueron 50% mas pequefias que las plantulas G y V (Figura 3.1b). Las diferencias en el
fenotipo G y V con respecto al fenotipo A fueron més evidentes en el tercer subcultivo.
Las plantulas G duplicaron su altura pasando de 2.97 + 0.16 cm a 6.88 + 0.24 cm. Las
plantulas V incrementaron su crecimiento de 4.27 + 0.25 cm a 5.81 + 0.16 cm y las
plantulas A mantuvieron su altura en 3.55 + 0.22 cm. En el cuarto y quinto subcultivo,

hubo un patrén similar en el crecimiento de las plantas Gy V (7.96 + 0.36 cmy 7.88 +
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0.27, respectivamente), mientras que las plantulas A mostraron un minimo crecimiento, ya
gue crecieron menos de 2 cm en promedio durante los cinco subcultivos evaluados
(Figura 3.1b). Para determinar las diferencias en cuanto a la capacidad regenerativa y la
tasa de multiplicacion entre los somaclones G, V y A, a través de cinco subcultivos de 28
dias cada uno, se contabiliz6 el nimero de brotes obtenidos en cada uno de los cinco
subcultivos (Figura 3.1c, d). En general, el fenotipo V generé un mayor numero de brotes
en comparacion de los fenotipos G y A. El experimento comenzé con 25 plantulas de cada
fenotipo, los cuales produjeron en los primeros dos subcultivos, 229.66 = 8.95, 241 +
45.44 y 200.66 + 14.8 brotes en los fenotipos G, V y A, respectivamente. Esto quiere decir
que cada plantula en promedio generé de 8 a 9 brotes. Sin embargo, en el tercer
subcultivo, se observd que habian 825 * 46.5, 695 * 57.57, 574 * 44.30 brotes

acumulados en los fenotipos G, V y A respectivamente.

Al final del quinto subcultivo, un total de 4959 + 222.9, 5827 + 313.5, 4226 + 300.9 brotes
fueron generados en los fenotipos G, V y A, respectivamente. La tendencia en el nUmero
total de brotes generados durante los primeros tres subcultivos fueron muy similares entre
los fenotipos, sugiriendo que la capacidad para generar brotes no fue afectada por las
diferencias fenotipicas, por lo menos en los primeros ciclos (Figura 3.1c, d). Sin embargo,
este patrén cambia al comienzo del cuarto subcultivo, donde la capacidad de A para

generar brotes decrece, mientras que la de V aumenta.
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Figura 3.1. Desarrollo in vitro de los tres fenotipos verde (G), variegado (V) y
albino (A) durante cinco subcultivos. En A se observa la altura acumulada y en
B el peso fresco ganado de 10 individuos. El nimero de brotes obtenido en
cada subcultivo (C) y en escala logaritmica (D) a partir de 25 plantulas. Los
puntos representan las medias y las barras el error estandar de 10 réplicas

biolégicas.

3.3.2 NIVELES DE METILACIC’)N GLOBAL DEL ADN DURANTE LA
MICROPROPAGACION DE LOS FENOTIPOS G, VY A

Con el objeto de entender qué cambios en la metilaciéon en el ADN, a nivel global, podrian
ocurrir durante la micropropagacion de las plantas G, V y A, los cuales pudieran estar
relacionados ya sea con la tasa de multiplicacion o al fenotipo en cierto grado, se midi6 el
porcentaje de 5mdC por cada fenotipo en las plantas madre (MP) y en los brotes
generados en los cinco subcultivos (Figura 3.2). Se llevé a cabo un analisis sistematico de
los cambios en la metilacion del ADN para tener una mejor comprension de la “memoria”
epigenética en los clones. La metilacion en el ADN fue analizada a través del tiempo
(cinco resiembras que equivalen a 5 meses aproximadamente) en las MP de cada
fenotipo para determinar los cambios en la metilacion durante el desarrollo de las plantas.
Ademas, el %5mdC fue evaluado en los brotes generados de las MP para determinar si la

metilacién de los nuevos brotes era la misma de las MP o diferente dependiendo del
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fenotipo generado, asi como del ciclo de cultivo (Figura 3.2a, b y c). Los resultados
indicaron que en los tres fenotipos, los niveles de metilacion de las MP fueron diferentes
dependiendo del fenotipo (Figura 3.2). Las MP-G (plantas madre de fenotipo G) tuvieron
34.4% de metilaciébn mientras que MP-V (plantas madre de fenotipo V) tuvieron 33.40%.
En las MP-A (planta madre del fenotipo A), el porcentaje de metilacion fue de
aproximadamente 2% menos (32.88%) que de las MP-G (34.4%) (Figura 3.2). La
evaluacion de la metilacion en los brotes generados en cada subcultivo mostré algunos
resultados interesantes. Por ejemplo, los brotes obtenidos en el primer subcultivo tuvieron
valores similares a la metilacién de las MP en los tres fenotipos. Sin embargo, en los
subcultivos siguientes, los patrones de metilacibn cambiaron asi como también la
variacién fenotipica. Por ejemplo, en el fenotipo G (Figura 3.2), se observé que las MP
produjeron no solo brotes verdes (Gs-G) sino también brotes variegados (Vs-G) al
comienzo del cuarto subcultivo. También se observé una diferencia significativa en los
niveles de metilacion, mas del 2% en las MP-G en comparacion con los Gs-G en el
segundo y el tercer subcultivo. Sin embargo, en el cuarto subcultivo una disminucién en
los niveles de metilacién fue acompafiado por la aparicién de brotes variegados (Vs-G),
los cuales presentaron bajos niveles de metilacion en comparacion con los Gs-G y MP-G.
Es importante sefialar que los niveles de metilacion de MP-G y Gs-G fueron los mismos
en el cuarto y quinto subcultivo, y que la hipometilacién observada en Gs-G pareciera

estar relacionada con la aparicién de los brotes variegados.

En el caso del fenotipo V (Figura 3.2b), las MP-V generaron no solamente brotes
variegados (Vs-V), sino que también aparecieron brotes verdes (Gs-V) y albinos (As-V) en
el segundo subcultivo. Aunque los niveles de metilacion de los Gs-V y Vs-V en el segundo
subcultivo fueron similares al de las MP-V, los As-V presentaron una hipermetilacion, la
cual fue mantenida hasta el cuarto subcultivo; cuando la metilacién disminuyé en mas de
un 2%, se observé la aparicion de los brotes variegados provenientes de los brotes
albinos (Vs-As). Los niveles de metilacién de los Gs-V fueron mucho mayores que en los
Vs-V en el tercer, cuarto y quinto subcultivo. Interesantemente, los niveles de metilacion
de los Vs-V en el cuarto y quinto subcultivo fueron los mismos que los de las MP-V. Este

mismo resultado fue encontrado en las plantulas G (Figura 3.2a).

En cuanto al fenotipo A (Figura 2.6c), en éste no se generaron ni brotes verdes o
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variegados, y los niveles de GDM fueron los mismos entre las MP-A y los brotes (As-A)
hasta el cuarto subcultivo. Sin embargo, en el quinto subcultivo se observé un incremento
del 2% en los niveles de metilacion en las MP-A, mientras que los As-A disminuyeron por

lo menos 1%.

Aunqgue hubieron cambios en la metilacion relacionados al crecimiento de las MP, asi
como en la aparicion de los brotes en los diferentes fenotipos (Figura 3.2), fue claro que
los brotes G tuvieron una metilacion mayor (34%) que la de los brotes V (33%), y que
estos tuvieron una metilacibon mayor que los brotes A (32%) en el cuarto y quinto
subcultivo (Figura 3.2b). Esos valores de GDM fueron observados en el cuarto y quinto
subcultivo en los brotes de las lineas G, V y A. Por ejemplo, los valores de metilacion de
los Gs-G (34%) (Figura 3.2a) y Gs-V (35%) (Figura 3.2b) fueron similares, y los de As-V
(32%) (Figura 3.2b) fueron similares a los As-A (31%) (Figura 3.2c).
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Figura 3.2. Diagrama de segregacion por cada fenotipo, seguido por los niveles
de metilacion global en el ADN en las plantas madre (MP) y los brotes (s) de las
plantulas verdes (G), variegadas (V) y albinas (A). En los tres paneles
superiores se esquematizan los diferentes subcultivos asi como la aparicién de
la variacion en cada uno de los cinco subcultivos evaluados. Las flechas rojas
representan las MP en el fenotipo G (MP-G), V (MP-V) y A (MP-A). Las flechas
verde, azul y negro representan los brotes G (Gs), V (Vs) o A (As) de los
fenotipos G (Gs-G; Vs-G), V (Vs-V; Gs-V; As-V and Vs-As) y A (As-A),
respectivamente, durante cinco subcultivos. En las graficas A, B 'y C se
muestras el porcentaje de 5mdC en MP y los brotes de los fenotipos G, V y A.
Todas las muestras de las MP y los brotes obtenidos durante la
micropropagacién de cada fenotipo fue cuantificado en cada subcultivo y se
representa el porcentaje de 5mdC de cada muestra en la grafica A (G), B (V) y
C (A). Los puntos en el grafico representan la media de tres réplicas biolégicas
de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas estan
marcadas por diferentes letras en cada punto de datos, de acuerdo a la
comparacion estadistica llevada a cabo por el analisis de varianza (ANOVA) P <
0.05.

3.4 DISCUSION

El albinismo no es evento comun en la naturaleza pero puede surgir de manera fortuita
(Kumari et al.,, 2009; Smith, 1999). El albinismo en plantas ha sido observado en la
micropropagacion de importantes cultivos como cebada (Dunford y Walden, 1991), trigo

(Tuvesson et al., 1989) y arroz (Harada et al., 1990), y por esa razén es considerada una
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variacion somaclonal con relevantes implicaciones bioldgicas (Kumari et al., 2009; Yao et
al.,, 1995; Tuvesson et al., 1989). Existen causas genéticas (Yao y Cohen, 2000; 1995;
Dunford y Walden, 1991) e inclusive epigenéticas que pudieran explicar parcialmente el
albinismo (Wang et al., 2016; Zaffari et al., 1998). En el presente estudio se estudiaron las
diferencias fenotipicas y morfofisiologicas, asi como el papel de la metilacion global en el
ADN, en los tres diferentes fenotipos somaclonales de A. angustifolia. Se observé que el
albinismo causado por las condiciones in vitro afecta el metabolismo de las plantulas y
probablemente esta variacion esté asociada a los cambios en los niveles de metilacion
global en el ADN.

3.4.1 DIFERENCIAS FISIOLOGICAS ENTRE LAS VARIANTES VERDES,
VARIEGADAS Y ALBINAS

Los tres fenotipos mostraron diferencias en el contenido de pigmentos (Cuadro 2.1), la
morfologia del complejo estomético (Figura 2.2 y 2.3) y el metabolismo (Figura 2.4). Por
esa razon se planteé la hipotesis de que esas diferencias podrian afectar el crecimiento y
la capacidad organogénica de las plantulas. El analisis del peso fresco y altura de las
plantas G, V y A durante cinco subcultivos (Figura 3.1a, b) revelaron interesantes
diferencias, especialmente en las plantulas A. En otras especies que son
micropropagadas, los brotes albinos tienen un crecimiento lento. Por ejemplo, en la
micropropagaciéon de brocado “Pink”, las plantulas verdes tienen una mayor altura y peso
fresco que las plantulas albinas (Chin, 1980). Estudios en la regeneracion de brotes
albinos en la micropropagacion de Soymida febrifuga revelaron que los brotes albinos
crecen muy lento en comparacion con el fenotipo verde (Chiruvella et al., 2014). En mis
resultados encontré que aunque hay diferencias muy marcadas en el fenotipo y el
metabolismo existente entre G, V y A, no hay diferencias significativas en la capacidad
para regenerar brotes o el indice de multiplicacion entre los fenotipos somaclonales
durante los primeros tres subcultivos (Figura 3.1c, d). Sin embargo, en el cuarto y quinto
subcultivo, la capacidad de A para generar brotes disminuyd, mientras que la del fenotipo
V incrementd, incluso més que el fenotipo G (Figura 2.5c). Las plantulas V podrian tener
una mayor capacidad organogénica debido a las diferencias fisioldégicas que les permite
mejorar su habilidad para responder a las condiciones de estrés durante el cultivo in vitro
(Duarte-Aké et al., 2016). Como se discutio en el capitulo Il de esta tesis, el contenido

total de clorofila fue mayor en la seccion GV que en la region AV, inclusive en las
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plantulas G (Cuadro 2.1) y también se encontré un incremento de malato en las plantulas
V (Figura 2.4). Por lo tanto, es posible que esas ventajas fisiol6gicas pudieran mejorar su
habilidad para generar mas brotes durante el cultivo in vitro. Durante la generacion de
brotes en callos de tabaco, un dramatico incremento en la acumulacion de malato en los
tejidos cultivados después de la formacion de brotes fue observado (Plumb-Dhindsa et al.,
1979). Sin embargo, una vez que los brotes han sido formados, el contenido de malato
comienza a declinar. En este caso, el malato actia en parte como un agente osmatico,
regulando la expansion celular entre las sucesivas divisiones celulares (Plumb-Dhindsa et
al., 1979).

3.4.2 CAMBIOS EN LOS NIVELES GLOBALES DE METILACION EN EL ADN
Y LA VARIACION FENOTIPICA

Entre las marcas epigenéticas asociadas a la VS, la metilacion en el ADN es la mas
estudiada en variantes somaclonales (Baranek et al., 2010; Bairu et al.,, 2010;
Schellenbaum et al., 2008; Jaligot et al., 2002; Kaeppler et al., 2000; Smulders et al.,
1995; 1993; Kaeppler y Philips, 1993). Por lo tanto, el analisis epigenético fue necesario
para entender el papel de la metilacion en el ADN en las condiciones del ambiente in vitro
y la relacion entre los niveles de metilaciéon y la variacion fenotipica encontrada en A.
angustifolia (Figura 3.2). Hasta ahora, se sabe que la metilacion en el ADN no sélo
cambia de acuerdo al estado de desarrollo de las plantas, sino que también, con los
sucesivos subcultivos, los cuéles han estado asociados con la variacion fenotipica bajo
condiciones in vitro (Rival et al., 2013; Smykal et al., 2007; Diaz-Sala et al., 1995). En la
micropropagacion de Malus xiaojinensis, se observaron variaciones en la morfologia foliar
después de varios subcultivos, y esta variacion empez6 a aparecer cuando los niveles de
metilacion empezaron a disminuir (Huang et al., 2012). En A. angustifolia, se determin6
gue los brotes variantes empezaron a aparecer en el segundo y el cuarto subcultivo en las
plantulas variegadas y verdes respectivamente (Figura 3.2). Entonces, se planted la
hipétesis de que los niveles de metilacion podrian cambiar cuando la variacion ocurre.
Encontramos que en efecto hay un cambio en la metilacion cuando la variacion aparece
(Figura 3.2). En el segundo subcultivo del fenotipo G, hubo un incremento substancial en
los niveles de metilacién. En el tercer subcultivo, los niveles de metilacion disminuyeron, y
en el cultivo subsecuente, fue observado la aparicion de los brotes V de las plantas G. Un

patron similar se encontré en las plantulas V, sugiriendo que el cambio en el porcentaje de
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5mdC podria estar relacionado con la variacion somaclonal encontrada en A. angustifolia.
Se sabe que las condiciones in vitro causan modificaciones epigenéticas en las células
que llevan a cabo constantes divisiones durante la formacién de brotes (Feng et al., 2010;
Koukalova et al., 2005; Avivi et al., 2004; Joyce et al., 2003; Gaspar et al., 1996).

Durante el CTV, la diferenciacién celular es caracterizada por una condensaciéon en la
cromatina por la activacion de la transcripcion y la sintesis y reparacion del ADN (Zhao et
al., 2001), incluyendo las modificaciones en la metilacion del ADN. Ademas, durante el
desarrollo in vitro, los eventos de diferenciacion y regeneracion estan caracterizados por
grandes cambios en la metilacién en el ADN. Por ejemplo, en Populus trichocarpa, se
observé que los tejidos diferenciados tenian eventos de hipermetilacion en su genoma,
mientras que las plantas regenerantes presentaban una hipometilacién (Vining et al.,
2013). Esto sugiri6 que la variacibn epigenética podria ser causada por un
restablecimiento incompleto de las marcas epigenéticas durante la regeneracion
adventicia y el estrés causado por las condiciones in vitro (Us-Camas et al., 2014).
Entonces, es posible que durante la multiplicacién del fenotipo G, las células que forman
el meristemo llevaron a cabo un restablecimiento incompleto de esas marcas
epigenéticas. Estas células meristematicas y otras que tuvieron un correcto
restablecimiento epigenético de las plantulas G, se dividieron, multiplicaron y formaron los
brotes con fenotipo V. De hecho, los brotes V tienen un nivel de metilacién diferente a los
brotes G (Figura 3.2). Stroud et al., (2013) observaron que el cultivo de tejidos puede
causar cambios al azar, afectando ciertos individuos. En este caso, el proceso de cultivo
de tejidos causa una hipometilacion en diferentes sitios del genoma de algunos
regenerantes. A pesar de que en la mayoria de los regenerantes se mantenian eventos
de hipometilacion, otros presentaban cambios de hiper e hipometilacion. Los autores
postularon que esos cambios epigenéticos podrian explicar por qué sélo una proporcion

de individuos presentan variaciones fenotipicas.

Los hallazgos en las plantulas V refuerzan la idea de que la metilacién juega un papel
importante en la variacion fenotipica. De acuerdo con los que se observé en el subcultivo
cuatro, los brotes V generaron brotes con fenotipo A (Figura 3.1). Este cambio
fotosintético, de células sin cloroplastos a células con cloroplastos, fue acompafiado por

una disminucién en los niveles de metilacién de las plantulas albinas. En Clivia miniata, el
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andlisis especifico de los sitios que presentaban una hipometilacion en los fenotipos
variegados y amarillos revelaron que los genes implicados en la biogénesis del
cloroplasto, son regulados por la metilacion en el ADN (Wang et al., 2016). Esto sugiere
que la perdida de metilacién permite la expresion de un “restablecimiento completo” de las
células en los brotes V para generar brotes con fenotipo A. Una posible explicacion podria
ser que la metilaciéon en el ADN podria funcionar como un apagador, y cuando la
conformacion de la cromatina sufre drasticos cambios debido a las modificaciones en

metilacion, reprimiendo genes, permitiendo la generaciéon de brotes variantes.

3.5 CONCLUSIONES

e A pesar de las diferencias contrastantes, los tres fenotipos mantuvieron su capacidad
para generar brotes en cada subcultivo.

e El andlisis sistemético de los patrones de Metilacion del ADN revel6 que los cambios a
la alta y luego a la baja, es decir, una hipermetilacion precedida a una hipometilacién,
generan variacion somaclonal en los fenotipos G y V de A. angustifolia.
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CAPITULO IV

PARTICIPACION DE LA REDUCCION DE LOS COMPONENTES DEL MEDIO
DE CULTIVO Y LA CONCENTRACION DE BENZILADENINA EN EL
PORCENTAJE DE VARIACION Y LOS NIVELES DE METILACION EN EL ADN
EN LOS FENOTIPOS VERDES, VARIEGADOS Y ALBINOS

4.1INTRODUCCION

Entre los sistemas in vitro, la micropropagacion es el método mas utilizado para la
propagacion a gran escala de especies cultivadas de importancia agroeconémica. Entre
las diferentes técnicas de micropropagacion, la propagacion vegetativa de brotes
adventicios, via organogénesis, es la mas usada para la produccién rapida de un gran
namero de plantas a partir de un explante (Sugiyama, 1999; Seckinger, 1991). Durante la
organogénesis, el proceso de division celular, comienza cuando las células que
conforman el meristemo de las plantas madre, cambian su programacion, se diferencian y
dan lugar a brotes que crecerdn y dardn a lugar individuos clonales, permitiendo el
establecimiento de un cultivo genéticamente homogéneo (Zhao et al., 2008; Thorpe,
1990).

Durante el CTV se utilizan diferentes componentes en el medio de cultivo para favorecer o
afectar la respuesta organogénica. El medio de cultivo es siempre un factor importante,
gue provee, tanto los nutrientes, como el ambiente osmotico, 6ptimo para los eventos
morfogénicos. Los nutrientes son uno de los componentes mas importantes, ya que la
ausencia o reduccién de estos, puede afectar fuertemente el crecimiento, el grado y la
calidad de la respuesta morfogénica (Niedz y Evens, 2007). Por ejemplo, la concentracién
de NH," y NO;s puede afectar la regeneracion de brotes en pera (Leblay et al., 1991) y
agave (Robert et al., 2006). También se ha observado que, variando el nivel de Na,SO,,
se puede incrementar la regeneracion de brotes (Chandramu et al., 2003). Por otro lado,
los reguladores del crecimiento, especialmente los niveles de auxinas y citocininas son
sumamente importantes en la formacion de 6rganos y la multiplicacion in vitro de

diferentes especies (Pernisova et al., 2009; Skoog y Miller, 1957).

Sin embargo, eventualmente, durante el proceso de organogénesis se puede observar

diferentes fenotipos con una variedad de caracteristicas que son diferentes a la planta que
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les dio origen. La VS aparece de forma inesperada y puede afectar negativamente el
fenotipo de los clones obtenidos. En general, los principales factores que estan asociados
a la VS pueden agruparse en tres principales: a) factores genéticos (ej. variabilidad
genética, nivel de ploidia, actividad transposoénica, entre otros); b) factores externos,
(temperatura, e intensidad luminica), componentes del medio de cultivo (fuente de
carbono, vitaminas y minerales) (Kou et al., 2011), el balance y la concentraciéon de los
reguladores de crecimiento (Jaligot et al., 2011; Ahmed et al., 2004; Joyce y Cassells,
2002; Gaspar et al., 1996; LoSchiavo et al.,, 1989), y los subcultivos; c) factores

epigenéticos.

Algunos de los factores externos asociados con la VS también han sido asociados a la
aparicion de variegaciéon y en algunos casos al albinismo en las plantas (Liu et al., 2012;
Jacquard et al., 2009; Nuutila et al., 2000; Collins, 1927). Por ejemplo, debido a que las
mutantes que presentan variegacion no pueden metabolizar algunas vitaminas y
minerales, se han realizado diferentes experimentos para tratar de revertir este fenémeno.
Las mutantes yellow stripe (ys1) de maiz no pueden producir hierro, sin embargo, cuando
son cultivadas en medios enriquecidos con este mineral, sus hojas pueden revertir a un
color verde (von Wiren et al., 1994; Bell et al., 1962). También, el albinismo ha sido
tratado, modificando la fuente de carbono, resultando en la regeneracion de plantas
verdes (Wojnarowiez et al., 2004). Saidi et al., (1997) determinaron que en el cultivo de
anteras, las plantas albinas de Triricum turgidm spp. durum, siempre revertian de albino a
verde, cuando la concentracién de azlcar era cambiada en el medio de cultivo. Otros
investigadores encontraron una relacion positiva entre la concentracion de manitol y la
regeneracion de plantas verdes de cebada (Cistué et al.,, 1994). En cebada se ha
reportado, que usando un medio de cultivo adicionado con almidén y melibiosa se pudo
disminuir la aparicién de plantulas albinas en cebada (Sovari y Schieder, 1987). Por otro
lado, en bambu, se ha sugerido que concentraciones elevadas de citocininas, como el
TDZ, y los subsecuentes subcultivos, son factores posiblemente involucrados en la
aparicion de plantulas albinas (Liu et al., 2007). Ademas, el andlisis de las hojas
variegadas de platano ha revelado que el contenido de citocininas es dos veces mas alto
en la region verde que en la amarilla, sugiriendo una alteracion en el metabolismo de las
citocininas en las plantas variegadas (Zaffari et al., 1998). Sin embargo, aunque existen

diversos estudios en los que se sugiere que los factores externos del cultivo de tejidos,
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podrian incrementar o reducir la aparicion del albinismo, las causas siguen siendo

desconocidas en estas especies.

Por otro lado, muchas de las variaciones encontradas en el cultivo in vitro se han
relacionado con cambios epigenéticos, entre ellos la metilacién en el ADN. Por ejemplo,
en palma aceitera (Ong-Abdullah et al., 2015; Jaligot et al., 2011; Jaligot et al., 2002;
Jaligot et al., 2000), maiz (Kaeppler y Philips, 1993), tomate (Smulders et al., 1995),
zanahoria (LoSchiavo et al., 1989), orquideas (Park et al., 2009) y agave (Duarte-Aké et
al., 2016; Diaz-Martinez et al., 2012; De la Pefia et al., 2012) entre otras. Recientemente,
se ha revelado que el albinismo, una VS muy distintiva y facil de reconocer, podria estar
relacionado con cambios en los niveles de metilacién del ADN. Por ejemplo, en clones de
Clivia miniata, con fenotipos verde, amarillo y variegados, se encontrd que las diferencias
en los niveles de metilacion estdn correlacionados con la intensidad de color que
presentan las plantulas (Wang et al., 2016). Adicionalmente, durante la micropropagacion
de variantes somaclonales de A. angustifolia se ha revelado que los cambios en los
patrones de metilacion global pueden asociarse con la generacién de brotes con diferente
fenotipo, ya que durante el seguimiento sistematico de los niveles de metilacién global
durante la micropropagacion de plantulas con fenotipo verde y variegado se determiné
gue hay un aumento entre el 4 y el 6%, respectivamente (Figura 3.2). Estos hallazgos
sugieren que el albinismo en agave es un evento epigenético y probablemente es
ocasionado por las condiciones in vitro. Por esta razén, en este estudio se evalué el
efecto de diferentes factores asociados a la aparicién del albinismo como la reduccién en
los componentes del medio de cultivo (RCM) y la concentracion de BA durante cinco
subcultivos en la capacidad organogénica, la variacion fenotipica y los niveles de
metilacién en los fenotipos G, V y A, para entender qué factor induce o incrementa la

variacion fenotipica y los cambios en la metilacion del ADN.
4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 MATERIAL VEGETAL, CONDICIONES DE CULTIVO Y TRATAMIENTOS

Los experimentos de reduccién de los componentes del medio de cultivo se iniciaron con
25 plantulas de cada fenotipo, las cuales fueron subcultivadas cinco veces. En el caso de
los experimentos con BA, cinco plantas fueron usadas en el comienzo del experimento y

también fueron subcultivadas por cinco ciclos. En ambos experimentos se utilizaron
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plantas de dos meses de edad de los fenotipos verde (G), variegado (V) y albino (A).
Estas plantas fueron cultivadas en cajas Magentas que contenian 50 ml de medio
modificado de Murashige y Skoog, suplementado con 0.11 pM de 2,4-D y 22.2 pM de 6
BA vy solidificado con agar (0.2%) y gel-rite (0.2%) en los tratamientos testigo. Para las
condiciones de reduccién de los componentes del medio de cultivo, el medio fue diluido a
la mitad, a un cuarto y un octavo de su concentracion antes de adicionar el agar y el gel-
rite. En los tratamientos con BA, se utilizaron 22.2 (testigo) 44.4, 66.6 y 88.8 uM. Las
plantulas fueron incubadas en el cuarto de cultivo a 27 + 2 °C bajo 12 h de fotoperiodo (40
pumol m? s™) por 28 dias en cada subcultivo, por cinco subcultivos en total en cada

tratamiento.

4.2.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se llevaron a cabo dos experimentos independientes para la evaluacion del efecto de los
factores externos: reduccion de los componentes del medio de cultivo (RCM) y el balance
en la concentracion de BA, en la regeneracion de brotes, el porcentaje de variacion y en
los niveles globales de metilacion en el ADN. Todos los tratamientos fueron llevados a
cabo en las condiciones descritas anteriormente. En cada subcultivo, los brotes obtenidos
fueron cuantificados y clasificados de acuerdo a su tamafio (los brotes pequefios: 0.5-1
cm; brotes medianos: 1-2 cm y los brotes grandes: de mas de 2 cm) y el fenotipo: G, V y
A. El numero total de brotes obtenidos fue cuantificado para analizar la tasa de
multiplicacién entre los tratamientos en cada fenotipo. Los nuevos brotes obtenidos con
diferentes fenotipos fueron cuantificados y cultivados en cajas Magenta de forma
individual. El nimero de brotes y la tasa de multiplicacién fueron determinados en cada
uno de los cinco subcultivos. La variacién fenotipica de los brotes nuevos fue analizada en
cada uno de los cinco subcultivos y el porcentaje de variaciéon fue calculada partiendo del

namero total de brotes generados como el 100%.

4.2.3 DETERMINACION DE EL PORCENTAJE DE VARIACION

Las plantas cultivadas en los diferentes tratamientos fueron subcultivadas cinco veces. En
cada subcultivo, las plantulas fueron monitoreadas para identificar la presencia de
variantes fenotipicas. Para calcular el porcentaje de variacion, el numero de brotes
obtenidos en cada linea de cultivo (G, V y A), fue tomando en cuenta como el cien por

ciento, y el numero de brotes con fenotipo diferente en cada linea de cultivo, fue usado
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para sacar el porcentaje de variacion en cada linea clonal. Es decir, se multiplic6 el
ndamero de individuos con fenotipo diferente por 100, entre el nimero total de brotes
obtenidos en cada linea clonal.

4.2.4 ANALISIS DE LOS NIVELES DE METILACION GLOBAL DEL ADN

El ADN gendmico de cada uno de los fenotipos y tratamientos fue extraido de acuerdo al
protocolo descrito por Echavarria-Machado et al., (2005). Brevemente, 200 mg de brotes
obtenidos en cada subcultivo, durante la micropropagacién, fueron colectados, macerados
con nitrégeno liquido y mezclados con el amortiguador de extraccion usando 100 mM
Tris-HCL (pH 8.0), 50 mM EDTA y 500 mM de NaCl, suplementado con 20% de SDS y
100 mM B-mercaptoetanol. La precipitacion del ADN fue llevada a cabo con la adicion de
4 M de acetato de sodio. Para el andlisis de la metilacion en el ADN se siguié el método
descrito por Nic-Can, et al., (2013). Brevemente, cinco pug de ADN de cada muestra fue
hidrolizada y mezclada con 5 pl del amortiguador de digestion 10X (200 mM de acido
acético, 200 mM de glicina, 50 mM de cloruro de magnesio, 5 mM de acetato de zinc, 2
mM de cloruro de calcio, ajustado con hidroxido de sodio a pH 5.3), 2 pl de DNAsa |
(D2821-Sigma, 10 U pl™) y 1 pl de nucleasa P1 (N8630-Sigma, 1.25 U/pl) e incubado toda
la noche a 37 °C. Las muestras fueron mezcladas con 5 ul de 100 mM de NaOH y 2 ul de
fosfatasa alcalina (P4879-Sigma, 1 U pl™) e incubada por 3.5 h a 37 °C. Las muestras
fueron analizadas por HPLC y el porcentaje de metilacion en el ADN fue obtenido de los
cromatogramas usando el area de los picos para determinar la concentracion de 2’-
deoxycytosine (dC) y 5-methyl-2"-deoxycytosine (5mdC) en la muestra (%5mdC= C
5mdC)/ [C 5mdC + C dC] x 100), donde C es la concentracion. Todo el analisis fue

realizado con tres réplicas de diferentes extracciones de ADN.

4.2.5 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron analizados usando el programa Origin 8. El andlisis de varianza
(ANOVA) fue usado para calcular el significado estadistico de la media + ES. Las
diferencias significativas fueron determinadas usando la prueba de Tukey con un valor de
P <0.05

55



CAPITULO IV

4. 3RESULTADOS

4.3.1 EVALUACION DEL EFECTO DE RCM Y EL AUMENTO EN LA
CONCENTRACION DE BA EN LA CAPACIDAD ORGANOGENICA DE
LAS PLANTULAS G,VYA
Para evaluar si el periodo prolongado en un medio con deficiencias nutrimentales o el uso
prolongado de altas concentraciones de BA podrian haber influido en la aparicion de las
variantes somaclonales, se evalu6 el efecto de la reduccién de la fuerza iénica del medio
de cultivo a la mitad (1/2), una cuarta parte (1/4) y un octavo (1/8), en el cultivo de cada
uno de los fenotipos G, V y A asi como la adicion de diferentes concentraciones de BA:
44.4,66.6 y 88.8 uM en las plantas G, V y A, durante cinco subcultivos.

Primeramente se evalué el efecto de la reduccion de la fuerza i6nica del medio de cultivo.
Como se muestra en la Figura 4.1, la capacidad organogénica varia dependiendo del
tratamiento y del fenotipo. En el caso de las plantas G, la capacidad para generar brotes
fue afectada severamente en los tratamientos de 1/4 y 1/8 (Figura 4.1a, d) durante todos
los subcultivos, respecto al testigo (medio de cultivo completo). Por otro lado, del tercer al
quinto subcultivo, el tratamiento de 1/2 presentdé una reduccion ligeramente a mas del
50% en el nimero total de brotes generados, respecto al tratamiento testigo (Figura 4.1d).
En comparacién con el fenotipo G, las plantulas con fenotipo V que estuvieron bajo los
tratamientos de 1/2, 1/4 y 1/8 no presentaron una disminucidon considerable de la
capacidad organogénica (Figura 4.1b, e). Los tratamientos de 1/2, 1/4 y 1/8 mastraron una
produccién total de brotes de 879 + 126, 701 + 219 y 463 + 89 en el quinto y ultimo
subcultivo comparado con el medio normal en el que las plantas generaron un total de
5,235 + 345 brotes. Estos datos sugieren que las plantulas V, a diferencia de las plantulas
G, tienen la capacidad de adaptarse a las condiciones de “estrés” a la RCM. En el caso
del fenotipo A, los tratamientos de reduccion de la fuerza i6nica generaron la muerte de
las plantulas desde el segundo subcultivo en el tratamiento de 1/2 y desde el primer
subcultivo en los tratamientos a 1/4 y 1/8 (Figura 4.1c). Esto no ocurrié en el medio de
cultivo completo (testigo). Por lo tanto, se puede concluir que los RCM afecto

severamente la sobrevivencia de las plantulas con fenotipo A.
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Figura 4.1. Variacion en la capacidad organogénica de las variantes
somaclonales: verde (G), variegado (V) y albino (A) bajo el tratamiento de
reduccion de los componentes del medio de cultivo (RCM) durante cinco
subcultivos. Numero total de brotes obtenidos de los fenotipos G (A) V (B) y A
(C), durante cinco subcultivos. ElI nidmero total de brotes obtenidos de los
fenotipos G (D), V (E) y A (F) durante cinco subcultivos en log 10. Los puntos
representan la media = error estandar por tres replicas bioldgicas. Las
diferencias significativas de acuerdo con el andlisis de variancia (ANOVA) P <

0.05 estan representadas con las diferentes letras por cada punto en el grafico.

Para saber si la adicién de diferentes concentraciones de BA podria afectar en nUmero de
brotes en cada uno de los fenotipos G, V y A, se adicioné al medio de multiplicacién
diferentes concentraciones de BA: 44.4, 66.6 y 88.8 uM y se evalué su efecto en el
namero total de brotes generados, durante cinco subcultivos. El fenotipo G present6 un
ligero aumento en la generacion de brotes en todos los tratamientos respecto al testigo
(22.2 uM) hasta el tercer subcultivo (Figura 4.2a, d). La propagacion comenz6 con 5
plantulas en cada tratamiento y al tercer subcultivo se generaron 157 + 10, 309 £ 32, 201+
48, 299 + 77, en 22.2, 44.4, 66.6 y 88.8 UM de BA, respectivamente. Del tercer al quinto
subcultivo se puede apreciar que en los tratamientos de 66.6 y 88.8 M generaron un total
de brotes ligeramente mayor que el testigo. Sin embargo, la concentracion de 44.4 uM fue
la que produjo mayor nimero de brotes en las plantas G. Lo mismo se obtuvo en el caso
de las plantas V. Caso contrario fue para las plantas A, en las que las concentraciones

mas altas de BA (66.6 y 88.8 uM) fueron las que generaron mayor nimero de brotes.
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Incluso en el cuarto y quinto subcultivo se contabilizaron el triple nimero de brotes en

estas concentraciones que en el testigo o en la concentracion de 44.4 uM.

4.3.2. EVALUAQION DEL EFECTO DE LOS RCM Y EL AUMENTO EN LA
CONCENTRACION DE BA EN LA VARIACION DE LOS BROTES DE LAS
PLANTULAS G,VYA

Después de observar que los tratamientos de RCM y de diferentes concentraciones de
BA, afectan y modifican la capacidad organogénica de los tres fenotipos, quisimos
entender si estos tratamientos podrian afectar la variacion entre los fenotipos. Por esta
razén, con el fin de evaluar de qué forma afectaba los RCM y el uso de altas
concentraciones de BA la variacion fenotipica de G, V y A, se monitorearon
sisteméticamente los cambios fenotipicos que presentaron los brotes de las plantulas en
los diferentes tratamientos y se calculé el porcentaje de variacion en cada uno de los
cinco subcultivos (Figuras 4.3y 4.4).

Los tratamientos de reduccién de fuerza iénica provocaron cambios en la coloracién de
las plantulas G (Figura 4.3a, d), necrozamiento y muerte en las plantulas A (Figura 4.3c,
f). Sin embargo, en las plantulas V no se observaron cambios aparentes en la coloracion
(Figura 4.3b). También se pudieron observar cambios de coloracion de las plantulas G
qgue fueron cultivadas en los tratamientos de 1/2, 1/4 y 1/8 (Figura 4.3a). El 10% de los
brotes obtenidos en el tratamiento de 1/4, en el cuarto y quinto subcultivo tenian hojas con
una coloracion purpura (Figura 4.3a, d), lo cual es un indicativo de estrés en las plantas
de agave. Por otro lado, las plantulas que fueron cultivadas en 1/8, tenian una coloracién
muy palida desde el tercer subcultivo, y la tonalidad verde fue disminuyendo hasta el
quinto subcultivo. En cuanto a los porcentajes de variacion (Figura 4.3d), las plantulas G
que fueron propagadas dieron lugar a brotes V en el cuarto y quinto subcultivo en un 2% vy

6% respectivamente.
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Figura 4.2 Variacion en la capacidad organogénica de las variantes
somaclonales: verde (G), variegado (V) y albino (A), bajo diferentes
concentraciones de BA en el medio de cultivo durante cinco subcultivos. Las
gréficas representan el nimero total de brotes obtenidos de los fenotipos G (A),
V (B) y A (C), durante cinco subcultivos y el nimero total de brotes obtenidos en
escala logaritmica de los fenotipos G (D), V (E) y A (F) durante cinco
subcultivos. Los puntos representan la media * error estandar por tres replicas
biolégicas. Las diferencias significativas de acuerdo con el andlisis de variancia
(ANOVA) P < 0.05 estan representadas con las diferentes letras por cada punto

en el gréfico.

En el caso de las plantulas V, éstas no presentaron cambios aparentes en la coloracion
(Figura 4.3b), sin embargo, si presentaron diferentes porcentajes de variaciéon (Figura
4.3e). Por ejemplo, las plantulas cultivadas en el medio testigo (completo) generaron el 2
(19 de 990 brotes), 5 (138 de 2769 brotes), 16 (862 de 5388 brotes) y 10% (1569 de
15705 brotes) de brotes con un fenotipo G, en el segundo, tercer, cuarto y quinto
subcultivo respectivamente. Asi también, se observé la generacion de brotes albinos en
un 2% tanto en el cuarto como en el quinto subcultivo, en el medio de cultivo testigo
(Figura 4.3d). Sin embargo, en el tratamiento de 1/2 se observé una reduccion en la
generacion de brotes G de un 11% en el segundo subcultivo a un 4% en el quinto
subcultivo. Caso contrario en el tratamiento de 1/4, en donde se observé un incremento
en el porcentaje de brotes G generados de un 6% en el segundo subcultivo a un 16% en

el ultimo subcultivo. Las plantas V que fueron cultivadas en 1/8 mantuvieron un porcentaje
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de 2% de brotes G generados a partir del segundo subcultivo, sin embargo, subitamente
en el quinto subcultivo, los brotes G generados aumentd a un 9%.

Por otro lado, para el caso de las plantulas A, éstas fueron afectadas severamente en
todos los tratamientos de reduccion de la fuerza ionica (Figura 4.3c, f). En el tratamiento
de 1/2 desde el tercer subcultivo se observaron tejidos necrosados en los brotes. Ademas
de presentar una reduccién en el nimero total de brotes obtenidos en los tratamientos 1/4
y 1/8 (Figura 4.1b), las plantulas A comenzaron a morir desde el segundo subcultivo
(Figura 4.3c). Estos resultados sugieren que los RCM afectan el fenotipo de las plantulas
G y A, cambiando la coloracién y provocando la muerte, respectivamente. En el caso de
los porcentajes de variacion en los nuevos brotes surgidos de las plantas A en los
diferentes tratamientos, no se encontraron cambios de fenotipo y todos los brotes

generados de las plantas A eran fenotipo A (Figura 4.3f).

En cuanto a los resultados de la evaluacion de diferentes concentraciones de BA en la
generacibn de brotes con variacibn, se determiné que la adicion de diferentes
concentraciones de BA en el medio de cultivo, aumenté el porcentaje de variacion en las
plantulas G y V, sin embargo, en las plantas A no se generaron brotes de ningun fenotipo
que no sea el A (Figura 4.4). Como se muestra (Figura 4.4d) las plantulas G, que fueron
sometidas a los tratamientos testigo, 44.4 y 66.6 UM de BA, generaron brotes con fenotipo
diferente, es decir las plantulas G, generaron brotes V. En el tratamiento testigo, las
plantulas G generaron el 2% de brotes V en el cuarto (23 de 1155 brotes) y quinto
subcultivo (55 de 2742 brotes); solamente en el quinto subcultivo se pudo observar que en
el tratamiento a 44.4 uM de BA, las plantulas G, generaron en un 4% de brotes V (132 de
33016 brotes). El tratamiento 66.6 uM de BA, generd un total de 8% de brotes V en el
cuarto (115 de 1443 brotes) y quinto subcultivo (198 de 2475 brotes). Sorprendentemente,
en el tratamiento méas elevado de BA a 88.8 uM, no se observé la aparicion de brotes V.
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Figura. 4.3 Cambios en los porcentajes de variacién fenotipica en las plantulas

con fenotipos verde (G), variegado (V) y albino (A) bajo el cultivo con medio
Testigo (medio completo) y los tratamientos en la reduccién de los
componentes del medio de cultivo (RCM) a 1/2, 1/4 y 1/8, durante cinco
subcultivos. En los paneles en la parte superior (A), (B) y (C) se muestra la
comparacion del fenotipo de los brotes obtenidos en el primer (S1) y el quinto
(S5) subcultivo los fenotipos G, V y A, respectivamente. En los paneles de la
parte inferior, se muestran los porcentajes de variacion obtenidos de los
fenotipos G (D), V (E) y A (F) en cada uno de los cinco subcultivo. En los
diagramas de pastel, los brotes originados de los fenotipos estan representados
en diferentes colores: verde obscuro para el fenotipo G, verde claro para el
fenotipo V y blanco para el fenotipo A. Los cambios en la coloracion estan
representados en morado (plantas que presentaron una coloracion purpura (P)),

café (tejidos necroticos) y beige (tejidos con una coloracion pélida).

Por otro lado, las plantulas V (Figura 4.4e), generaron brotes con los tres fenotipos G, V'y
A, en todos los tratamientos, incluyendo el testigo. En todos los tratamientos se observo la
aparicion de brotes con fenotipo G desde el segundo ciclo de cultivo. El tratamiento con
88.8 UM de BA gener6 el mayor porcentaje de brotes con fenotipo G del numero total de
brotes, siendo el 21% (86 de 411 brotes) en el segundo cubcultivo, 21% (178 de 855
brotes) en el tercer subcultivo, 29% (457 de 1575 brotes) en el cuarto subcultivo y 33%
(822 de 2493 brotes) en el quinto y ultimo subcultivo. En el testigo sélo generaron 2 brotes

que representa el 2% en el segundo subcultivo (114 brotes en total) y en el tercer, cuarto
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y quinto subcultivo se generaron el 5% (17 de 345 brotes), 18% (148 de 825 brotes) y
16% (418 de 2613 brotes), respectivamente. En el caso de la aparicion de brotes con
fenotipo A, en el tratamiento 66.6 UM de BA, éstos fueron observados desde el segundo
subcultivo a diferencia del testigo y el tratamiento de 44.4 uM de BA, en el que se
observaron brotes con fenotipo A, en el cuarto y quinto subcultivo. En el tratamiento 66.6
UM de BA, en comparacion a todos los tratamientos, incluyendo el testigo, se observo el
mayor porcentaje de brotes con fenotipo A, siendo un 3% (11 de 381 brotes) en el
segundo subcultivo, un 4% (33 de 822 brotes) en el tercer y cuarto subcultivo (56 de 1416
brotes) y por ultimo un 7% (203 de 2907 brotes) en el quinto subcultivo. En el tratamineto
con la més alta concentracién de BA, 88.8 uM, se observaron brotes A desde el tercer
subcultivo con un 2% (17 de 855 brotes), en el cuarto con un 6% (94 de 1575 brotes) y en

el quinto subcultivo con un 4% del total de brotes generados (99 de 2493 brotes).

Las plantas albinas, no generaron brotes con fenotipos G o V, por lo tanto no tuvieron

variaciones durante los cinco subcultivos.
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Figura 4.4 Cambios en los porcentajes de variacion presentes en las plantulas

1

66.6 uM

88.8 M

micropropagadas con fenotipo verde (G), variegado (V) y albino (A). Estos
fenotipos fueron cultivados bajo diferentes concentraciones de BA, 44.4, 66.6 y
88.8 UM y el tratamiento testigo (22.2 uM). Las plantulas de cada fenotipo
fueron subcultivadas durante cinco ciclos. En los paneles en la parte superior
(A), (B) y (C) se muestra la comparacion del fenotipo de los brotes obtenidos en
el primer (S1) y el quinto (S5) subcultivo los fenotipos G, V y A,
respectivamente. En los paneles de la parte inferior, se muestran los
porcentajes de variacién obtenidos de los fenotipos G (D), V (E) y A (F) en cada
uno de los cinco subcultivo. En los diagramas de pastel, los brotes originados
de los diferentes fenotipos estan representados en diferentes colores: verde
obscuro para el fenotipo G, verde claro para el fenotipo V y blanco para el

fenotipo A.

4.3.3. EVALUAC[ON DEL EFECTO DE RCM Y EL AUMENTO EN LA )
CONCENTRACION DE BA EN LOS NIVELES GLOBALES DE METILACION EN
EL ADN EN LAS PLANTULAS G,VYA

Los tratamientos de RCM (Figura 4.3) y las altas concentraciones de BA (Figura 4.4)
afectaron el fenotipo de los brotes obtenidos, modificaron los porcentajes de variacion en
cada linea clonal de las plantulas G, V, A. Sin embargo, era necesario saber si estos
tratamientos podrian afectar también los niveles de metilacion y qué tratamiento afectaba
mas la metilacion de los fenotipos G, V y A. Para ello, se cuantificaron los niveles de
metilacién en el ADN de forma global en los fenotipos G, V y A que fueron cultivados en

tratamientos de reduccién de fuerza idnica del medio de cultivo y bajo diferentes
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concentraciones de BA. Los porcentajes de metilacion en las plantulas con fenotipo G, V'y
A variaron significativamente de acuerdo al fenotipo, el tipo de tratamiento y los
subcultivos (Figura 4.5). En los tratamientos de RCM se observaron diferencias en los tres
fenotipos por subcultivo (Figura 4.5a, b, c).

Los niveles de metilacién de las plantulas G (Figura 4.5a) que fueron cultivadas en los
tratamientos de 1/2 (29%), 1/4 (29%) y 1/8 (28%) fueron inferiores a las plantas cultivadas
en el medio de cultivo testigo en los primeros dos subcultivos (32.25% y 37% en el primer
y segundo subcultivo, respectivamente). A partir del tercer subcultivo se observaron los
cambios mas significativos en los niveles de metilacién en todos los tratamientos (Figura
4.5a). El tratamiento testigo presentdé una reduccion de la metilacion del 4% en
comparacion con los primeros subcultivos. En el caso de los tratamientos 1/2, 1/4 y 1/8,
éstos presentaron un aumento en la metilacion del 12%, 10% y 21%, respectivamente. En
el cuarto subcultivo, aunque los niveles de metilacién disminuyeron subitamente, los
tratamientos de 1/2 (36.7%), 1/4 (37.6%) y 1/8 (41.6%) presentaron una metilacion
superior al testigo (31.3%). Por ultimo, en el quinto subcultivo se observé que en el medio
de cultivo testigo se presentd el menor porcentaje de metilacion (33.45%) y en los
tratamientos 1/2, 1/4 y 1/8 se obtuvieron niveles de metilacion de 36.74%, 42.52% vy
52.25%, respectivamente. Estos resultados sugieren que en los primeros dos subcultivos
los tratamientos de RCM disminuyeron los niveles de metilacion. Sin embargo, a partir del
tercer subcultivo los tratamientos de RCM favorecieron el aumento en la metilacion global
(Figura 4.5a).

En el fenotipo V (Figura 4.5b), en el primer subcultivo, los brotes cultivados bajo el
tratamiento 1/8 obtuvieron el menor porcentaje de metilacién global (27%), seguido del
tratamiento 1/4 (27.66%) y 1/2 (29.79%) respecto al medio de cultivo testigo (32.16%). En
el segundo subcultivo, los brotes del tratamiento 1/4 mostraron la mas baja metilacion
(28%) respecto a los demas tratamientos y el testigo (34%). En el tercer subcultivo, de
forma similar a las plantulas G, los brotes con fenotipo V que fueron cultivados bajo los
tratamientos 1/2, 1/4 y 1/8 presentaron altos niveles de metilacion 46.16%, 46.53% y 43%,
respectivamente, en comparacion con el testigo (32.3%). En el cuarto y quinto subcultivo,
todos los tratamientos disminuyeron los niveles de metilacion en las plantulas V. En el

cuarto subcultivo, los brotes del tratamiento 1/8 pasaron de 39.25% a 31.31%. El
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porcentaje de metilacion en tratamiento 1/4 disminuy6 a 33.11%, en el cuarto subcultivo.
Sin embargo, en el quinto subcultivo, los niveles de metilacion aumentaron a 39.47 %.
Contrariamente, el tratamiento 1/2 y el testigo se mantuvieron en 36.7% y 34%,
respectivamente. Estos resultados muestran que los tratamientos de RCM afectaron la
metilacién global del ADN, provocando una hipermetilacion en los fenotipos G y V, sobre
todo en el tercer subcultivo, sugiriendo que quizés el tercer subcultivo es el momento en el
que la metilacibn es severamente afectada, ya que aumenta abruptamente y

posteriormente disminuye.

En cuanto a las plantulas A, sélo las plantulas del tratamiento testigo fueron evaluadas
durante cinco subcultivos, el tratamiento 1/2 pudo ser evaluado sélo durante los primeros
subcultivos, el tratamiento 1/4 y 1/8 no pudieron ser evaluados después de primer
subcultivo debido a que estas plantas no resistieron los tratamientos y murieron (Figura
4.3c, f). Como se muestra en la grafica c, de la Figura 4.5, las plantulas A que fueron
cultivadas en el medio de cultivo testigo mantuvieron su metilacion entre 28.5y 31.6% a lo
largo de los cinco subcultivos. En el caso del tratamiento 1/2, los niveles de metilacién se
redujeron de 33.6% en el primer subcultivo a 28.5% en el segundo subcultivo. Los
tratamientos 1/4 y 1/8 tuvieron niveles de metilacion global de 31.6 y 32.5% en el primer
subcultivo, respectivamente (Figura 4.5c).

En los tratamientos con BA a 44.4 uM, 66.6 uM y 88.8 uM, se obtuvieron resultados
interesantes en los fenotipos G, V y A (Figura 4.5d, e, f). En el fenotipo G (Figura 4.5d) se
mantuvieron constantes los niveles de metilacién en el testigo y 44.4 uM durante los cinco

subcultivos.
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Figura 4.5 Variaciones en los niveles de metilacién global del ADN en los

fenotipos G, V y A. Las gréficas (A), (B) y (C) muestran los cambios en los

porcentajes de metilacion global del ADN (%5mdC) en los brotes con fenotipo

G, V y A, respectivamente cultivados en medio de cultivo con reduccion en los

componentes nutrimentales durante cinco subcultivos. Las graficas (D), (E) y (F)

muestran los cambios en porcentaje de 5mdC en los brotes con fenotipo G, V y

A, respectivamente cultivados en diferentes concentraciones de BA 22.2 uM

(testigo), 44.4 uM, 66.6 uM y 88.8 uM durante cinco subcultivos. Las diferencias

significativas estan representadas con diferentes letras en cada punto del

gréfico, de acuerdo con la comparacion estadistica realizada por el analisis de
varianza (ANOVA) P < 0.05.

Para el caso de los tratamientos con 66.6 UM (36.14%) y 88.8 uM de BA (38%), se

determiné un aumento en los niveles de metilacion en el tercer subcultivo. Sin embargo,
en el quinto subcultivo los tratamientos de 44.4 uM (35.5%) y 66.6 (35.3%) UM no

mostraron diferencias significativas en los niveles de metilacién, pero si hubo una

diferencia importante entre el testigo (34.3%) y el tratamiento con 88.8 uM de BA (36.8%).

En las plantulas V (Figura 4.5e), todos los tratamientos tuvieron altos niveles de metilacion

en comparacion con el testigo. Sin embargo, en los Ultimos dos subcultivos estos niveles

disminuyeron significativamente. En el primer subcultivo las plantulas que fueron

cultivadas en el tratamiento 44.4 uM de BA, obtuvieron el mayor NMG (36.8%), seguido
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del tratamiento 66.6 pM de BA (34%), 88.8 uM de BA (31%) y el testigo (30%). En el
tercer subcultivo, los tratamientos de 66.6 UM y 88.8 UM de BA tuvieron los niveles de
metilaciébn mas altos de 39% y 40%, respectivamente, y el testigo y 44.4 uM tuvieron los
niveles méas bajos (34.4% y 35.6%, respectivamente). Del cuarto al quinto subcultivo los
niveles de metilacion disminuyeron drasticamente en todos los casos, excepto en el
testigo. Las plantulas cultivadas en el tratamiento testigo mantuvieron los niveles de
metilacién en 32%. Es importante resaltar que a diferencia de las plantulas G (Figura
4.5d) en las que se observé una mayor metilacion en 88.8 UM de BA que en el testigo en
el quinto subcultivo, en las plantulas V (Figura 4.5e) sucedié lo opuesto, en el quinto
subcultivo fueron las plantas testigo las que tuvieron mayor metilacion que las plantas
expuestas a 88.8 UM de BA y lo mismo se observé en las plantulas A (Figura 4.5f).
También de manera general se puede observar que en los tres fenotipos se aprecia una

hipermetilacién en el tercer subcultivo en presencia de 88.8 uM de BA.

El patron de metilacion en las plantulas A (Figura 4.5f) con 88.8 uM de BA tuvo una
dindmica interesante. En el primer subcultivo, las plantulas cultivadas en este tratamiento
tuvieron el nivel de metilacion mas bajo (26.6%) en comparacion a los demas
tratamientos: testigo (32.8%), 44.4 uM (32.8%) y 66.6 uM de BA (31.4%). Del segundo al
tercer subcultivo el tratamiento de 88.8 uM de BA aumento6 sus niveles de metilacion 6%,
de 30.6% a 36.2%. En el cuarto subcultivo, las plantulas en este tratamiento volvieron a
disminuir al 30% y para el Ultimo subcultivo, los niveles de metilacion disminuyeron hasta
21.2%. Esto sugiere fuertemente que el uso prolongado de altas concentraciones de
citocininas afecta de manera importante los niveles de metilacién, teniendo posiblemente

repercusiones en la expresion de genes.

4.4DISCUSION

La VS es un evento que puede suceder espontdneamente en las plantas que son
cultivadas in vitro durante un largo periodo de tiempo. En general, la VS puede ser
causada por diferentes factores: genéticos, externos y epigenéticos. Sin embargo,
dependiendo de la especie, la aparicion de VS tiene diversas causas, siendo las
epigenéticas las menos estudiadas (Us-Camas et al., 2014; Miguel y Marum, 2011,

Rodriguez-Enriquez et al., 2011; Bairu et al., 2010).
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Durante la micropropagacion de A. angustifolia, se encontraron fenotipos con albinismo y
variegacion. Los resultados hasta el momento han apuntado a que el ambiente in vitro y
los cambios epigenéticos estan asociados para la generacibn de estas variantes
somaclonales. Por esta razén, en esta parte de la investigacion, se estudio el efecto de la
RCM vy diferentes concentraciones de BA, en el porcentaje de variacion y los niveles de
metilacién global en el ADN en los tres fenotipos de A. angustifolia. Se observé que cada
especie responde de forma diferente a cada uno de los tratamientos de RCM y BA. Los
tratamientos de RCM afectan la capacidad organogénica de las plantulas y modifican la
coloracion de las hojas en los tres fenotipos; ademas, generan cambios significativos en
los niveles de metilacion en los fenotipos G y V en el tercer subcultivo. Respecto a los
tratamientos con diferentes concentraciones de BA, las concentraciones mas altas
generaron un mayor niumero de brotes en las plantulas A, un mayor porcentaje de brotes
con fenotipo G a partir de las plantas V y altos niveles de metilacion en el tercer subcultivo

en los tres fenotipos.

4.4.1 LA RCM AFECTA LA CAPACIDAD ORGANOGENICA Y LA
COLORACION DE LAS PLANTULAS

Debido a la importancia de los nutrientes del medio de cultivo en la respuesta
organogénica, en esta investigacién se evalu6 el efecto de la RCM en la capacidad
organogénica. Determinamos que todos los tratamientos de RCM, afectaron
significativamente la capacidad organogénica de los tres fenotipos G, V y A (Figura 4.1).
Sin embargo, es interesante mencionar que en el fenotipo V, los tratamientos de 1/4 y 1/8
no afectaron tan severamente su capacidad organogénica (Figura 4.1b, e) en
comparacion al fenotipo G (Figura 4.1a, d). Al parecer el fenotipo V tiene cierta capacidad
para sobrevivir en estas condiciones de “estrés” por la RCM. A pesar de que el fenotipo V
no generd un gran numero de brotes en los tratamientos de RCM en comparacion a las
plantas que estuvieron cultivadas en el medio de cultivo testigo, siguieron generando un
namero considerable de brotes por subcultivo (Figura 4.1b). Quizas esto fue debido a las

caracteristicas fisiol6gicas que poseen estas plantas en comparacion a las plantas G.

Las plantulas V tienen una mayor contenido de clorofila en la region G de sus hojas, asi
como una mayor produccion de malato (Duarte-Aké et al., 2016). Estos datos refuerzan la

teoria de que las plantas V, pudieran estar mejor adaptadas a ciertas condiciones de
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estrés, ya que a pesar de ser cultivadas en medios con una considerable reduccién en los
componentes del medio de cultivo, pueden seguir multiplicandose a una baja, pero
constante velocidad. Se ha observado que las plantas V a pesar de tener una disminucioén
en el contenido de pigmentos y cloroplastos pequefios en la regién blanca, tienen la
capacidad de producir metabolitos necesarios para sobrevivir y crecer (Sun et al., 2017).
Aunado a esto, en plantas variegadas Marble Queen de Epipremnum aureum, se ha
encontrado que no poseen deficiencias en el contenido de nutrientes y acumulan
metabolitos implicados en respuesta al estrés oxidativo (Sun et al., 2017). Por ello, se ha
sugerido que estas plantas utilizan algunas moléculas sefal para mantenerse vivas a
pesar del estrés oxidativo al cual estan expuestas, reduciendo el nivel de compuestos
relacionados al estrés abidtico y oxidativo. Los autores sugirieron que estas plantas
utilizan una estrategia especifica para mantener un umbral muy delgado entre la vida y la
muerte y asi responder positivamente al estrés que estan expuestas (Sun et al., 2017).
Quizas las plantas V de agave, utilizan una estrategia muy parecida a las plantas

variegadas de Epipremnum aureum.

Por otro lado, se observd que las plantas A de agave no pudieron sobrevivir en los
tratamientos de RCM, esto pudo haber sido porque las plantulas albinas no pueden
sobrevivir sin una fuente de carbono (Kumari et al., 2009; Abadie et al., 2006; Yao et al.,
1995; Spoehr, 1942). En este caso, el medio les proporcionaba todos los nutrientes
necesarios para llevar a cabo sus funciones para su metabolismo y crecimiento y al
reducirse la fuente que le proporciona energia, estas plantulas murieron (Figura 4.1c,

Figura 4.3a).

Los tratamientos de RCM no solo afectaron la capacidad organogénica, sino que también
madificaron el fenotipo de los brotes generados en cada subcultivo (Figura 4.3). Varios de
los componentes del medio de cultivo son importantes para la generacion de los
pigmentos como clorofilas y carotenoides, para llevar a cabo funciones metabdlicas
importantes como es la fotosintesis, asi como el crecimiento y desarrollo de las plantulas
(White y Brown, 2010; Skoog y Miller, 1957). La reduccién de estos, generd un cambio en
la coloracion de las hojas en todos los tratamientos de RCM (Figura 4.3a). Estos cambios

se pueden observar de forma mas severa en los tratamientos 1/4 y 1/8.

Es interesante, que el 10% de las plantulas generadas en el tratamiento 1/4 tenian
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pigmentos purpuras en las hojas. Se ha observado que cuando una planta esta
atravesando por un estrés por deficiencia de diferentes nutrientes, ésta acumula
antocianinas por lo cual posee una coloracion rojo-purpura en las hojas (Stewart et al.,
2001). De hecho estudios recientes han revelado que el contenido de flavonoides es un
indicador de la alteracion del metabolismo de la planta debido a deficiencias nutricionales
(Stewart et al., 2001). Por ejemplo, en tomate se compararon extractos de plantas que
habian sido cultivadas en condiciones normales y otras en deficiencia de nitrégeno, estas
tltimas mostraron un incremento significativo en el contenido de antocianinas (Bongue-
Bartelsman y Phillips, 1995). La produccidon de estos pigmentos puede deberse a las
limitaciones de nitr6geno, lo cual podria afectar la fotosintesis, disminuyendo la
disponibilidad de clorofila y dafiando las membranas fotosintéticas debido a la
acumulacién de almidén. Esto también podria permitir el incremento de la sensibilidad a la

luz.

La produccién de pigmentos fotoprotectivos como las antocianinas podria reforzar la
protecciébn contra el dafio oxidativo (Guidi et al., 1998). Asi también, las plantulas
obtenidas en los tratamientos de 1/8 tuvieron una perdida muy visual de la coloracion
verde caracteristica de las plantas de agave que fueron cultivadas en los medios de
cultivo testigo (Figura 4.3a). Esto puede ser debido a que la RCM afecté severamente la
sintesis de pigmentos de clorofila en las plantulas in vitro. Sin embargo, es interesante
gue las plantulas V, no tuvieran este cambio de coloracion, muy probablemente por las

adaptaciones al estrés oxidativo discutidas anteriormente.

4.4.2 LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE BA AFECTAN LA CAPACIDAD
ORGANOGENICA DE LAS PLANTULAS G Y V, PERO NO DE LAS
PLANTULAS A

Los RC tienen un importante papel en el crecimiento y en la diferenciacion celular (Skoog
y Miller, 1957). Los niveles exdgenos y enddgenos de los RC estan altamente
relacionados a la organogénesis de brotes, sobre todo el balance auxinas/citocininas
(Vanstraelen y Benkova, 2012; Zhao, 2010; Santner et al., 2009; Werner et al., 2001,
Sugiyama, 1999). En el cultivo de A. angustifolia, el BA, una citocinina utilizada para
promover la multiplicacién de brotes (Pernisova et al., 2009; Ruzycka et al., 2009) se
encuentra en una proporcién mayor a las auxinas (200:1). Es interesante que el aumento

de la concentracién de BA (44.4 uM) gener6 un mayor namero de brotes generados en
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todos los subcultivos en las plantas G (Figura 4.2a, b) y V (Figura 4.2d, e). Sin embargo, a
mayor concentracion de BA, menor era el numero de brotes formados. Estos datos
sugieren que existe un umbral de concentracién exdgena de BA para que éste actie de
forma positiva generando mayor numero de brotes. Quizas esto es debido a que las
células que estan en contacto con el medio sobrepasan su capacidad para absorber el
contenido total del BA en el medio de cultivo. Otra explicacién podria ser la habituacion a
los RC de tipo citocinina debido a la alta sensibilidad a la BA. En reportes anteriores, se
ha observado cierta habituacién a los RC en la micropropagacién de agave (Robert et al.,
2006).

De manera interesante, en el caso de las plantas A, el mayor nimero de brotes se
generaron cuando fueron cultivadas en altas concentraciones de BA (88.8 uM). Estos
datos sugieren que el metabolismo de las citocininas pareciera ser diferente en las plantas
A en comparacion a las plantas G y V. En la region albina de plantas variegadas de
platano, se ha observado que la concentracion endbégena de citocininas en la region
albina es menor que en la region verde, es decir que el contenido de pigmentos esta

correlacionado a la concentracién enddgena de citocininas (Zaffari et al., 1998).

Estos datos sugirieren que el fenotipo albino tiene un bloqueo en la ruta de biosintesis de
este regulador, y probablemente es causado por la pérdida de pigmentos, asi como el
pobre desarrollo de los cloroplastos, ya que la sintesis de citocininas es llevada a cabo en
este organelo (Sakakibara, 2006; Mok y Mok, 2001). Debido a la pérdida de clorofila, es
probable que el fenotipo A de agave tenga un defecto en la sintesis de citocininas, y
quizas la produccion de brotes dependa exclusivamente de las grandes cantidades de

citocininas afadidas al medio de cultivo.

4.43 LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE BA GENERAN REVERSION EN EL
FENOTIPO DE LOS BROTES DE LAS PLANTULAS V

En diferentes sistemas in vitro, la aparicién de plantas albinas es un gran problema que
conlleva limitaciones en el mejoramiento de las especies. La regeneracion de plantas
albinas respecto a las de fenotipo verde es influenciada en gran medida por factores
genéticos y los factores externos del cultivo in vitro (Kumari et al., 2009; Cistué et al.,
1995). Ademas, se ha observado que la tasa de VS incrementa de acuerdo al tiempo que

el cultivo ha sido mantenido in vitro (Shen et al., 2007; Kuznetsova et al., 2006). Por
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ejemplo, en el cultivo de cebada se ha observado que la aparicion de plantas albinas esta
fuertemente correlacionado con el tiempo que pasa el explante en el medio de induccion
(Cistué et al., 1995). Estos hallazgos concuerdan con lo que encontramos en el fenotipo G
y V. En el fenotipo G hemos observado que los subcultivos son un factor importante para
que se dé la variacion (Figura 4.3d).

Se ha sugerido que los RC de tipo citocinina podrian influir en la aparicién de fenotipos
albinos y variegados en el cultivo in vitro de diferentes especies (Liu et al., 2012; Jacquard
et al.,, 2009; Nuutila et al., 2000; Collins, 1927), como platano (Zaffari et al.,, 1998) y
bambu (Liu et al., 2007). Asi también se ha utilizado para evitar el albinismo en diferentes
especies como trigo (Broughton, 2008; Cistué et al., 2006) y cebada (Cistué et al., 1995).
En agave, la adicién de concentraciones elevadas de BA puede reducir la variacién en el
fenotipo G. En el caso del fenotipo V, las concentraciones elevadas de BA, pueden
incrementar la aparicién de brotes Ay G, en el fenotipo V. En el cultivo de microesporas
de trigo se ha observado que el remplazar kinetina por BA se reduce significativamente la
aparicion de plantas albinas y aumenta la regeneracion de plantas verdes (Cistué et al.,
1995). Ademas, en trigo (Broughton, 2008; Stetler y Laetsch, 1965) y A. thaliana (Larkin et
al., 2003; Chory et al., 1991) se ha utilizado la BA para evitar el albinismo, aumentando la
regeneracion de plantas verdes y promover el desarrollo de los cloroplastos y la sintesis
de clorofila. Broughton et al., (2008) observaron que la adicién de 1 mg I* de IAAy 1 mg
I de BA en el medio de cultivo reduce significativamente la regeneracion de plantas

albinas respecto a las plantas verdes en el cultivo de 6vulos de trigo “Australian spring”.

Se sabe que las citocininas son RC esenciales para la formacién de clorofila y la grana en
los cloroplastos (Mazari y Camm, 1993). Se ha observado que las citocininas pueden
inducir cambios en la ultraestructura del cloroplasto en plantulas de Arabidopsis en
diferentes tiempos después de haber sido transferidas en condiciones de oscuridad a
condiciones de luz. De hecho, incluso en la obscuridad, 1 uM de BA causa la formacién
de las membranas protilacoidales, mientras que esas membranas solo son visibles en las
plantulas silvestres después de 6 h del tratamiento de luz (Cortleven y Schmiilling, 2015;
Chory et al., 1994). La aceleracion de la transicion de etioplastos a cloroplastos es debido

a la formacién temprana de las membranas tilacoidales.

Ademas del efecto de las citocininas en la de-etiolacion, también se ha observado que
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durante las condiciones de luz las citocininas actian incrementando la cantidad de
tilacoides por grana en Cucumis sativus (Farineau y Rousseaux, 1975). También se ha
observado que en mutantes que sobreexpresan el gen CKX1 (gen que codifica para una
enzima que degrada las citocininas), que poseen bajos niveles de citocininas, poseen
cloroplastos poco desarrollados, sugiriendo que se requieren niveles normales de
citocininas para la formacion correcta de los cloroplastos (Werner et al., 2008). Por lo
tanto, la BA podria funcionar como un regulador esencial para la formacion de los
cloroplastos durante la diferenciacién y divisién celular en los procesos de organogénesis
in vitro de agave. Esta idea puede verse reforzada en la reversion del fenotipo que
encontramos en el fenotipo V, ya que he observado que las plantulas que fueron
cultivadas en el tratamiento 66.6 UM de BA, pueden generar hasta un 7% de brotes con
fenotipo A, 5% mas que en el testigo (Figura 4.4e). Cuando las plantulas V fueron
cultivadas en una concentracion mas alta de BA (88.8 uM), estas generaron ligeramente
menos brotes con fenotipo A pero generaron hasta un 17% mas brotes con fenotipo G,
gue el testigo (22.2 uM), indicando que las altas concentraciones de BA genera una

reversion en el fenotipo.

Sin embargo, en las plantas albinas no pudimos ver alguna reversién del fenotipo durante
los cinco subcultivos que fueron propagadas (Figura 4.4c, f). Quizas, esto es debido a que
ademas de las citocininas, hay otro factor que esta involucrado en la variacién. Cémo se
puede observar en el fenotipo V, aunque se generan muchos brotes con fenotipo G, los

brotes con fenotipo A, siguen generdndose (Figura. 4.4e).

4.4.4. LA MAYOR RCM GENERA CAMBIOS EN LOS NIVELES DE
METILACION GLOBAL EN LAS PLANTULAS G YV

Hasta ahora se ha observado que la privacion de los nutrientes puede modificar los
niveles globales de metilacion en el ADN de las plantas. Por ejemplo, en el cultivo
hidropénico de dandelion (Taraxacum officinale) se ha observado que la metilacion del
ADN es modificada por diferentes tipos de estrés, entre ellos la deficiencia nutricional
(Verhoeven et al., 2010). En otro estudio, plantulas de arroz que fueron cultivadas en
privacion de N, tenian alterados niveles de metilacién en el ADN. El 50% de los patrones
de metilacion alterados fueron reencontrados en la progenie, lo cual eventualmente

permitidé una alta tolerancia a la privacion de N. En los experimentos realizados con agave
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se encontro que a pesar de los altos niveles de metilacién que tenian los brotes, estos no
perdieron su capacidad para seguir multiplicandose (Figura 4.1b). Sorprendentemente, las
plantulas V sufrieron grandes cambios en los niveles de metilacion en el tercer subcultivo
(Figura 4.5b). Sobre todo en el tratamiento 1/4, las plantas presentaron cambios en los
niveles de metilacion en los ultimos ciclos de cultivo. Estos cambios en los niveles de
metilaciébn podrian deberse a que estas plantas presentaron una resistencia a la
multiplicacion a pesar de que el medio en el cual crecian, carecia de todos los nutrientes
necesarios para sobrevivir, estas plantulas siguieron multiplicAndose, incluso dando

brotes con diferentes fenotipos.

4.4.5 LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE BA AFECTAN SEVERAMENTE
LOS NIVELES DE METILACION EN LAS PLANTULAS VY A

Se han visto en varios reportes que los RC modulan la metilacién en el ADN (Jaligot et al.,
2011; Kou et al., 2011; Ahmed et al., 2004; Joyce y Cassells, 2002; Gaspar et al., 1996;
LoSchiavo et al., 1989). Por ejemplo, en el cultivo de Malus xiaojinensis se ha observado
gue la metilacion en el ADN puede disminuir al aumentar la concentracion de BA usada
en el medio de cultivo. Sin embargo, la metilacion en el ADN también disminuye de
acuerdo al numero de subcultivos (Huang et al., 2012). En A. angustifolia se evalu6 el
efecto de diferentes concentraciones de BA en la modulacién de la metilacion en el ADN
durante cinco ciclos de cultivo y se determin6 que en el tercer subcultivo, los brotes que
estuvieron cultivados en concentraciones elevadas de BA (88.8 pM) mostraron un
aumento significativo en la metilacién del ADN en los tres fenotipos. También se observo
que en el Ultimo subcultivo, tanto los brotes con fenotipo V (Figura 4.5e) y A (Figura 4.5f)
tuvieron una disminucion en la metilacién, caso contrario en los brotes G (Figura 4.5d).
Estos datos sugieren que cada fenotipo responde de forma diferente a los tratamientos
con BA, quizas esto podria estar involucrado con la capacidad de metabolizar las

citocininas.

4.5CONCLUSIONES

e Los tratamientos de reduccidn de nutrientes en el medio de cultivo afectaron el

fenotipo de las plantulas G y Ay redujeron su capacidad organogénica

e Los tratamientos de la reducciéon de nutrientes en el medio de cultivo afectaron
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severamente los patrones de metilacion del ADN de forma global en los fenotipos G,

provocando una hipermetilacion en todos los tratamientos.

Las altas concentraciones de BA aumentaron la capacidad organogénica solo en las
plantulas A, sugiriendo que el metabolismo de las citocininas es diferente en las
plantulas A respecto a las plantulas Gy V

Las concentraciones elevadas de BA redujeron el porcentaje de variacion en el
fenotipo G y aumentaron el nimero de brotes con fenotipo G en las plantulas V,

sugiriendo que las citocininas podrian ayudar a reducir la variacion.

En las plantulas V y A se encontraron cambios significativos en la metilacion del ADN

en los tratamientos con altas concentraciones de BA en comparacion con el testigo.
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CAPITULO V

CONSECUENCIAS FISIOLOGICAS Y EPI}GENETICAS EN PLANTAS G,VY A
EXPUESTAS A BAJA INTENSIDAD LUMINICA

5.1INTRODUCCION

La luz desencadena diferentes cambios en el desarrollo y la morfologia de las plantas.
Estos cambios incluyen la diferenciacion de las hojas y cotiledones, inhibicion del
crecimiento y elongacion del tallo, la produccién de clorofila (Karlin-Neumann et al., 1988),
y el desarrollo de cloroplastos con la capacidad fotosintética (Gruissem, 1989).

Durante el cultivo in vitro, la luz es uno de los factores ambientales que tiene un gran
efecto en el desarrollo de los tejidos vegetales. Los requerimientos de luz incluyen la
intensidad, el fotoperiodo y la calidad de luz. La intensidad de luz podemos medirla de
acuerdo a la cantidad de fotones emitidos a una velocidad determinada. Por otro lado la
calidad de luz, depende de la longitud de onda a la cudl ésta es transmitida. La luz es
necesaria para regular ciertos procesos morfogénicos en el cultivo in vitro (Murashige,
1974). Por ejemplo, la luz es necesaria para la formacion de brotes (Nebel y Naylor,
1968), la iniciaciébn de raices, la iniciacion de la fotosintesis como resultado de la
diferenciacién de los cloroplastos. De hecho, la luz actlla en conjunto con las citocininas
para inducir el desarrollo de cloroplastos y la sintesis de clorofila en las suspensiones
celulares de zanahoria (Kumar et al., 1983; Neumann y Raafat, 1973) y durante el
reverdecimiento de plantulas etioladas de Arabidopsis (Ma et al., 2001; Frankhauser y
Chory, 1997). En cuanto a la intensidad de luz, se ha observado que bajas intensidades
favorecen procesos complejos de diferenciacion celular como embriogénesis y la
organogénesis, mientras que la obscuridad favorece el crecimiento de callos (Bagga et al.,
1985; Seibert et al., 1975; Ammirato y Stewars, 1971; Weis y Jaffe, 1969; Skoog, 1944).

Por otro lado, se ha observado que la luz podria tener un papel importante en el
albinismo. La formacién de plantas albinas es caracteristica de ciertos genotipos y el
desarrollo de plantas albinas puede verse reducida modificando el protocolo de cultivo.
Durante la regeneracion de plantas verdes, la intensidad de luz utlizada es muy
importante, debido a que la formacion del cloroplasto es dependiente de luz (Mullet,

1988). La intensidad luminica es un factor importante que regula la actividad y la
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composicion de las membranas tilacoidales. Sin embargo, es interesante mencionar que
se ha observado que modificando las condiciones de luz se ha podido reducir la aparicién
de plantas albinas en timoti. Guo et al., (1999) observaron que intensidades de 4.5 pmol
m? s™, pueden disminuir el porcentaje de plantas albinas generadas respecto a fenotipos
verdes de 4.96% a 1.42%, durante la embriogénesis de Phleum pratense.

Es evidente que la luz tiene un efecto visual en el fenotipo de las plantas, pero también,
es un factor clave en la regulacion de la expresion génica y actualmente se ha propuesto
que la luz podria actuar como regulador de proteinas implicadas en la fotosintesis y
proteinas sensibles a la luz por la via epigenética. Hasta ahora, se ha observado que en
presencia de luz se expresan los genes que codifican para las enzimas involucradas en la
metilacion del ADN, DRM1 (DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE1),
MET1 (METHYLTRASFERASE1) y CMT3 (CHROMOMETHYLASE3) (Bourbousse et al.,
2015). De acuerdo al andlisis, usando endonucleasas sensibles a la metilacién, en maiz
se ha encontrado que enzimas involucradas en la fotosintesis como la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), la subunidad mayor y menor de la RuBisCO son
reguladas por luz y éstas a su vez pueden ser reguladas epigenéticamente por la
metilacion en el ADN (Ngernprasirtsiri et al., 1989). En otros estudios, se han observado
cambios en la metilacion del ADN en la region promotora de los genes que codifican estas
enzimas, regulando su expresion. Otros estudios han revelado que la expresion del gen
PEPC es inducida por la luz y esta correlacionado con una disminucion de la metilacion

en la region promotora (Langdale et al., 1991).

En el Capitulo | de este trabajo reportamos que los cambios en los niveles globales de
metilacién en el ADN estan asociados con la generacion de las variantes somaclonales y
probablemente éstos son causados por las condiciones medioambientales in vitro. Asi
también, en el Capitulo Il, se reportaron los resultados de la reduccién de los
componentes del medio de cultivo y de la exposicion a diferentes concentraciones de BA.
Los resultados del Capitulo Il muestran que ambos tratamientos modificaron los patrones
de metilacion de forma diferencial en cada uno de los fenotipos y que esta metilacion esta
asociada a la generacion de brotes con diferente fenotipo, reforzando la idea de que el
ambiente in vitro es un factor clave en la generacién de la variacion somaclonal en A.

angustifolia. De manera particular, en los tratamientos con altas concentraciones de BA,
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determinamos que las plantulas G generaban solo brotes con fenotipo G. Sin embargo, en
las plantulas V generaban un gran numero de brotes con fenotipo G, pero también con el
fenotipo A, sugiriendo que ademas de la BA, hay por lo menos otro factor que podria estar
involucrado en la generacion de VS en A. angustifolia. Uno de esos factores podria ser la
luz, debido a todo lo discutido anteriormente, podria jugar un papel importante durante la
generacion de plantas albinas. Por esta razon en esta parte de la investigacion se
evaluaran diferentes condiciones de luz en los fenotipos G, V y A, lo cual nos ayudara a

entender los cambios fisiol6gicos y epigenéticos que podrian ser regulados por la luz.

5.2MATERIALES Y METODOS
5.2.1 MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

Setenta y cinco plantas de tres meses de edad de cada uno de los fenotipos G, Vy A
fueron cultivados en cajas Magentas que contenian 50 ml de medio modificado de
Murashige y Skoog, suplementado con 0.11 uM de 2,4-D y 22.2 uM de 6 BA y solidificado
con agar (0.2%) y gel-rite (0.2%). Las plantulas fueron incubadas en el cuarto de cultivo a
27 + 2 °C bajo tres diferentes condiciones de luz: el grupo testigo (L), el cual fue incubado
bajo un fotoperiodo de 12 h con una intensidad luminica de 40 pmol m? s™; el grupo a
baja intensidad de luz (B), el cual fue incubado bajo un fotoperiodo de 12 h con una
intensidad luminica de 0.10 pmol m? s y el grupo en oscuridad total (O), el cual fue
incubado en un cuarto oscuro las 24 h. Las plantulas fueron puestas en estas tres

condiciones de luz durante 28 dias.

5.2.3 CARACTERIZACION FENOTIPICA

5.2.3.1 ALTURA, PESO FRESCO, PESO SECO Y NUMERO DE BROTES
TOTALES

Al inicio (tiempo cero, TO) y al final (después de 28 dias, 1M) del experimento se midi6 la
altura, el peso fresco (PF) y el peso seco (PS) de cinco plantulas por fenotipo (G, V y A),
las cuales fueron incubadas bajo cada una de las tres condiciones de luz, L, B y O,
mencionadas anteriormente. Para obtener el PS de las plantulas, éstas se pesaron antes
y después de ser incubadas en un horno a 80 °C durante 7 dias. El nimero total de brotes
obtenidos en cada uno de los tres fenotipos, G, V y A fueron contabilizados al final del

experimento (T1M).
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5.2.3.2 CUANTIFICACION DE PIGMENTOS

La cuantificacién de clorofilas (a y b) y carotenoides totales fue realizada de acuerdo al
protocolo descrito por Duarte-Aké et al., (2016). Brevemente, 200 mg de peso fresco de
cada fenotipo, G, V y A, previamente cultivadas en las tres condiciones de luz (L, By O)
en TO y T1M fueron colectados y mezclados con 1.5 ml de acetona al 80% y macerado en
un mortero. El extracto fue transferido a tubos Eppendorf de 2 ml y centrifugado a 9,360 x
g por 10 min a 4 °C. La pastilla fue lavada con acetona fria al 80% hasta eliminar la
coloracion verde por completo. El sobrenadante fue colectado en tubos de ensayo. El
extracto fue aforado a 5 ml y se colocaron en celdas para espectrofotometro (Beckman
Coulter DU650) y se midieron a 663 nm (clorofila a), 646 (clorofila b) y 470 nm
(carotenoides). La concentracion de clorofilas y carotenoides fue calculada como se
describe en Wellburn (1994).

5.2.4 CUANTIFICACION DE LOS NIVELES GLOBALES DE METILACION EN
EL ADN

El ADN genomico se extrajo de plantulas de los fenotipos G, V y A, cultivadas bajo las tres
condiciones de luz (L, B y O) de acuerdo al protocolo descrito por Echavarria-Machado et
al., (2005). Brevemente, 200 mg de las plantulas TO y T1M fueron colectados y mezclados
con el amortiguador de extraccion usando 100 mM Tris-HCI (pH 8.0); 50 mM EDTA y 500
mM de NaCl, suplementado con 20% de SDS y 100 mM B-mercaptoetanol.
Posteriormente, el ADN se precipitd con la adicion de 4 M de acetato de sodio. El
sobrenadante fue homogenizado con 12 mg de diéxido de silica (S5631- Sigma). EI ADN
fue lavado con etanol al 70% y se resuspendié en agua ultra pura (pH 7.5). La digestion
del ADN vy la separacion de los nucleésidos se realiz6 de acuerdo a De la Pefia et al.,
(2012). El porcentaje de metilacion en el ADN fue obtenido de los cromatogramas de fase
reversa usando el area de los picos para determinar la concentracion de 2" -deoxycytosine
(dC) y 5-methyl-2"-deoxycytosine (5mdC) en la muestra (%5mdC= C 5mdC)/ [C 5mdC + C
dC] x 100), en la que C es la concentraciéon. Todo el andlisis fue realizado con tres

réplicas de diferentes extracciones de ADN.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 EFECTOS DE LAS CONDICIONES DE LUZ EN EL FENOTIPO DE G, VY
A

Para entender qué papel tiene la luz en las plantas G, V y A de agave se analizaron

primeramente los cambios en el fenotipo (Figura 5.1 y 5.2) como son la altura (Figura

5.2a), el numero de hojas (Figura 5.2b), el peso fresco (Figura 5.2c) y el peso seco

(Figura 5.2d) en los tres fenotipos G, V y A bajo las tres condiciones luminicas (L, B y O).

Se observé que las plantas G, que fueron incubadas en condiciones L, mostraron una
morfologia y una coloracién caracteristica de las plantas de agave que son cultivadas in
vitro (Figura 5.1). Sin embargo, las plantas que estuvieron en las condiciones B y O
mostraron caracteristicas fenotipicas propias del fenémeno de etiolacion. En particular, las
plantulas que fueron cultivadas en la condicion B mostraron un adelgazamiento en las
hojas y una pérdida de la coloracion, esta pérdida de la coloracion se puede observar
incluso en los brotes (Figura 5.1, flechas amarillas). De igual forma, las condiciones de O
afectaron el fenotipo de las plantulas G, ya que éstas mostraron una pérdida en la

coloracion.

Las plantas V que fueron cultivadas en las condiciones B y O mostraron un
adelgazamiento en las hojas, asi como una elongacién mayor a las condiciones L. En
cuanto a las plantulas A, se observaron cambios muy significativos. Las plantulas que
fueron cultivadas en las condiciones B mostraron cambios en la coloracién de sus hojas y
se podia apreciar incluso una coloracion verde palida, sobre todo en la regién apical de
las hojas. Al igual que las plantulas G y V, las hojas de las plantulas A mostraron un
adelgazamiento y una elongacion muy pronunciada en las hojas tanto en el tratamiento B
como el tratamiento O. Es interesante notar que el reverdecimiento encontrado en las
plantulas A, solo se observé en las condiciones de baja intensidad de luz (B) pero no en el

caso de oscuridad total (O).
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Figura 5.1 Efecto de diferentes condiciones de luz en los fenotipos verde (G),
variegado (V) y albino (A). El experimento se realizé con 15 plantulas (TO) que
fueron cultivadas en las condiciones de intensidad luminica de 40 umol m?s™,
con fotoperiodo 12/12 h (L); en condiciones de baja intensidad luminica (0.10
pmol m? s™), con fotoperiodo 12/12 h (B) y en condiciones de total oscuridad
(O). Las flechas rojas indican el reverdecimiento observado en las plantulas A

gue fueron incubadas en condiciones de baja intensidad luminica.

Por otro lado, estos cambios fenotipicos fueron analizados de forma cuantitativa (Figura
5.2). En cuanto al cambio mas visual que fue la altura de las plantulas, cuantitativamente
se pudo observar que las plantulas con fenotipo V y A mostraron un incremento
significativo en la altura en las condiciones O en comparacion con L. Las plantulas Vy A
en las condiciones O tuvieron una altura de 4.29 = 0.10 cm y 45 = 0.16 cm
respectivamente, en comparacion de las plantulas V y A del tratamiento L, las cuales
tuvieron una altura de 3.9 + 0.12 cm y 3.84 + 0.11 cm, respectivamente. Sin embargo, se
pudo observar que en las condiciones B las plantulas con fenotipo V tuvieron un ligero
incremento en la altura (4.23 £ 0.20 cm) en comparacion con las plantulas cultivadas en

las condiciones L (3.9 + 0.12 cm). Es interesante notar que las plantulas A en la condicién
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B mostraron una altura mucho menor (3.47 + 0.08 cm) que las plantulas A cultivadas en la
condicion L (3.84 + 0.11 cm).

Aunque las plantulas crecieron significativamente en las condiciones de O, el PF (Figura
5.2b) y el PS (Figura 5.2c) también se afectd bajo las diferentes condiciones luminicas. En
cuanto al peso fresco, se pudo observar que en general las plantulas de los fenotipos G, V
y A que fueron cultivadas bajo las condiciones L presentaron una mayor ganancia de peso
fresco. Por otro lado, las plantulas con fenotipos G, V y A que fueron cultivadas en las
condiciones de B y O no tuvieron una ganancia significativa en el PF en comparacion al
TO.

Debido a que a pesar que las plantulas V y A tuvieron un incremento en la altura (Figura
5.2a) debido a la elongacion de las plantulas (Figura 5.1), no presentaron una ganancia
significativa en el PF (Figura 5.2b). Para saber si esta diferencia era debida a la pérdida
de agua, se analiz6 el PS de las plantulas. Se encontr6 que las plantulas G, V y A tienen
un PS similar a las plantulas que fueron cultivadas en las condiciones de L (Figura 5.2c),
las cuales obtuvieron una mayor ganancia en PF (Figura 5.2b). Es decir, que la diferencia
entre los tratamientos es la acumulacion de agua. Por otro lado, se pudo observar que las
plantulas que fueron cultivadas en la condiciébn B no mostraron diferencias significativas

en el PS, extrafiamente el fenotipo G mostré una disminucion en el PS.

Otro parametro que se evalu6 fue el numero de hojas que tenian las plantas, ya que
mientras mas hojas tengan, mayor serd su PF. Al analizar las diferencias en cuanto al
namero de hojas, se encontré que las plantulas G y V, en la condicién L, tenian un mayor
nuimero de hojas en comparacion con las condiciones O y B. Al parecer, ademas de la
gran acumulacién de agua, las plantulas G y V poseian un mayor nimero de hojas y por

esa razon tenian grandes cantidades de PF en comparacion con las condiciones O y B.
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Figura 5.2 Analisis de los cambios morfolégicos observados entre los tres
fenotipos, verde (G), variegado (V) y albino (A) en el tiempo TO y después de 28
dias bajo diferentes intensidades luminicas: 40 umol m? st con fotoperiodo
12/12 h (L); en condiciones de baja intensidad luminica (0.10 umol m? s'l), con
fotoperiodo 12/12 h (B) y en condiciones de total oscuridad (O). (A) Altura de G,
V y A. (B) Peso fresco de G, V y A. (C) Peso seco entre G, V y A. (D) Nimero
de hojas de G, V y A. Las barras con la misma letra no presentan diferencias

significativas de acuerdo a la prueba Tukey P < 0.05 (n=10)

Ademas de los cambios morfolégicos, también se observaron cambios significativos en
las clorofilas a y b, asi como en los carotenoides totales (Cuadro 5.1). En el fenotipo G se
encontré que, bajo las condiciones de B, hubo una reduccion de clorofila a de un 80%, de
clorofila b de un 64%, y en el contenido de carotenoides de un 76% en comparacion con
el testigo. En cuanto a las condiciones de O, se pudo observar una reduccién en el
contenido de clorofila a de 85%, clorofila b de 73% y carotenoides del 83% en
comparacion con las condiciones L. En cuanto a la relacién chl a/b, se observé una
relacion de 2.14 + 0.30 en las plantulas que se encontraban en las condiciones L, 1.42 +

0.05enBy1.08 +0.04 en O.

En el fenotipo V, al igual que en el fenotipo G, se pudo observar una reduccién en el
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contenido de pigmentos, inclusive mas severos. Las plantulas en la condicion B
presentaron una reduccion en el contenido de clorofila a del 86%, clorofila b del 90%,
carotenoides de 88% respecto a las plantulas en la condicién L. En O, la reduccion del
contenido de pigmentos respecto a la condicién L, fue alin mas severa ya que se observo
una reduccion del 92% de clorofila a, 93% de clorofila b y 92% de carotenoides en
comparacion con el testigo. En cuanto a la relacion Chl a/b, se pudo observar que las
plantulas en la condicion L tenian una relacion de 0.83 £ 0.08, mientras que en B fue de
1.75+0.49yen O de 0.73 £ 0.46.

En las plantulas A, se encontraron resultados muy interesantes (Cuadro 5.1). Se observo
un aumento en el contenido de Chl a y Ch b en las condiciones de B y O, respecto al
testigo. En la condicién B se pudo observar un incremento de 40 veces mas en cantidad
de Chl a y siete veces mas de Chl b en comparaciéon con L. Por otro lado, en la condicién
O se pudo observar un aumento de 33 veces mas de Chl ay 5.9 veces méas de Chl b en
comparacion con la condicion L. Respecto a la relacibn de Chl a/b se observé un
incremento significativo entre condiciones, pasando de 0.166 = 0.32 en las plantulas
expuestas a L, a 1.04 £ 0.32 y 1.26 + 0.52 en las plantulas en las condiciones B y O,

respectivamente (Cuadro 5.1).
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Cuadro 5.1 Cuantificacion de pigmentos (ug g PF) en las tres variantes

somaclonales: verde (G), variegado (V) y albino (A), al inicio del experimento (TO)

y después de cuatro semanas expuestas a condiciones de luz (L), baja intensidad

luminica (B) y oscuridad total (O)".

Fenotipo Pigmentos TO L B (0]

G Chla 397.27+ 86.35°  501.54 +51.49° 109.36 + 12.57°  75.38 + 4.80°
Chlb 209.78 + 36.45° 256.81+43.55°  76.10+6.82°  69.90 + 4.33
Chl total 703.26 + 89.63°  758.362 + 89.94° 185.46 +19.21° 14529 + 8.71%

Carotenoides  309.36 + 52.18°  408.78 + 92.89" 89.44 + 8.09" 70.65 + 4.19%

Chl a/b 2.09+0.31° 2.14+0.30° 1.42 +0.05 1.08 £ 0.04°

Y Chla 266.15+21.67° 300.04 +22.22°  43.98+7.05°  24.55+7.37°
Chlb 301.62 + 38.56° 382.14 +58.38"  38.42#12.16"°  27.01 +8.20°
Chl total 549.76 + 77.25° 682.18+79.90"  82.41+19.10° 51.57 +14.10°

Carotenoides 201 + 97.25° 310.27+37.08°  36.98+857" 2351 +7.01°

Chl a/b 0.76 + 0.54° 0.83 + 0.08 1.75 £ 0.49" 0.73 + 0.46°

A Chla 0.69 + 0.46° 0.78 + 0.50° 31.76 +9.71°  25.85+7.56"
Chlb 2.9 +0.65% 3.85+1.07° 29.61+12.33°  22.90 +8.98"
Chl total 5+ 0.35% 4.64 +1.36 61.37 +21.78° 48.75+16.31"

Carotenoides 11.2 £5.3% 16.80 + 12.02° 24,54 +9.32° 17.39 + 6.78°

Chl a/b 0.12 + 0.09° 0.166 + 0.10° 1.04 £ 0.32° 1.26 + 0.52°

! Los valores representan las medias + ES basado en tres réplicas biolégicas de tres

experimentos independientes. Las diferentes letras en cada columna indican las

diferencias significativas entre las medias con un a = 0.05 de acuerdo a la prueba

Tukey.
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5.3.2 EFECTO DE LAS CONDICIONES DE INTENSIDAD LUMINICA EN LOS

NIVELES DE METILACION EN EL ADN DE LOS FENOTIPOS G,Vy A
Debido a que se observaron diferencias en la coloracion de las hojas, acompafiado por un
incremento en la acumulacién de Chl a en las plantulas A que fueron cultivadas en
condiciones de baja intensidad luminica (B), se planteé la hip6tesis de que los niveles de
metilacion en el ADN pudieron haberse modificado en tales condiciones. Primeramente,
se encontrd que en el fenotipo G, las condiciones de B y O afectaron la metilacién global
en el ADN (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Porcentaje de metilacion global en el ADN (%5mdC) en los fenotipos
verde (G), variegado (V) y albino (A) en el TO y bajo los diferentes condiciones
de luz (L, B y O) durante 28 dias. Las diferencias significativas estan
representadas con diferentes letras en cada punto del grafico, de acuerdo con
la comparacién estadistica realizada por el analisis de varianza (ANOVA) P <
0.05.

En el TO y en las condiciones de L, la metilacion de las plantulas G era 34.7%. Sin
embargo, en las condiciones de B y O la metilacion se redujo a 29.7% y 26.7%,

respectivamente. Por otro lado, en el fenotipo V hubo una ligera reduccién de la metilacion
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en la condicion B (31.6%), respecto a el TO (33.4%) y L (34.10%) Contrariamente, en las
plantulas con fenotipo A, se encontré que bajo las condiciones de B (33.1%) el nivel de
metilacién global era alrededor de un 3% mas alto, respecto a TO (31.1%), L (30.5%) y O
(29.1%) (Figura 5.3). Las plantulas A que fueron cultivadas en la condicién de B
presentaron un aumento significativo en la acumulacién de Chl a (Cuadro 5.1), esto
pudiera explicar en cierto modo el reverdecimiento observado en las plantas expuestas a

esta condicion luminica (Figura 5.1).

5.4 DISCUSION

La luz es un factor ambiental que desencadena procesos vitales para la supervivencia de
las plantas como la fotosintesis, estimula la acumulacion de pigmentos fotosintéticos y de
fotoproteccion como son clorofilas y carotenoides (Juao et al., 2007; Aluru et al., 2001;
Frankhauser y Chory, 1997) y contribuye al desarrollo, crecimiento y el metabolismo de
las plantas (Frankhauser y Chory, 1997). Por otro lado, la ausencia de luz desencadena el
fendmeno de etiolacién, el cual se caracteriza por una disminucion en el contenido de
pigmentos fotosintéticos y de fotoproteccion (Chory et al., 1989; Mullet, 1988). Sin
embargo, la etiolacion también promueve el incremento de auxinas enddgenas en la
planta ocasionando el crecimiento apical de las plantas (Esmon et al., 2006; Fuchs et al.,
2003). Las plantas que son cultivadas in vitro, dependiendo del protocolo de cultivo
empleado, pueden depender o no de una cierta intensidad luminica, ya que esta implicada
en muchos procesos morfogénicos (Murashige, 1974). Se ha observado que bajas
intensidades luminicas pueden favorecer al reverdecimiento de mutantes variegadas de
Arabidopsis (Aluru et al., 2001) y estas condiciones podrian prevenir la aparicion de
plantas albinas en el cultivo in vitro de Phleum pratense (Guo et al., 1999). Las mutantes
immutants normalmente presentan un fenotipo variegado en condiciones de luz a
100 pmol m?s™, sin embargo, cuando estas mutantes son incubadas a 15 umol m?s™, la
variegacion se pierde y las plantas se tornan completamente verdes. Este cambio esta
acompafiado por un incremento en el contenido de clorofila (Aluru et al., 2001). En estas
mutantes se sugiere que la falta de una enzima clave con actividad oxidasa terminal trae
consigo un bloqueo en la diferenciacion de los cloroplastos de forma parcial. En otros
estudios, se ha observado que la region albina de las mutantes imm, a pesar de tener una
disminucion significativa en la produccion total de metabolitos, produce las moléculas

involucradas en la adaptacion al estrés oxidativo, que son necesarias para su
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supervivencia (Sun et al., 2017). Esto sugiere que en estas mutantes, los cloroplastos no
estan diferenciados por completo, sin embargo, aun pueden sintetizar moléculas para
contrarrestar el estrés oxidativo debido a la carencia de los pigmentos fotosintéticos. En
Agave, las plantulas A en condiciones de baja intensidad luminica (B) presentaron un
reverdecimiento de las hojas que estuvo acompafado por una acumulacion de pigmentos
tales como Chl a y Chl b (Cuadro 5.1). Hasta ahora, no se sabe por qué una baja
intensidad de luz podria favorecer el reverdecimiento en plantas albinas. Una posibilidad
es que al igual que en Arabidopsis, exista un bloqueo en la diferenciacion de los
cloroplastos, y la baja intensidad de luz, podria estimular y reactivar la biogénesis de los
cloroplastos. Debido a que existe un estrés oxidativo debido a la carencia de los
pigmentos fotosintéticos, la baja intensidad luminica podria activar este mecanismo sin
dafar los plastidos en formacion. Los Unicos estudios en donde abordan el
reverdecimiento, es durante la etiolacion. Durante la etiolacion, se ha determinado que
cuando las plantas son cultivadas bajo sombra puede encenderse un mecanismo de
adaptacion (Brouwer et al., 2014). Este consiste en la activacién del fitocromo A, una
proteina receptora de luz que activa la via de sintesis de clorofila en condiciones de
sombra. Se ha observado que en mutantes de PhyA que son cultivadas en condiciones de
sombra, la sintesis de clorofila se ve disminuida y los genes que codifican para las
enzimas que degradan la clorofila se activan, cambiando la coloracion de las plantas de
verde a amarillo (Brouwer et al., 2014). En condiciones normales PhyA mantiene en
equilibrio la sintesis de clorofila, conservando la coloracion verde, en condiciones de
sobra. Quizas en Agave, este fitocromo A podria captar las bajas intensidades de luz y
favorecer la biosintesis de pigmentos ayudando en el reverdecimiento de las plantas

albinas.

Uno de los efectos que trae consigo el fendbmeno de etiolacién en plantas con fenotipo
verdes es la disminucion en el contenido de pigmentos fotosintéticos (Chory et al., 1989;
Karlin-Neumann et al.,, 1988). En la presente investigacibn se encontré que una
disminucion en la intensidad luminica en el fenotipo G y V favorecia la reduccion del 80%
en todos los pigmentos (Cuadro 5.1). Sin embargo, en el caso de las plantas A, éstas
presentaron un aumento significativo en la acumulacion de hasta cuarenta veces mas Chl
a y siete veces mas de Chl b bajo las mismas condiciones. Como es caracteristico del

fendbmeno de etiolacion, los tres fenotipos presentaron un alargamiento y un
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adelgazamiento en sus hojas (Figura 5.2a).

Este cambio en el fenotipo sugiere un cambio en la expresién génica y uno de los
mecanismos involucrados en regular la expresion de los genes es la metilacién del ADN
(Us-Camas et al., 2014; Miguel y Marum, 2011; Kaeppler et al., 2000; Kaeppler y Philips,
1993). El efecto de la luz en la metilacién del ADN ha sido un tema poco estudiado. Sin
embargo, hasta ahora se sabe que en plantas de maiz que han pasado por el proceso de
etiolacion presentan una disminucion en los niveles metilacion en el ADN (Ngernprasirtsiri
et al., 1989). En Agave, también se observd una disminucién de los niveles de metilacion
en las plantulas que estuvieron en las condiciones O y B. Por ejemplo, las plantulas que
estuvieron en ausencia de luz (O) y en las condiciones de baja intensidad luminica (B)
presentaron una disminucién del 7% y 5% en la metilacién del ADN, respectivamente, en
el fenotipo G. Por otro lado, en las condiciones O y B se observé una disminucién del 1%
en la metilacion del ADN en el fenotipo V. Estos resultados sugieren que la ausencia
parcial y total de luz provocan una disminucién en la metilacion en el ADN, es decir, la luz
tiene un papel importante en la regulacibn de la expresién génica, a través de los
mecanismos epigenéticos. Quizas esta disminucién en la metilacibn promueve un
aumento en la expresion de diferentes genes que codifican para las enzimas encargadas
de la degradacion de clorofila y en la sintesis de auxinas, promoviendo el crecimiento
apical. Estos genes son expresados durante el fendbmeno de etiolacion. Durante el
fendmeno de etiolacion hay una disminucion de los pigmentos fotosintéticos y esto es
debido a que durante el periodo en usencia de luz, se inicia el proceso de degradacion de
clorofila. Asi también, los genes que codifican para las enzimas que estan involucradas en
la sintesis y la conjugacién de auxinas podrian verse activados. La metilacién del ADN
podria activar estos genes. Se sabe que los genes que responden a auxinas, los ARF
pueden ser regulados por la metilacion del ADN (Li et al.,, 2011). Estos, a su vez,
desencadenan la via de sefalizacién de las auxinas. Asi que es muy probable que la
metilacién en el ADN esté regulando este proceso. Por otro lado, en el fenotipo albino se
encontré un reverdecimiento en condiciones de B (Figura 5.1), el cual estuvo acompafiado
con un incremento en la metilacién en el ADN (Figura 5.3). En maiz se ha observado que
un reverdecimiento de plantas etioladas esté relacionada con un aumento en la metilacion
del ADN (Ngernprasirtsiri et al., 1989).
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5.5 CONCLUSIONES

e Tanto en las condiciones de O como de B se pudo observar una disminucién
significativa de los pigmentos fotosintéticos, asi como un aumento en el crecimiento

apical de las plantulas respecto a las plantulas que fueron cultivadas en condiciones L.

¢ Las condiciones de baja intensidad luminica favorecen el reverdecimiento de las

plantas albinas.

e Las condiciones de ausencia total (O) y parcial de luz (B) provocaron una disminucion
en los niveles de metilacion en el ADN en las plantas con fenotipos Gy V.

e Sdlo la condicion B generd un aumento en la metilacion global del ADN de las plantas
con fenotipo A.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

6.1 CONCLUSIONES GENERALES

Los cambios fisiologicos y fenotipicos que presentaron los fenotipos G, V y A no

afectaron su multiplicacion.

La metilacion en el ADN es un mecanismo que juega un papel importante en la
variacién fenotipica de A. angustifolia. Los cambios en la metilacion a la alta y a la
baja estdn asociados a la generacion de brotes variegados en las plantas verdes. La
metilacién a la alta en las plantas variegadas esta asociada a la generacion de brotes
verdes y albinos. En las plantas albinas no se muestran cambios significativos en la

metilacion.

Los tratamientos de la reduccion de nutrientes en el medio de cultivo a 1/4 modificé la
coloracién de las plantulas con fenotipo G. Todos los tratamientos provocaron la
muerte de las plantulas albinas. Los tratamientos de reduccién de nutrientes afectaron
severamente los patrones de metilacion en el ADN de forma global en los fenotipos G,

provocando una hipermetilacién.

La variacion presente en el niumero de brotes del fenotipo V, en los tratamientos con
BA a 88.8 uM y el incremento en la metilaciébn sugiere que las citocininas podrian

aumentar la metilacién y favorecer la regeneracion de brotes verdes.

Los tratamientos de obscuridad (O) y baja intensidad luminica (B) provocaron una
disminucion en el contenido de pigmentos fotosintéticos, un aumento en el tamafio de
las plantas y una disminucién de la metilacion en los fenotipos G y V, debido al

proceso de etiolacion.

La presencia de luz a bajas intensidades provocé un reverdecimiento en las plantas A,
sugiriendo que una minima intensidad de luz es necesaria para permitir el desarrollo

de los pocos cloroplastos inmaduros que estan presentes en las plantas A.
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6.2PERSPECTIVAS

Este estudio sienta una base teérica y experimental de lo complejo que es el albinismo
gque se presenta en el cultivo in vitro, sin embargo, un estudio mas puntual sobre los
genes que son regulados por la metilacion en el ADN en estas plantas podria revelar

las posibles causas del albinismo en agave.

Seria interesante entender qué papel juegan las citocininas en la reversién parcial del

albinismo durante la micropropagacion.

El albinismo en agave es un modelo interesante para la busqueda de genes clave que
regulan la fotosintesis y la biogénesis del cloroplasto para aplicaciones
biotecnoldgicas y aumentar la productividad de las plantas.
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