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RESUMEN

Durante la micropropagacion de plantas es posible observar variacion fenotipica entre la planta
madre y sus hijas, a esta variacion se le conoce como variacion somaclonal (VS). Este fenbmeno
puede ser causado por factores genéticos que se describen como cambios en la secuencia del
ADN, o por factores epigenéticos en los que participan mecanismos de regulacion en los genes
gue no cambian la secuencia del ADN. En la micropropacion de Agave angustifolia Haw. se
detectdé una VS, en la cual a partir de plantulas verdes emergieron plantulas variegadas y albinas.
El albinismo en las plantas es un evento que ocurre de manera poco frecuente en la naturaleza
y del cual se sabe poco acerca de su origen molecular, es por esta razén que las variantes
somaclonales de A. angustifolia Haw. son un modelo de estudio interesante para explorar el
albinismo. En estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio se encontré una similitud
genética mayor al 97% entre las variantes somaclonales de A. angustifolia Haw., este hallazgo
sugiere que la VS se puede explicar con base a mecanismos epigenéticos. La metilacion del
ADN es un mecanismo epigenético que sucede cuando las enzimas llamadas metiltransferasas
de ADN (mtasas-ADN) transfieren un grupo metilo a la citosina de la cadena del ADN provocando
el silenciamiento o disminucién de la expresion de los genes. Por lo tanto, la VS de A. angustifolia
Haw. se podria explicar al detectar cambios en la expresion de genes que codifican para mtsas-
ADN entre los fenotipos, debido a que estas estarian regulando genes involucrados en procesos
como la biogénesis y desarrollo de los cloroplastos. En el estudio descrito a continuacion se
utilizaron herramientas bioinformaticas para encontrar secuencias de genes que codifican para
mtasas-ADN en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. y para identificar los dominios
conservados que permiten llevar a cabo la funcién de estos genes. Posteriormente se construyd
un arbol filogenético para corroborar la identidad de los genes utilizando las secuencias
encontradas en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. y las secuencias de 15 especies de
plantas diferentes. Por Ultimo, se seleccionaron algunos genes de mtsas-ADN para analizar su
expresion con la técnica de PCR en tiempo real. El analisis revel6 una disminucién en la
expresion de dichos genes en los fenotipos variegado y albino, esta caracteristica podria indicar
gue existen cambios en la regulacion de otros genes que pudieran estar provocando la aparicion

de los nuevos fenotipos.



ABSTRACT

During plants propagation it is possible to observe phenotypic variation between mother plant and
the generated new shoots; this variation is known as somaclonal variation (VS). This phenomenon
can occur by genetic factors, which are described as changes on DNA sequence, or by epigenetic
factors, where regulation mechanisms of genes participate and do not change the DNA sequence.
In Agave angustifolia Haw. micropropagation VS was detected, in which variegated and albino
shoots were emerged from the green plantlets. Plants albinism is a rare event in nature and less
is known about its molecular origin. For this reason, A. angustifolia Haw. somaclonal variants are
an interesting study model to explore albinism. In previous investigations done in our lab there
was found a genetic similitude greater than 97% between A. angustifolia Haw. somaclonal
variants. This finding suggests that this VS can be explained by epigenetic mechanism. DNA
methylation is an epigenetic mechanism, which occurs when enzymes known as DNA
methyltransferases (DNA-mtases) transfer a methyl group to the cytosines in the DNA chain
causing decrease or silencing of genes expression. Therefore, the VS of A. angustifolia Haw.
could be explained by detecting changes in DNA-mtases coding genes among the phenotypes,
because they would be regulating genes involved in process like biogenesis and chloroplast
development. In the study described below there were used bioinformatic tools in order to find
gene sequences coding for DNA-mtases in the A. angustifolia Haw. transcriptome, and also to
find the conserved domains, which allow these genes to develop their function. Also, a
phylogenetic tree was built in order to corroborate the gene’s identity by using the sequences
found in A. angustifolia Haw. transcriptome and sequences from 15 different plant species.
Finally, there were chosen some DNA-mtases genes to analyze their expression using real time
PCR technique. This analysis revealed a decreased in some DNA-mtases coding genes in
variegated and albino phenotypes. This could indicate that there are changes in the regulation of

other genes that could be triggering the emergence of new phenotypes.
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La variacion somaclonal (VS) es la variacion fenotipica observada entre las diferentes plantas o
somaclones obtenidas a partir de un proceso de micropropagacion (Bridgen et al., 1994; Sahijram
et al. 2003; Rica Sanchez-Chiang, 2009; Borges et al., 2021). Esta variacién puede ser causada
por factores genéticos o epigenéticos determinados por distintas fuentes como el tipo de explante
utilizado, su genotipo, el numero y duracién de los subcultivos, asi como la concentracién y el
tipo de reguladores de crecimiento empleados (Peschke y Phillips, 1992; Tariq y Paszkowski,
2004; Rica Sanchez-Chiang, 2009; Sarmah, 2017).

Durante la micropropagacion de Agave angustifolia Haw. se observé el surgimiento espontaneo
de una VS entre las plantulas verdes (G). A partir de esta VS se obtuvieron dos fenotipos que se
distinguen por el color de sus hojas, estos fenotipos son variegado (V) y albino (A) (Duarte-Aké
et al., 2016). Se realiz6 un andlisis con marcadores moleculares de polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP), encontrando una similitud genética entre los fenotipos de
mas del 97% (Us-Camas et al., 2017) y una diferencia epigenética relacionada a los ciclos de
cultivo y al fenotipo (Duarte-Aké et al., 2016). Duarte-Aké et al., 2016 cuantifico el nivel de
metilacién global en el ADN de los fenotipos verdes, variegados y albinos en plantas madre y en
los nuevos brotes durante cinco subcultivos. Se observé una correlacion entre los niveles
globales de metilacién en el ADN con la aparicién de brotes variegados y albinos en los distintos

subcultivos.

La metilacion del ADN, es un mecanismo epigenético mediado por enzimas llamadas
metiltransferasas que juega un papel importante en la expresion de los genes y en la regulacion
del desarrollo de las plantas (Nie, 2021). Ademas, existen reportes que describen que los
cambios en los patrones de metilaciébn estan directamente relacionados con cambios en la
expresion de genes que codifican para metiltransferasas (de novo y de mantenimiento), y este
fendmeno es mas frecuente en plantas obtenidas por cultivo in vitro que durante su reproduccién
en campo (Ghosh et al.,, 2021). La investigacion en plantas como por ejemplo Dendrobium
officinale (una especie de orquidea) (Yu et al., 2021), Gingko biloba (Guo et al., 2020) y Actinidia
chinensis (kiwi) (Zhang et al., 2020) dejan en evidencia el papel especifico que juegan estos

genes en diferentes etapas de desarrollo y tipo de tejido.

En el presente trabajo se propone evaluar los niveles de expresion de los genes que codifican a
metiltransferasas que participan en la metilacién de novo y de mantenimiento del ADN, en las

hojas y meristemos de plantulas de A. angustifolia Haw. con fenotipo verde (G), variegado (V) y

1



INTRODUCCION

albino (A). Para tal fin se realizara una busqueda con herramientas bioinformaticas de los genes
que codifican a metiltransferasas en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. La expresion
diferencial de los genes de metiltransferasas identificados se determinara en los diferentes tejidos

analizados mediante RT-gPCR.
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ANTECEDENTES
1.1. VARIACION SOMACLONAL

La variacion somaclonal (VS) se define como la variacion fenotipica determinada por factores
genéticos o epigenéticos que se origina durante la micropropagacion de plantas obtenidas a partir
del cultivo de células, tejidos u 6rganos vegetales (Bridgen et al., 1994; Sahijram et al., 2003;
Rica Sanchez-Chiang, 2009; Azizi et al., 2020). Los factores genéticos incluyen cambios
heredables de eliminacion, duplicacidn, inversion y translocaciéon de segmentos de ADN que
forman parte de distintos genes, provocando el desarrollo de diferentes niveles de ploidia, y
rearreglos en la estructura de los cromosomas (Sarmah, 2017). Se ha evaluado la presencia de
la VS de origen genético en lineas de plantas de interés comercial como Actinidia deliciosa (kiwi)
(Rajan, R.P., y SINGH, G. (2021), Coffea arabica (Azizi et al., 2020), Elaeis guinensis (palma
aceitera) (G. y A., 2014), Humulus lupulus (lapulo) (Liberatore et al., 2020) y de Saccharum sp.
(cafia de azucar) (Rashda et al., 2018). Para fines de estos estudios, se han utilizado métodos
con marcadores moleculares tales como RFLP (Polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion), SSR (Secuencias simples repetidas), RAPD (Amplificacién aleatoria del ADN

polimérfico) y AFLP (Polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados) (Sarmah, 2017).

Por otro lado, los factores epigenéticos actian como mecanismos de control de expresién génica
gue incluyen mecanismos de micro-ARN y modificaciones quimicas en las histonas y ADN, estas
modificaciones no cambian la secuencia del ADN (Tariqg y Paszkowski, 2004). En plantas y
animales, la hipermetilacién de ADN y las modificaciones de histonas como la metilacién de la
histona H3 en la lisina 9 (H3K9) estan relacionadas con el compactamiento de la cromatina que
provoca el silenciamiento de los genes (Borg et al., 2021). En adicion, se han descrito
modificaciones en las histonas tales como acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y ADP-
ribosilacion (Bartova et al., 2008; Kim et al., 2009; Vining et al., 2013; Machczynska et al., 2014).
Dichas modificaciones en el ADN e histonas son heredables a través de la mitosis 0 meiosis y
se ha observado que algunas de ellas son mantenidas en multiples generaciones de células e
incluso organismos. Sin embargo, se sabe que dichas modificaciones pueden ser reversibles
(Kaeppler et al., 2000; Bird 2007; Vranych et al., 2014; Hung et al., 2018).

La aparicion de la VS es generalmente espontanea y dependiente del sistema de regeneracion

con el que se esté trabajando, asi como el genotipo, el tipo de tejido, la fuente del explante, la
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composicion del medio de cultivo, la duracion y el numero de ciclos de cultivo (Peschke y Phillips,
1992; Rica Sanchez-Chiang, 2009; Sarmah, 2017). Desde un primer punto de vista, la VS es un
fendbmeno deseable en sistemas de investigacion con enfoque de fitomejoramiento cuyo objetivo
es la extensién de la variabilidad genética que se encuentra de manera natural en los cultivos y
gue puede representar una ventaja econémica (Tabarez Z E, 1991). En contraste, la VS también
puede representar un problema en aquellos sistemas de micropropagacion que se utilizan para
reproducir plantas élite con caracteristicas fenotipicas idénticas y muy especificas, por ejemplo,

en programas de conservacion de germoplasma (Tabarez Z E, 1991; Cardone y Olmos, 2010).
1.2. EL ALBINISMO EN PLANTAS

Una de las VS poco comunes en cultivo de explantes foliares, pero muy frecuente en cultivo de
anteras, es el albinismo (Abadie et al., 2005; Kumari et al. 2009, Zhao et al. 2017). El albinismo
en las plantas se caracteriza por la pérdida total o parcial de pigmentos en tejidos que son
normalmente verdes. Puede ocurrir de manera natural y con poca frecuencia. Sin embargo, es
comun observar este fendmeno en plantas obtenidas en sistemas de cultivo in vitro en los que
se realizan cruzas para obtener ejemplares hibridos y en las plantas derivadas del uso de

tecnologia de cultivo de tejidos (Kumari et al., 2009).

Las plantas albinas se caracterizan por la ausencia total de clorofila en tejidos que normalmente
son verdes y las plantas variegadas por la ausencia parcial de éste pigmento. Durante un analisis
comparativo entre plantas verdes y albinas de Cephalanthera longifoliaa (una especie de
orquidea). Abadie et al., (2006) encontraron que el contenido de clorofila en las plantas albinas
era significativamente menor (1.9 + 5x102 pug/mg de peso fresco) comparado con las plantas
verdes (2.97+0.56 pg/mg de peso fresco). La clorofila es un pigmento que se requiere durante la
fotosintesis para captar la energia luminosa de la luz solar, y posteriormente utilizarla en la
fotdlisis del agua; por tal motivo, la ausencia de clorofila en los tejidos de las plantas provoca una
muerte prematura de éstas. Sin la ruta metabolica de fotosintesis, las plantas no pueden crecer
autotréficamente y rapidamente agotan las reservas de alimento necesarias para su reproduccién

y desarrollo (Kumari et al., 2009)

Los estudios reportados sobre el albinismo en las plantas se han enfocado principalmente en
observar y analizar los efectos que tiene este fenémeno en la fisiologia vegetal. En el cultivo de

tejidos (anteras, callo, y embriogénesis) el albinismo puede surgir en explantes de plantas
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totalmente normales, con una incidencia de hasta 11 plantulas albinas por una verde en arroz y
en algunas variedades de cafia puede llegar a observarse que el 40% de las plantulas totales
son albinas (Khan et al. 2009; Begum et al. 2011).

La obtencion de plantas a partir del cultivo in vitro de microsporas y polen inmaduro es un proceso
cuya efectividad en la cebada se ve reducida por la aparicién de plantulas albinas (Gajecka et
al., 2020). En un estudio reciente se encontr6 que este fendmeno tiene su origen en el estado de
diferenciacion de los plastidios de las plantas al momento de iniciar el cultivo, en el 90% de los
explantes que producen plantas albinas, la expresion de genes relacionados con la transcripcion,
traduccion y sintesis de almidon era significativamente mayor a los explantes que producen

plantas verdes (Gajecka et al., 2020).

Algunas investigaciones con maiz y otros cultivos de cereal como la avena, y trigo, sugieren que
la causa del albinismo en estas plantas se debe a mutaciones genéticas que afectan el desarrollo
de plastidios y la sintesis de carotenoides (Migneault et al., 2019). Desde el punto de vista
epigenético existe un nimero reducido de investigaciones enfocadas en el albinismo, lo que

representa un area de oportunidad importante para investigar.
1.3. EPIGENETICA

El bidlogo, fisidlogo escocés y fundador de la biologia de sistemas Conrad Waddington, introdujo
el término epigenética por primera vez en 1940 y lo definié de la siguiente forma: “La epigenética
es larama de la biologia que estudia las interacciones entre los genes y sus productos las cuales
dan lugar al fenotipo” (Waddington, 1942). Una definicibn mas moderna de la epigenética se
refiere al conjunto de cambios heredables en la expresion de los genes que no se deben a

cambios en la secuencia del ADN (Holliday, 2006; Bairu et al., 2011).

La epigenética comprende mecanismos de control de expresibn génica que en conjunto
funcionan como un sistema que puede ser heredado mediante meiosis o mitosis y en adicion es
reversible. Sin embargo, algunas modificaciones epigenéticas han mostrado ser estables a través
de multiples generaciones, fendbmeno al que se le denomina memoria epigenética (Birnbaum y
Roudier, 2017). Asimismo, el ambiente con el que interactlan las células puede ser determinante
para provocar cambios epigenéticos que pueden verse reflejados en su descendencia (Kaeppler
et al., 2000; Holliday, 2006; Anastasiadi et al., 2021). Varios autores sefialan que, si bien los

factores genéticos pueden influir en la apariciéon de la VS, los factores epigenéticos son la fuente
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mas frecuente de la variacion fenotipica en plantas cultivadas en sistemas de micropropagaciéon
(Miguel y Marum, 2011).

Los mecanismos epigenéticos se dividen en metilacion del ADN, modificaciones de histonas y
mecanismos de ARN no codificante (Boquete et al., 2021). Los dos primeros mecanismos
influyen en la estructura y compactacion de la cromatina y por lo tanto en la accesibilidad de la
maquinaria de transcripcion a la informacion genética (Chuang & Jones, 2007; Goldberg et al.,
2007; Borg et al., 2021). Mientras que los mecanismos del ARN involucran moléculas de ARN de
aproximadamente 22 nucle6tidos llamados micro ARN (miARN) que pueden unirse a secuencias
de ARN mensajero provocando su degradacion o evitando su traduccién (Chuang & Jones, 2007,
Basso et al., 2019).

El mecanismo epigenético méas estudiado y mejor descrito es la metilacion del ADN, del cual se
ha reportado que en células eucariotas tiene un papel importante en el silenciamiento de
elementos méviles de ADN como los transposones, virus y retroelementos (Erdmann & Picard,
2020; Baduel & Colot, 2021; Ghosh et al., 2021), mantenimiento de la integridad del genoma
(Sow et al., 2021), impronta parental (Batista & Kéhler, 2020) , inactivacion del cromosoma X en
mamiferos (Strehle & Guttman, 2020), regulacion del desarrollo (Kumar & Mohapatra, 2021) y
participa en la regulacion de genes (Zhang, H., et al., 2018; Bednarek & Ortowska, 2020). Existen
dos mecanismos para explicar la represion en la expresion de los genes cuando se encuentran
metilados. La primera de ellas dicta que esta modificacion causa represion transcripcional al
interferir directamente con la unién de los factores de transcripcion al ADN, esta explicacién surge
debido a que se han identificado multiples reguladores de transcripcidn que no pueden unirse en
elementos de reconocimiento metilados (Greenberg & Bourc’his, 2019). El segundo mecanismo
se lleva a cabo a través de la misma metilacion del ADN, la cual atrae proteinas que se unen
especificamente a regiones del ADN metilado. Esta explicacion se basa en la identificacion de
proteinas que contienen un dominio de unién a ADN metilado como las deacetilasas de histonas
gue pueden provocar la represion transcripcional al establecer un estado compactado de

cromatina (Greenberg & Bourchis, 2019).
1.4. METILACION DE ADN EN PLANTAS

En plantas, la metilacion del ADN ocurre en tres sitios o contextos: CG, CHG y CHH (donde H
puede ser Adenina, Citosina o Timina) (Chan et al., 2005; De Mendoza et al., 2018). Estas

secuencias se encuentran distribuidas principalmente en regiones repetitivas del genoma que
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forman parte de transposones, centromeros, genes ribosomales 5S y 45S, en regiones de
promotores y en regiones codificantes de genes altamente expresados (Zilberman et al., 2007,
Pikaard y Scheid, 2014; Kumar & Mohapatra, 2021).

Los patrones de metilacion y la posicion de la cromatina son controlados durante el desarrollo de
las plantas o durante la diferenciacién de los tejidos (Miguel y Marum, 2011; Law y Jacobsen,
2010). Es posible que el mayor cambio del nivel de metilacién en el ADN gendmico en el cultivo
in vitro se debe a la edad del cultivo y al tipo y concentraciéon de reguladores de crecimiento
(LoSchiavo et al., 1989; Neelakandan y Wang, 2012; Bobadilla Landey et al., 2013). Para estudiar
la variacién en el nivel de metilacion en el genoma de plantas cultivadas in vitro se han utilizado
diferentes cultivos como: cebada (Bednarek et al., 2007; Li et al., 2007), cacao (Rodriguez Lopez
et al., 2010), chicharo (Smykal et al., 2007), vid (Schellenbaum et al., 2008), plantago (Kour et
al., 2009), doritaenopsis (un género de orquideas) (Park et al., 2009), Arabidopsis (Yu, Z., et al.,
2010) y maiz (Yu, X., et al., 2011).

En el genoma de Arabidopsis thaliana, algunas regiones inactivas de la heterocromatina (la
conformacion compacta e inaccesible de la cromatina) incluyendo centrbmeros y
pericentromeros estan altamente metilados (hasta un 80%) (Cokus et al., 2008). En la
eucromatina, se presentan niveles menores de metilacion en las citosinas; en estas regiones, los
pseudogenes y genes no expresados muestran niveles mayores de metilacion que los genes que
se expresan activamente, lo que demuestra el papel de la metilaciéon en las citosinas como un
mecanismo de silenciamiento transcripcional (Cokus et al., 2008). Del total de genes que se
expresan, el 5% estan metilados en la regidn de los promotores y el 33% estan metilados en
regiones que se transcriben (Cokus et al., 2008). Existen mapas detallados de las metilaciones
gue pueden encontrarse en Arabidopsis, se ha demostrado que los sitios simétricos CG estan
metilados al 24%, mientras que el 6.7% se encuentran metilados en los contextos CHG, y de los
sitios asimétricos CHH estan metilados el 1.7% (Cokus et al., 2008). Por ultimo,
aproximadamente el 55% de todas las citosinas metiladas en Arabidopsis se localizan en
contextos CG, el 23% en sitios CHG, y el 22% se encuentran en CHH. Los tres sitios de
metilacibn se encuentran en regiones pericentrométricas que son repetitivas y ricas en
transposones, sin embargo, la mayoria de los sitios CG estan metilados en el cuerpo de los genes
(Ashapkin et al., 2016).

También se ha estudiado el nivel de metilacion de los distintos contextos en otras plantas de

interés comercial. Por ejemplo, en hojas de Oryza sativa, Niederhuth et al., (2016), encontraron
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un porcentaje de metilacion en CG de 58.4%, en contextos CHG de 31.1% y en CHH 5.1%. Por
otro lado, en Zea mays L. se identificé un porcentaje de 24%, 6.7% y 1.7% en contextos CG,
CHG y CHH respectivamente. La metilacién en promedio de Populus trichocarpa (alamo negro)
es de 43.99% en CG, 29.84% en sitios CHG y 11.57% en CHH (Liang et al., 2019). En Brassica
rapa, Liu, G., et al., (2018), encontraron una metilacion de 39.3%, 15.38% y 5.24% en CG, CHG,
y CHH, respectivamente. Estos datos parecen indicar un cierto patron en la metilacion del ADN
en las plantas en donde se observa el mayor nivel de metilacion en el contexto CG, seguido de
CHG vy por ultimo CHH. Sin embargo, esta condicion no siempre se cumple, por ejemplo, en
Capsicum annuum se ha observado un contenido de metilacion de 19.9% en sitios CG, 30.5%
en CHG y 49.6% en CHH (Rawoof et al., 2019).

Metiltranferasas de ADN

La metilacién del ADN es catalizada por enzimas llamadas metiltransferasas de ADN (MTasas-
ADN) las cuales participan en la transferencia de un grupo metilo desde una molécula de S-
adenosil-L-metionina (SAM) a un atomo del carbono 5 de citosina en el ADN (5mC) (Figura 1.1).
Como resultado de esta reaccion, la SAM es convertida en una molécula de S-adenosil-L-
homocisteina (SAH) (Zhang, H., et al., 2018).
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Figura 1. 1 Mecanismo de metilacion del ADN. Las enzimas metiltransferasas de ADN
transfieren un grupo metilo de la molécula S-adenosil-L-metionina (SAM) a un atomo de
carbono 5 de una citosina del ADN. Como resultado la SAM es convertida en S-adenosil-
L-homocisteina.

La actividad de las enzimas MTasas-ADN puede ser de metilacion de novo y de mantenimiento
(Figura 1.2). En el primer caso, las enzimas catalizan la metilacién del carbono 5’ en las citosinas
gue no contienen un grupo metilo formando nuevos patrones; y en el segundo caso, las enzimas

se aseguran de que se conserven patrones de metilacion preexistentes durante la replicacion del
ADN (Liu, Z. 2014, Pikaard y Scheid, 2014; Kumar & Mohapatra, 2021).
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Figura 1. 2 Metilacion de ADN de novo y de mantenimiento. La metilacion de novo en el ADN es
catalizada por las metiltransferasas de dominios rearreglados (DRM). Este tipo de metilacion
puede ocurrir en cualquier contexto de citosinas en moléculas de ADN que no estan metiladas
formando nuevos patrones de metilacién. Después de la replicacion, las metiltransferasas de
mantenimiento aseguran que se mantengan los patrones existentes del ADN en las nuevas copias.
La metiltransferasa 1 (MET1) participa en la metilacién de contextos CG. La metilacion en los
contextos CHG es llevada a cabo por las enzimas cromometiltransferasas 3y 2 (CMT3 y CMT2).
Mientras que las metiltransferasas DRM2 y CMT2 metilan contextos CHH. C: Cisteina, H:
Cualquier nucle6tido excepto guanina.
Las enzimas MTasas-ADN cuentan con dos dominios principales: el dominio N-terminal cuya
funcién es reconocer una secuencia especifica en el ADN y el dominio catalitico C-terminal que
participa en la transferencia de un grupo metilo desde la molécula de SAM al carbono 5 del anillo
de residuos de citosina (Zhong et al., 2014). Ademas, las familias de MTasas-ADN comparten un

dominio conservado llamado metilasa de ADN (DMT) (Yaari et al., 2019).

Las MTasas-ADN en plantas se pueden clasificar en tres familias con base a su homologia con
las metiltransferasas de mamiferos: Metiltransferasas de Dominios Rearreglados (por sus siglas
en inglés DRM), Metiltransferasas 1 (MET1) y Cromometiltransferasas (CMT), de las cuales cada
una tiene una funcién en la metilacién de novo y de mantenimiento en el ADN (Finnegan y Kovac,
2000b; Ryazanova et al., 2016). La estructura de los dominios de cada familia de MTasas-ADN
es altamente conservada entre todas las especies de plantas (Pavlopoulou y Kossida, 2007). Es
importante mencionar que la metilacién en las plantas es un sistema complejo en el que existe
una comunicacion entre los diferentes patrones de metilacion, especialmente entre CHG y CHH.
De esta manera CMT2 en algunos casos funciona en el mantenimiento de metilaciones en

contextos CHG apoyando a CMT3, mientras que CMT3 puede funcionar en conjunto con CMT2
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y DRM2 (Stroud et al., 2014). En la Figura 1.3 se muestra la estructura molecular de cada uno

de los tipos de las enzimas MTasas-ADN que se encuentran en A. thaliana.
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Figura 1. 3 Dominios conservados de genes de metiltransferasas de ADN en A. thaliana.
Las tres familias de genes de MTasas de ADN comparten el dominio catalitico metilasa
de ADN. Ademas, cada familia tiene dominios especificos. La familia Met contiene dos
dominios BAH (de homologia bromo adyacente) y un dominio RFD (dominio de
replicacion de foci). La familia CMT se caracteriza por contener un dominio BAH (de
homologia bromo adyacente) y un dominio CD (cromodominio). Los genes contenidos
en la familia DRM ademas de presentar un dominio metilasa de ADN (DMT) también
contienen al menos un dominio UBA (dominio asociado a ubiquitina). Imagen Tomada y
modificada de Maeji y Nishimura, 2018.

1.4.1 Metiltransferasas en la metilacion de novo

Metiltransferasas de Dominios Rearreglados (DRM)

A diferencia de la metilacion de novo de mamiferos que solo ocurre en contextos CG dentro del
ADN, la metilacién de novo en plantas ocurre en todos los contextos: CG, CHH y CHG, la cual
es mediada por las metiltransferasas DRM2 de manera dependiente de la via de metilacién de
ADN dirigida por ARN (RdDM) (Law y Jacobsen, 2010; Pikaard y Scheid, 2014). Las enzimas
DRM presentan homologia con las DNMT3 de mamiferos, contienen un dominio de metilasa de
ADN y un dominio asociado a ubiquitina (UBA) (Cao et al., 2000b; Henderson et al., 2010; Zhong
et al., 2014; Maeji y Nishimura, 2018).

RdDM es una ruta especifica en plantas que conduce la metilacion de novo de ADN y es
necesaria para el mantenimiento de metilacién en contextos CHH (Stolzenburg et al., 2016;
Kumar & Mohapatra, 2021). Para explicar esta ruta se puede dividir en dos fases: la primera de
ellas es la fase de biogénesis de un ARN pequefio de interferencia (ARNip), y la segunda consiste
en una metilacion dirigida. La biogénesis de ARNip es iniciada por una polimerasa de ARN IV

(POL IV) Unica en plantas. Esta enzima genera una cadena sencilla de ARN y posteriormente es
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copiada para formar una cadena doble de ARN por la enzima ARN polimerasa dependiente de
ARN 2 (RDR2). La cadena resultante es cortada en ARNip de 24 nucleo6tidos por la endonucleasa
Dicer-like 3 (DCL3), el corte de esta enzima produce extremos cohesivos en la posicion 3’ de los
ARNip que posteriormente son metilados por la metiltransferasa de ARN HUA ENHANCER 1
(HEN1). A continuacion el ARNip es cargada en ARGONAUTA 4 (AGO4) o ARGONAUTA 6
(AGO6) (Zhong et al., 2014) formando varios complejos de AGO4/6-ARNip. Las cadenas de
ARNip guian a AGO4 a secuencias homodlogas de ADN, a su vez AGO4 interactia con la
metiltransferasa DRM2 que metila la cadena de ADN. También se sabe que el complejo AGO4-
ARNip puede interactuar con la polimerasa V (POL V) y con sus transcriptos para guiar la

metilacién en secuencias homdélogas (Mahfouz, 2010; Kumar & Mohapatra, 2021).
1.4.2 Metiltransferasas en la metilacion de mantenimiento
1.4.2.1. Metiltransferasas (MET)

Las metiltransferasas 1 o MET, son las enzimas homdlogas en plantas de la familia de
metiltransferasas de mamiferos DNMT1t y su papel principal es el de mantenimiento de grupos
metilo en las secuencias CG (Pikaard y Scheid, 2014; Maeji y Nishimura, 2018). En A. thaliana,
la mutacion de MET1 provoca un decremento en la metilacién en los contextos CG (Kankel et
al., 2003). La familia Metl posee un dominio catalitico de metilasa de ADN DMT en el sitio C-
terminal. (Maeji y Nishimura, 2018). Estas enzimas ademas tienen dos dominios de replicacion
de foci (RFDs) los cuales permiten dirigir a la proteina al sitio de replicacion (Maeji y Nishimura,
2018). La enzima MET1 también contiene dos dominios de “homologia bromo adyacente” (BAH)
entre los dominios RFDs y DMT (Figura 1.3). Estos dominios se encuentran comunmente en
proteinas involucradas en la regulacion de la cromatina, es posible que participe en una
interaccidn de proteina-proteina con la deacetilasa 6 de histonas para regular el silenciamiento

de transposones (Liu et al., 2012; Maeji y Nishimura, 2018).

En A. thaliana se han identificado cinco genes de MET de los cuales solo se han caracterizado
cuatro: MET1, MET2a, MET2b y MET3 (Jean finnegan y Dennis, 1993; Genger et al., 1999;
Prasad Parita, 2018). Los cuatro genes provienen de un gen ancestral a través de eventos de
duplicacion. La estructura del gen, incluyendo la posicién de sus 11 intrones est4 conservada
entre todos los miembros de la familia (Ashapkin et al., 2016). Con base a sus niveles de
expresion, MET1 es el gen que codifica a la enzima mas abundante, el nivel de expresion de los

genes MET2a, MET2b, y MET3 en células de 6rganos vegetativos es diez veces menor
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comparado con MET1, mientras que los niveles de expresion de MET2a y MET2b en el
endospermo son similares a los niveles de MET1 en érganos vegetativos (Ashapkin et al., 2016).
El nivel de expresion de MET3 en el endospermo es cuatro veces menor que MET2a y MET2b,
pero su expresion es varias veces mayor al nivel observado en érganos vegetativos (Ashapkin
et al., 2016).

1.4.2.2. Cromometiltransferasas (CMT)

Las cromometiltransferasas (CMT) es una familia de enzimas Unica en las plantas y su papel es
el de mantenimiento de metilacion en contextos CHG y CHH (Cao y Jacobsen, 2002; Pavlopoulou
y Kossida, 2007). En Arabidopsis se encuentran tres genes de esta familia: CMT1, CMT2 y
CMT3, ademés del dominio DMT cada uno contiene un cromodominio (CD) que reconoce la
dimetilacion de lisina en la posicién nueve de la histona H3 (H3K9me2) y un dominio BAH (Figura
1.3) (Maeji y Nishimura, 2018; Prasad Parita, 2018).

En multiples estudios se ha encontrado que el gen CMT1 esta incompleto en distintos ecotipos
de Arabidopsis y por lo tanto no puede codificar una enzima cataliticamente activa. Esto no
prueba que el gen carezca de uso en la planta, sin embargo, no se sabe cual es funcién biologica
(Ashapkin et al., 2016). EI mantenimiento de metilaciones en regiones CHH es llevada a cabo
por DRM2 o CMT2, dependiendo de la regién del genoma (Huettel et al., 2006; Zemach et al.,
2013; Liu et al., 2014). DRM2 mantiene grupos metilo en secuencias CHH de regiones donde
ocurre RdADM, las cuales se localizan en regiones evolutivamente jovenes de transposones, y
otras secuencias repetitivas en la eucromatina del cromosoma (Huettel et al., 2006; Zemach et
al., 2013; Liu et al., 2014). En contraste, la enzima CMT2 cataliza la metilacién en secuencias
CHH de elementos transponibles de las Histonas 1 (H1) contenidas en la heterocromatina
(Jeddeloh, et al., 1999; Zemach et al., 2013).

Por dltimo, en A. thaliana, las metilaciones en secuencias CHG (donde H es A, T o C) son
mantenidas principalmente por CMT3 y en menor medida por CMT2 en regiones de la
heterocromatina que pertenecen a retrotransposones (Zemach et al., 2013; Maeji & Nishimura,
2018). Las enzimas CMT3 puede reconocer histonas H3 cuyas lisinas estan metiladas en la
posicion de lisina 9 (H3K9me?2) utilizando los dominios CD y BAH para mantener la metilacién en
estas regiones (Lindroth et al., 2004; Pikaard y Scheid, 2014; Maeji & Nishimura, 2018). La
enzima metiltransferasa de histonas responsable de establecer la metilacion en H3K9me2 es la
KRYPTONITE (KYP)/SUPRESSOR OF VARIEGATION 3-9 HOMOLOG 4 (SUVH4), la cual
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puede reconocer y unirse al ADN metilado (Lindroth et al., 2001; Maeji & Nishimura, 2018). Esta
caracteristica sugiere entonces que CMT3 y KYP/SUVH4 reforzando la metilaciéon tanto en
histona como en ADN de manera redundante (Du et al., 2014; Maeji y Nishimura, 2018).

1.6. GENERO AGAVE

El género Agave forma parte de la familia Agavaceae, en esta familia estan contenidas diferentes
especies de plantas adaptadas a condiciones de aridez. Se han reportado 210 especies de las
cuales 159 se encuentran en México por tal motivo este pais es considerado centro de origen del
Agave (Garcia-Mendoza, 2002). Las plantas de este género tienen forma de roseta, hojas
suculentas con estomas hundidos y se caracterizan por presentar metabolismo fotosintético CAM
(Dominguez et al., 2008). Se componen de hojas que pueden ser anchas o angostas, el centro
0 pifia rica en azlcares que pueden ser utilizadas para la produccién de bebidas alcohdlicas con
ayuda de una fermentacién alcohdlica y la inflorescencia llamada coloquialmente quiote, la cual
nace desde el centro de la planta (Pérez-Zavala et al., 2020). Los agaves son plantas
monocarpicas, es decir que solo florean una vez en su ciclo de vida (Pérez-Zavala et al., 2020).
El metabolismo tipo CAM les permite utilizar de dos a cuatro veces més eficientemente el agua
gue plantas con metabolismo Cs; y Cs4, ademas tienen la capacidad de sobrevivir mas de una
temporada sin lluvias y pueden tolerar temperaturas muy bajas y altas (-16.1°C a 61.4°C) (Zhou
et al., 2012; Davis et al., 2017). El género Agave se caracteriza por tener un genoma complejo,
con una longitud de 2940 a 4704 Mpb entre sus especies y con alto nivel de duplicaciéon debido
a diferentes niveles de poliploidia (2x,3x,4x,5x,6x) (Zhou et al., 2012).

Las especies dentro del género Agave han sido utilizadas para la obtencion y produccion de
alimento, fibras, forraje, medicamento, material de construccion, elaboracién de bebidas, uso

ornamental y doméstico (Garcia-Herrera et al., 2010). Ademas, tanto las hojas como el tallo de

las especies de Agave contienen grandes cantidades de carbohidratos y lignocelulosa por lo que
son considerados como una fuente importante de material lignocelulisico para su

aprovechamiento en la produccion de bioenergia (Davis et al., 2017).

Debido a que el indice de germinacién de algunas especies es bajo como en el caso de A.
tequilana (entre el 4%y 6%) (Ramirez et al., 2000) la forma mas comun de reproduccion consiste
en separar los vastagos (hijuelos, retofios) que surgen del rizoma que crece de la planta madre,
otros métodos de propagacion asexual descritos se basan en la utilizacion de rizomas, secciones

del tallo y por bulbillos de la inflorescencia (Garcia-Herrera et al., 2010).
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1.7 AGAVE ANGUSTIFOLIA HAW.

La especie de A. angustifolia Haw. es utilizada en varios estados de la republica mexicana para
la elaboracién de bebidas alcohdlicas como el mezcal o bacanora (Barraza-Morales, et al., 2006).
Su distribucion abarca zonas de la costa del océano pacifico, desde Sonora hasta Costa Rica y
en las costas del océano atlantico desde Costa Rica hasta Tamaulipas; ademas, se pueden
encontrar a una altura de hasta 1500 m sobre el nivel del mar (Gentry, 1982). En la peninsula de
Yucatan, esta especie presenta variacion morfoldégica en dependencia de su distribucion
geogréfica; en las dunas costeras se observan plantas pequefas, en los bosques tropicales
caducifolios se encuentran plantas de un tamafio intermedio, y las plantas mas grandes de esta
region se han encontrado en los bosques tropicales subcaducifolios (Orellana, 2015). A.
angustifolia Haw. presenta problemas de fecundacion debido a que son plantas hermafroditas y
producen polen antes de que los estigmas de las mismas plantas estén maduros (llisley et al.,
2004). Ademas, esta especie presenta floracion después un largo ciclo vegetativo (8 a 12 afios)
con una baja eficiencia en produccién de semillas y germinacién de las mismas (Arzate-
Fernandez y Mejia-Franco, 2011). Se ha propagado de manera convencional de forma asexual
al separar los hijuelos que surgen de la planta madre, los cuales se desarrollan de rizomas
producidos por cultivos establecidos en campo por varios afios (Arzate-Fernandez y Mejia-
Franco, 2011).

En una investigacion realizada por Palomino et al., (2017) se llev6 a cabo un andlisis citogenético
para determinar el cariotipo de A. angustifolia Haw. de dos cultivares llamados “Cimarron” y
“LineAo” obtenidos de la region Suroeste de Jalisco, México. También, se desarroll6 un andlisis
de citometria de flujo para determinar el tamafio del genoma de estos dos cultivares. Los autores
concluyeron que los cultivares “Cimarron” y “Linefo” contienen un sistema diploide 2n=2x=60,
con un numero de cromosomas basico de 30, los cuales comprenden de 25 cromosomas
pequefios y 5 cromosomas grandes. Por Ultimo, el andlisis de contenido genético revel6 que el
genoma de los cultivares tiene una longitud de 4,013 Mpb para el cultivar Cimarron y 4,002 Mpb
para el cultivar Linefio y en términos de distancia el genoma diploide de cada uno mide 102.69
pm y 121.12 pum, respectivamente, lo que indica que existen pocas diferencias en cuanto a su
longitud. Estos estudios sugieren que el genoma de A. angustifolia Haw. cultivar Cimarron y
Linefio tiene una longitud media en comparacion con el genoma de plantas angiospermas

(plantas con flores), el cual el genoma mas pequefio reportado pertenece a Genlisea margaretae
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(63.3744 Mpb) y el genoma méas grande es de la especie Paris japdnica (148,880.94 Mpb)
(Bennett y Leitch, 2011; Palomino et al., 2017).

Variantes fenotipicas de Agave angustifolia Haw.

El doctor Manuel L. Robert, en el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan (CICY) junto con
su equipo de trabajo, publicaron en el 2006 un método eficiente y exitoso de micropropagacion
para diferentes especies y variedades de Agave (nueve en total). El método permite la seleccion
de tejidos de alto rendimiento y la rapida propagacion de clones de alta calidad con una

variabilidad genética muy baja (Robert et al., 2006).

En el laboratorio de epigenética del CICY bajo la direccion de la Dra. Clelia De la Pefia se utiliza
el mismo método desarrollado por el doctor Manuel L. Robert y su equipo para la reproduccion
de A. angustifolia Haw. Durante la micropropagacion de esta especie de Agave se observo la
aparicion espontanea del fenotipo variegado (V) y posteriormente del albino (A) a partir del
fenotipo verde (G) (Duarte-Aké et al., 2016). Debido a que el albinismo es un fenémeno dificil de
observar en la naturaleza, el estudio de los tres fenotipos (G, V y A) de esta especie representa
una oportunidad muy importante para explorar el efecto fisioldgico de las plantas y las bases
biol6gicas que explican el albinismo.

A nivel macroscoépico, se observaron diferencias morfoldgicas entre los tres fenotipos, las hojas
de las plantulas con fenotipo verde son totalmente verdes y presenta la forma de roseta tipica de
los Agaves (Duarte-Aké et al., 2016). Las plantulas con fenotipo variegado se caracterizan por
tener hojas con una region verde y una regién albina que se desarrollan desde la parte basal,
hasta la punta de las hojas (Duarte-Aké et al., 2016; Us-Camas et al., 2017). Por otro lado, las
plantulas albinas tienen una coloracién totalmente blanca y el area del meristemo presenta zonas
sin diferenciar parecidas a un callo (Duarte-Aké et al., 2016; Us-Camas et al., 2017). Duarte-Aké
et al., (2016), observaron diferencias significativas entre los fenotipos utilizando microscopio
electronico de barrido. Las plantulas albinas tienen dos células adyacentes a la estoma en vez
de cuatro como en el caso de las plantulas variegadas y verdes, estas cuatro células son
caracteristicas de plantas con metabolismo CAM. También se observé una densidad de estomas
mayor al 10% en la zona adaxial y abaxial de las plantulas verdes en comparacion con las zonas
verde y albina de las plantulas variegadas (Duarte-Aké et al., 2016; Hernandez-Castellano et al.,
2020).
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Asimismo, en el estudio publicado por Duarte-Aké et al., (2016) se cuantificd el contenido de
clorofila a, clorofila b y carotenoides de los tres fenotipos y se demostrd que las hojas verdes y
la region verde de las plantulas variegadas tienen el contenido mas alto de clorofila a y
carotenoides. El contenido de clorofila b fue mayor en las plantulas variegadas que en las verdes,
pero con la mitad de contenido de clorofila a en comparacion con las plantulas con fenotipo verde.
Ademas, las plantas albinas mostraron un contenido muy bajo de clorofila a, b y carotenoides.
Se pudo observar que las regiones albinas de las plantulas variegadas presentan niveles mas
altos de clorofila a, clorofila b y carotenoides que las plantulas albinas (Hernandez-Castellano et
al., 2020).

Por otro lado, en el trabajo publicado por Us-Camas et al., (2017), se realiz6 un analisis molecular
utilizando marcadores moleculares AFLP con la finalidad de conocer si existia variabilidad
genética entre los fenotipos. En este estudio se observd una variabilidad genética menor al 3%
entre los fenotipos, este hallazgo sugiere de manera importante que la aparicién de los fenotipos
variegado y albino podria explicarse con base a mecanismos epigenéticos. Asimismo, se realizé
un andlisis de metilacion global utilizando tejido de las hojas del fenotipo G, del fenotipo A y el
tejido de la zona verde (GV) y albina (AV) de las hojas de plantas con fenotipo variegado (Us-
Camas et al., 2017; Duarte-Aké et al., 2016). Para este analisis se utilizaron técnicas de HPLC,
en donde se comprobd que, aunque no se encontré una diferencia importante entre los niveles
de metilacion del ADN genémico de los tres fenotipos de 3 meses de cultivo (Us-Camas et al.,
2017), la formacion de nuevos brotes variegados y albinos estaba fuertemente ligada a una
hipometilacion en el ADN (Duarte-Aké et al., 2016). Se ha reportado que las metilaciones en
genes especificos que son necesarios para la biogénesis de plastidios pueden estar involucrados
en la aparicion de fenotipos variegado y albino (Wang, Q., et al., 2015; Wang, Q., et al., 2016).
Por esta razén, no se puede descartar el papel de las metilaciones puntuales en el genoma de
los fenotipos y seria muy interesante conocer cuéles son los genes que estan expresados al alta
y a la baja, como consecuencia de una regulacion epigenética mediada por metilacion en el ADN,

y que estén provocando la variacion encontrada entre los fenotipos de A. angustifolia Haw.
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1.8 JUSTIFICACION

El albinismo en plantas es un fendmeno que se presenta de manera poco frecuente en la
naturaleza, lo cual dificulta su investigacion. En plantas, la mayoria de los estudios se han
enfocado en estudiar los efectos en la fisiologia de las mismas y poco se sabe aun del origen y
las bases bioldgicas que explican este evento. Las técnicas que se han utilizado para explicar el
albinismo, implican la inducciéon de mutaciones en las plantas que muchas veces provocan una
baja supervivencia o efectos pleiotropicos. Durante la micropropagacion de Agave angustifolia
Haw. se observé la aparicién espontanea de plantas con fenotipo variegado y albino; asimismo,
es posible mantenerlas vivas en condiciones in vitro por prolongados periodos de tiempo. En
estudios anteriores en nuestro laboratorio se analizé el contenido genético de los tres fenotipos
y se concluyd que presentan una variacion genética casi nula, lo que sugiere una explicacion
epigenética detras de este fenomeno. También, se encontré que las plantas variegadas tenian
menos metilacion en su ADN que las verdes, y las albinas tenian menos que las variegadas. Sin
embargo, actualmente no existe informacion sobre el papel de las enzimas metiltransferasas de
ADN, contemplando los mecanismos de metilacion de novo y mantenimiento, a traves de los
cuales pudiera estar ocurriendo este fendmeno. En el presente trabajo, se propone primero
identificar el nimero y tipo de metiltransferasas de ADN en A. angustifolia y analizar por medio
de RT-gPCR los niveles de expresion de los genes que codifican para las metiltransferasas de
ADN tanto en el meristemo como en las hojas de las plantas con fenotipo verde, variegado y
albino. Se espera que los niveles de expresion encontrados en estos genes puedan proveer las
respuestas sobre cuales son las enzimas metiltransferasas de ADN involucradas en la metilacién
de novo o de mantenimiento que se encuentran participando en los diferentes tejidos de estas

variantes somaclonales.
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1.9 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es el patrén de expresion de los genes que codifican para metiltransferasas de ADN en el
tejido del meristemo y hoja de los fenotipos G, Vy A?
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1.10 HIPOTESIS

Los niveles de expresion de los genes que codifican para las enzimas metiltransferasas de ADN
varian en los fenotipos verde, variegado y albino en los tejidos de hoja y meristemo de A.
angustifolia Haw. Esta diferencia de expresion podria estar relacionada a la hipometilacion en las

plantas albinas.
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1.11 OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion existente entre los niveles de expresion de genes que codifican para

metiltransferasas de ADN y los fenotipos somaclonales variegado y albino de A. angustifolia Haw.
1.12 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar las secuencias de genes que codifican para metiltransferasas de ADN en el
transcriptoma de A. angustifolia Haw.

e Corroborar la identidad de las secuencias encontradas en el transcriptoma mediante
busquedas de similitud y la construccion de un arbol filogenético

e Evaluar los niveles de expresion diferencial de genes que codifican para metiltransferasas
de ADN en plantas de fenotipo verde, variegado y albino, en hoja y meristemo, asi como
la seccion albina y la verde de las hojas variegadas.
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1.13 DISENO EXPERIMENTAL

Composicion del medio de cultivo:
. . * Medio MS
Hojay merlstemo Meristemo * 2,4-D(0.11uM)y 6 BA(22.2uM)
* Agar (0.15%)
* Gel-rite (0.175%)
Robert et al. 2006.

Plantas de 2.5 cm/ \/

3 replicas Tejido foliar

verdey blanco

Identificar secuencias de genes de l Disefiar cebadores. |
Abreviaturas metiltr.ansferasas de ADN er} EI. v
- transcriptoma de A. angustifolia I Extraer ARN y evaluar su calidad. l
G: Fenotipo verde Haw.
. v

V: Fenotipo variegado
A: Fenotipo albino

I Sintetizar ADNc. ’

v

Realizar busquedas de similitud v
de secuencias utilizando bases de Evaluar expresion de genes con
datos publicas.. PCR punto final.
i ) v

-
Identificar dominios conservados
con técnicas de bioinformatica.

Seleccionar genes para analizar
expresion por RT-gPCR.
v

Estandarizar y analizar la

Desarrollar un analisis filogenético l expresion por RT-PCR.

Figura 1. 4 Disefio experimental del presente trabajo. Variantes de A. angustifolia Haw.
evaluadas: G: verde, V: variegada, A: albina.
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IDENTIFICACION DE SECUENCIAS DE GENES DE METILTRANSFERASAS DE ADN
EN A. ANGUSTIFOLIA HAW.

2.1. INTRODUCCION

La bioinformética es una disciplina que se apoya de las matematicas y recursos computacionales
para desarrollar bases de datos, algoritmos, técnicas de estadistica para analizar y resolver
preguntas biolégicas en areas de investigacion como la biologia molecular, genética, fisiologia y

biotecnologia de plantas (Marturano, 2009; Bilotta et al., 2018).

Recientemente, las aplicaciones de la bioinformética dentro de la biotecnologia de plantas se
han expandido con la aparicién de técnicas experimentales que permiten obtener informacion
relevante a partir de genomas, transcriptomas, proteomas y metabolomas de diferentes especies
de plantas (Gomez-Casati et al., 2018). Esta informacion es depositada y organizada
sisteméticamente en bases de datos publicas y privadas tales como NCBI, PFAM y EMBL-EBI
para facilitar su acceso (Anamika et al., 2019). Las herramientas de bioinforméatica como el
algoritmo de busqueda llamado Blast permiten buscar rapidamente secuencias nucleotidicas y
proteinas de diferentes especies de organismos para posteriormente realizar un analisis
comparativo con programas como Hmmer, que utilizan métodos probabilisticos para comparar
secuencias similares y de este modo predecir in silico la posible funcién y estructura de nuevos
genes (Zhao et al., 2020).

Hoy en dia, es posible aprovechar las tecnologias de secuenciacion masiva para realizar analisis
filogenéticos basados en algoritmos tales como Neighbor joining (Saitou & Nei, 1987) y Maximum
likelihood (le Cam, 1990) con la finalidad de conocer las relaciones ancestrales entre las distintas
especies de organismos dentro del arbol de la vida, determinar las relaciones entre familias de
genes, conocer la historia de poblaciones y clasificar secuencias metagendmicas, genes,

elementos regulatorios y ARN no caodificante (Yang y Rannala, 2012; Young y Gillung, 2020).

Actualmente el grupo de epigenética del CICY dirigido por la Dra. Clelia De la Pefia, cuenta con
el transcriptoma de los fenotipos verdes y albinos en los tejidos de hoja y meristemo. En este
capitulo se describen datos relevantes de la calidad de secuenciacion y construccion del

transcriptoma de A. angustifolia Haw. Se detalla, ademas, las herramientas de bionformatica y
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las bases de datos empleadas para la identificacion y clasificacidon de secuencias de genes que

codifican para metiltransferasas de ADN dentro del transcriptoma.
2.2. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se describe la estrategia que se utiliz6 para el ensamble de transcriptoma,
anotacion funcional de genes y analisis de expresion de genes diferencialmente expresados en
el transcriptoma de A. angustifolia Haw. El ensamble y analisis del transcriptoma se realizé en la
compafiia Novogene (https://en.novogene.com/about/about-novogene/#). En la Figura 2.5 se
muestra el flujo de trabajo utilizado por la empresa Novogene para ensamble y andlisis del
transcriptoma. También se describe la metodologia y herramientas utilizadas para conocer la
ubicacién e identidad de los dominios conservados presentes en las secuencias de genes
identificados y por ultimo se desarrollan los pasos empleados para la construccion de un arbol
filogenético utilizando las secuencias de aminoacidos de las metiltransferasas de A. angustifolia

Haw. y secuencias de proteinas de otras especies de plantas reportadas en otros estudios.

Ensamble de transcriptoma

Reconstruccion del transcriptoma ]

¥

Creacion de clusters

Nuvogene
: 3

Distribucion de longitud de transcritos
y obtencion de unigenes

[ Anotacién funcional de genes ] o [Uso de bases de datos ]

—

— Andlisis de expresiéon de genes
diferencialmente expresados

¥

[ Prediccion de secuencia codificante ]
¥

[ Mapeo de secuencias J

Obtencion de niveles de expresion de genes
diferencialmente expresados

Figura 1. 5 Flujo de trabajo para el ensamble y andlisis de transcriptoma de A. angustifolia
Haw.
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2.2.1. Ensamble de transcriptoma

El transcriptoma del fenotipo verde (G) y albino (A), tanto del meristemo (M) como de la hoja (H),
se envio a secuenciar y ensamblar en la empresa Novogene
(https://en.novogene.com/services/research-services/transcriptome-sequencing/). El andlisis de

las secuencias se realizé utilizando secuenciadores con tecnologia llumina.

2.2.1.1. Reconstruccion del transcriptoma

El proveedor Novogene realiz6 un ensamble de novo utilizando el programa Trinity desarrollado

por Broad Institute y la Universidad Hebrea de Jerusalem (Grabherr et al., 2013).

2.2.1.2. Creacion de clusters

Una vez obtenidos los contigs a partir del ensamble, se agruparon y se organizaron en clusters
por el método llamado “Heriarchical Clustering” para eliminar redundancia entre los transcritos.

Para este paso se utilizé el programa Corset (version 1.05) (Davidson y Oshlack., 2014).

2.2.1.3. Distribucion de longitud de transcritos y obtencién de unigenes

Durante este paso, Novogene selecciond los contigs o transcritos mas largos del filtrado realizado
en el programa Corset. La longitud maxima de los transcritos fue de 15,535 pb los cuales
posteriormente fueron anotados y analizados.

2.2.1.4. Anotaciéon funcional de genes

Para la anotacion de la funcion de los genes que forman el transcriptoma de A. angustifolia Haw.
en los fenotipos verde y albino, se utilizaron siete bases de datos diferentes (Nr, Nt, Pfam, KOG,
Swiss-Prot, KEGG, KO, GO), los cuales se describen a continuacion:

Nr: Es la base de datos de secuencias no redundantes de nucleé6tidos del NCBI, esta base de
datos incluye informacion de GenBank, PDB (Protein Data Bank), SwissProt, PIR (Protein
Information Resource), PRF (Protein Research Fundation) entre otras.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Nt: La base de datos de nucleétidos del NCBI a su vez contiene secuencias de nucle6tidos del
Genbank, EMBL y DDBJ. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Pfam: (Protein family) (Mistry et al., 2021): Es una base de datos comprendida por familias y
dominios de proteinas, cada una de las cuales esta representada por alineamientos multiples de
secuencias y modelos ocultos de Markov (HMMs). Las proteinas generalmente estan

compuestas por una o mas regiones funcionales, llamadas dominios. Por lo tanto, la identificacion
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de los dominios que forman a las proteinas puede proveer informacién sobre la funcion biolégica
de la misma. Pfam también genera grupos superiores de entradas llamadas clanes. Un clan esta
formado por una coleccion de entradas que estan relacionadas por un cierto grado de similitud
de secuencias, estructura o perfil de HMM. Los datos presentados en Pfam estan basados en
informacion de proteomas de UniProt. Pfam también se puede utilizar para buscar alineamientos

con secuencias y accesos de otras bases de datos como Uniport y NCBI.

KOG (euKaryotic Orthologus Groups) (Bioinformatics et al., 2003): Es una base de datos que
contiene relaciones de genes ort6logos de organismos eucarioticos. De acuerdo con su relacion

evolutiva, esta base de datos divide los genes homadlogos en diferentes clusters ortélogos.

Swiss-Prot: Es una base de datos formada por secuencias de proteinas e informacion sobre su
funcibn de manera libre. Tiene dos secciones principales: UniProtKB/Swiss-Prot contiene
secuencias anotadas Yy revisadas manualmente, y UniProtKB/TrEMBL que contiene secuencias

anotadas automaticamente y que no estan revisadas (Bairoch & Apweiler, 1997).

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome): Es una base de datos que sirve para
entender funciones complejas y herramientas de los sistemas biolégicos, como la célula y los
ecosistemas, desde un enfoque molecular, especialmente secuencias generadas a partir de

secuenciacion de genomas y otras tecnologias experimentales (Kanehisa et al., 2021).

KO (Kegg orthology) Combina cada sistema de anotacién de la base de datos KEGG en un solo

resultado (Kanehisa et al., 2021).

GO (Gene Ontology): Es un consorcio de informacion que provee informacion acerca de las
proteinas y ARN no codificante generado a partir de genes contenidos en organismos vivos.
Clasifica la informacion con base a diferentes atributos del producto de los genes: proceso
bioldgico en el que esta involucrado, funcion molecular y componente celular en el que se puede
ubicar (Carbon et al., 2021).

Los parametros utilizados por la empresa Novogene para las busquedas de unigenes en las

diferentes bases de datos fueron los siguientes:

NT: BLAST del NCBI version 2.2.28+, con valor e-value de 1e-5.

26



CAPITULO Il

NR, SwissProt, KOG: Diamond 0.8.22. Para NR y SwissProt se utilizé un e-value dele-5y para
KOG 1le-3e.

PFAM: Se utilizé para predecir la estructura de los dominios de las proteinas. El programa que
se us6 fue HMMER version 3.0, con valor e-value de 0.01.

GO: Se utilizé BlastGO v2.5 (Gotz et al.2008) y scripts construidos por Novogene, con un valor

e-value de le-6.
KEGG: Servidor de anotacion automatica de KEGG, valor de e-value 1e-10

2.2.2. Andlisis de expresion de genes diferencialmente expresados

2.2.2.1. Prediccién de secuencia codificante

Para los unigenes que fueron identificados durante la basqueda por BLAST de acuerdo con las
bases de datos NR y Swissprot, se extrajo la secuencia de nucle6tidos y se tradujo a secuencia
de aminoacidos utilizando codones estandar. Los unigenes que no tuvieron resultados en la
busqueda por BLAST fueron analizados con el programa ESTScan version 3.0.3 (Lottaz et al.,
2003) usando los parametros por default para predecir la region codificante e identificar la

direccién de las secuencias. El programa ESTScan esta basado en Modelos Ocultos de Markov.
2.2.2.2. Mapeo de secuencias
Para el mapeo de secuencias se trabajo con el transcriptoma ensamblado de novo vy filtrado por

el programa Corset para mapear las lecturas obtenidas de secuenciacion con el programa RSEM

version 1.2.26 (Li & Dewey, 2011) y los parametros por default.
2.2.2.3. Genes diferencialmente expresados en el transcriptoma
El andlisis se realizé con el programa DESeq version 1.10.1 (Love et al., 2014), el cual se basa

en la distribucion binomial negativa. Ademas, se realizé un filtrado para eliminar aquellos genes

diferencialmente expresados que tuvieran un valor de probabilidad p-value<0.05

2.2.3. Identificacion de genes de metiltransferasas de ADN en el transcriptoma

Se utilizo el programa Transdecoder v 5.5.0
(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/releases) sin cambios en los parametros para
traducir las secuencias de nucleétidos del transcriptoma de A. angustifolia Haw. y obtener

secuencias de aminoacidos a partir de los marcos abiertos de lectura mas largos. Para trabajar
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con Transdecoder se utilizé el servidor de bioinformatica “Galaxy” version 20.09 (Afgan et al.,
2018).

Posteriormente, se hizo una revision de los resultados generados en el reporte del transcriptoma
de la identificacion de genes en diferentes bases de datos y se seleccionaron aquellas
secuencias que fueron reconocidas como posibles genes de metiltransferasas de ADN. Para
corroborar estos resultados, se utilizd el programa HMMER con el objetivo de identificar
secuencias en el transcriptoma que tengan el dominio catalitico de los genes de metiltransferasas
de ADN. Para este paso, se gener6 un perfil de alineamiento de los dominios cataliticos metilasa
de ADN (c6digo PF00145) reportados de plantas en la base de datos Pfam (Mistry et al., 2021).
Posteriormente, se utilizé este alineamiento y el transcriptoma traducido en aminoacidos para
aislar solamente aquellas secuencias que contengan el dominio catalitico de las proteinas de
metiltransferasas de ADN. Para este paso se trabajé con el programa HMMER versién 3.3
(Wheeler & Eddy, 2013). A continuacién, las secuencias identificadas se analizaron mediante
busquedas de similitud con el algoritmo BLAST del Centro Nacional para la Informacién

Biotecnoldgica (NCBI).

2.2.4. ldentificacion de dominios conservados de metiltransferasas de ADN en el

transcriptoma ensamblado

Se llevaron a cabo busquedas en la base de datos Pfam version 34 (Mistry et al., 2021) y la base
de datos de dominios conservados (CDD) del NCBI https://www.nchbi.nlm.nih.gov/, para identificar
la posiciéon y longitud de los dominios conservados de los genes de metiltransferasas de ADN
identificados. Por ultimo, se utilizé el programa Genious 2021.1 (https://www.geneious.com/) para
ilustrar la identidad y ubicacién de los dominios conservados identificados en las proteinas de

metiltransferasas de ADN obtenidas del transcriptoma ensamblado de A. angustifolia Haw.
2.2.5. Arbol filogenético de proteinas de metiltransferasas de ADN

Como método de corroboracién para la clasificacion de las secuencias de genes de
metiltransferasas de ADN se construy6 un arbol filogenético con las secuencias de aminoacidos
de los genes identificados en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. y las secuencias de
aminoacidos de genes ortélogos de otras 14 especies de plantas reportadas en el trabajo
desarrollado por Moglia et al., (2019). En la presente tesis, para la elaboraciéon del arbol

filogenético, se utilizaron secuencias de proteinas de metiltransferasas de ADN contenidas en el
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genoma secuenciado de 14 especies de plantas diferentes, cuatro monocotiledéneas (O. sativa,
Z. mays, Sorghum bicolor, Brachypodium distachyon) y 10 dicotiledoneas (A. thaliana, Solanum
melongena, Cynara cardunculus, Glycine max, Solanum lycopersicum, Fragaria x anassa,
Solanum tuberosum, Salvia miltiorrhiza, Ricinus communis, y P. trichocarpa). Por dltimo, se
afadieron también al andlisis las secuencias de metiltransferasas de ADN de Asparagus
officinalis reportadas en la base de datos de Genbank. Para el alineamiento mdiltiple de
secuencias de las proteinas se utilizo el programa Muscle (Edgar, 2004) con el método UPGMA
y los parametros restantes sin modificar. Posteriormente, el arbol filogenético se construyé con
el programa MEGA 7 version 7.0 (Kumar et al., 2016) con el método estadistico Neighbor-joining
y la prueba de Bootstrap con 1000 iteraciones. Asimismo, se utilizé el modelo de sustitucién p-

distance y pairwise deletion para el procesamiento de “Gaps”.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Analisis de calidad de lecturas de secuenciacién del transcriptoma de A. angustifolia
Haw.

Para la busqueda de las secuencias que codifican para metiltransferasas de ADN fue necesario
revisar el transcriptoma de A. angustifolia con que cuenta el laboratorio de epigenética de las
plantas verdes y albinas. Para ello, primero se tuvo que verificar la calidad de lecturas de
secuenciacion para las réplicas de muestras de hoja (H) y meristemo (M) de fenotipo verde (G)
y albino (A), los cuales obtuvieron porcentajes elevados de Q20, entre 95.47% y 96.96% Estos
valores representan que las bases que forman las lecturas tienen una deteccion correcta del 99%
0 mayor. Ademas, al observar el valor Q30, se identificé que del 89.29% al 92.31% de las bases
en las lecturas tienen una deteccion correcta mayor al 99.9%. Por ultimo, el porcentaje de
contenido de GC en las lecturas de secuenciacion, se encuentra entre el 49.2% al 51.36%

dependiendo de la muestra en la Tabla 2.1.
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Tabla 2. 1 Resultados de calidad de secuenciacion del transcriptoma de A. angustifolia

Haw.

Muestra | Lecturas crudas (millones) Lecturas limpias (millones) Bases limpias (Gb) Q20 (%) Q30 (%) GC (%)
HG1 141 134 20.1 95.83 89.96 50.46
HG2 121 117 17.6 95.47 89.29 50.72
HG3 125 118 17.8 96.3 90.94 50.91
MG1 123 118 17.8 95.69 89.71 49.27
MG2 120 114 17.1 96.32 91.06 49.2
MG3 126 116 17.5 96.34 91.03 49.2
HA1 125 119 17.9 96.41 91.29 49.72
HA2 126 119 18 96.5 91.44 49.9
HA3 159 149 22.4 96.58 91.57 51.36
MA1 128 122 18.4 96.2 90.89 49.76
MA2 121 117 17.6 96.96 92.31 49.48
MA3 125 120 18.1 96.91 92.22 50.05

Muestra: Indica el nombre del tejido utilizado para el andlisis, HG: hoja de la planta verde, MG: meristemo
de la planta verde, HA: hoja de la planta albina, MA: meristemo de la planta albina. Bases limpias: NiUmero
de bases limpias multiplicadas por la longitud de lecturas mostradas en unidades de Gb. Q20: Porcentaje
de bases cuyo porcentaje de deteccidn correcta fue mayor al 99%. Q30: Porcentaje de bases cuyo
porcentaje de deteccion correcta fue mayor al 99.9%. GC: Porcentaje de contenido de guaninas y citosinas
en el numero total de bases.

2.3.2. Distribucion de longitud de transcritos y obtencion de unigenes del transcriptoma
de A. angustifolia Haw.

Para obtener los unigenes a partir de los contigs, se seleccionaron los transcritos mas largos del
filtrado realizado en el programa Corset, los cuales posteriormente fueron anotados y analizados.
Durante el ensamble se obtuvieron 270,409 transcriptos, de los cuales se obtuvieron 270,163
unigenes. En la Tabla 2.2 se muestra el nimero total de unigenes y transcriptos obtenidos, asi

como los rangos de longitudes para cada uno.

Tabla 2. 2 Namero total de transcriptos y unigenes identificados en el transcriptoma de A. angustifolia Haw.

Intervalo de longitud de secuencias 200-500pb 500pb-1kpb 1-2kpb >2kpb Total
Numero de transcritos 105,974 84,735 54,930 24,770 270,409
Ndmero de unigenes 104,729 48,734 54,930 24,770 270,163

200-500b: Numero de secuencias de una longitud de entre 200 a 500pb; 500pb-1kpb; 1-2kpb y mayores
a 2kpb
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Con el analisis del ensamble del transcriptoma se pudo observar que la longitud minima de los

transcritos fue de 201 pb mientras que la longitud maxima fue de 15,535 pb (Tabla 2.3). El

promedio de los unigenes secuenciados fue de 904 pb.

Tabla 2. 3 Datos estadisticos del ensamble de transcriptoma de A. angustifolia Haw.

Longitud minima | Longitud promedio | Longitud media | Longitud maxima N50 N90 Nuclﬁ;tilltli:::;tales
Transcritos 201 904 615 15,535 1,282 417 244.33
Unigenes 201 904 615 15,535 1,282 417 244.26

2.3.3. Anotacion funcional de genes identificados en el trancriptoma de A. angustifolia

Haw.

De los 270,163 unigenes encontrados, se logré anotar 141,541 (52.39%) y siendo el 7.12%

encontrados en todas las bases de datos utilizadas. En la Tabla 2.4 se sintetiza el porcentaje de

unigenes que fueron detectados en cada una de las bases de datos utilizadas. Se pudo observar

gue la base de datos SwissProt fue la que anot6 un mayor nimero de unigenes, representando

el 33.93% mientras que con KO solo se pudo anotar el 16.44%.

Tabla 2. 4 Unigenes anotados del transcriptoma de A. angustifolia Haw.

Base de datos Numero de unigenes Porcentaje (%)
NR 117,256 43.4
NT 75,885 28.08
KO 4,428 16.44
SwissProt 91,669 33.93
Pfam 90,297 33.42
GO 90,821 33.61
KOG 38,204 14.14

Para la anotacion funcional de genes se utilizaron siete bases de datos, NR: base de datos
de secuencias de nucleodtidos no reduntante (NCBI), NT: base de datos de nucleétidos (NCBI),
KO: Ontologia de KEGG, SwissProt: base de datos de proteinas, Pfam: familia de proteinas,
GO: ontologia de genes, KOG: grupos ortélogos de eucariotas. NUmero de unigenes: nimero
de unigenes totales identificados. Porcentaje: porcentaje de unigenes anotados en las
distintas bases de datos.
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2.3.4. Mapeo de lecturas de secuenciacion del transcriptoma de A. angustifolia Haw.

Se realizé un mapeo de las lecturas de secuenciacion (Tabla 2.5) utilizando como referencia el
transcriptoma ensamblado de novo Y filtrado con el programa Corset. Del total de muestras, se
logré mapear del 64.71% al 67.9% de las lecturas de secuenciacion al transcriptoma ensamblado

y usado como referencia.

Tabla 2. 5 Lecturas mapeadas al ensamble de novo del transcriptoma de A. angustifolia Haw.

Nombre de la muestra | Lecturas totales (millones) | Total de lecturas mapeadas (millones)
HG1 134.18 90.16 (67.19%)
HG2 117.11 75.78 (64.71%)
HG3 118.81 77.81 (65.49%)
MG1 118.71 79.09 (66.93%)
MG2 114.16 76.48 (66.99%)
MG3 116.73 77 (65.97%)
HA1 119.33 81.44 (68.24%)
HA2 119.99 82.26 (68.56%)
HA3 149 101.25 (67.96%)
MA1 122.69 82.3 (67.08%)
MA2 117.511 77.6 (66.04%)
MA3 120.34 80.97 (67.29%)

HG: tejido de hoja verde, MG: tejido meristemo de la planta verde, HA: hoja de la planta albina,
MA: meristemo de la planta albina.

2.3.5. Busqueda de identidad de secuencias del transcriptoma de A. angustifolia Haw. con
el algoritmo BLAST del NCBI

Una vez que ya se tenia toda la informacién del transcriptoma, se procedi6 a buscar la identidad
de secuencias y para ello se utilizaron las secuencias de genes que codifican para
metiltransferasas de ADN en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. Se utilizé la herramienta
bioinformatica BLAST que se encuentra instalado en la base de datos del Centro Nacional para
la Informacién Biotecnoldgica (NCBI). Los mejores resultados de bulsqueda coincidieron con
genes de la especie Asparagus officinalis que pertenecen a las tres familias de metiltransferasas
de ADN: DRM, MET y CMT. Se logr6 identificar 10 genes en total (Tabla 2.6): tres genes DRM2
con un porcentaje de similitud de alrededor de 66% a 70%, un gen DRM3 con un porcentaje de
similitud de 60.38%. Por otro lado, solo una secuencia presentd un porcentaje de similitud de

80.83% con un gen MET1B de A. officinalis. Ademas, tres secuencias fueron identificadas como
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genes CMT2 y dos como CMT3, presentando un porcentaje de similitud de entre 84% y 89% en
el primer caso y de aproximadamente 59% hasta 67% en el caso de los genes CMT3. Los
resultados tuvieron un valor de E de 0 a 6E-51 y una cobertura de secuencia en el gen de
referencia que varia de 57% hasta 89% aproximadamente

Tabla 2. 6. Resultados de busquedas de similitud por BLAST de secuencias de metiltransferasas de ADN
identificadas en el transcriptoma de A. angustifolia Haw.

Genes DRM2
ID Transcriptoma Gen Gen ortélogo Valorde E | Cobertura %De similitud #De accesion
Cluster-46512.96201 AaHDRM2a_201 DRM2-Asparagus officinalis 0 75% 76.65% XP_020260564.1
Cluster-46512.110739 AaHDRM2b_739 DRM2-Asparagus officinalis 0 73% 76.65% XP_020260564.1
Cluster-46512.142275 AaHDRM2c_275 DRM2-Asparagus officinalis 0 75% 77.40% XP_020260564.1
Genes DRM3
Cluster-46512.161086 AaHDRM3a_086 DRM23-Asparagus officinalis 0 84% 60.38% XP_020254982.1
Genes CMT2
Cluster-46512.160638 AaHCMT2a_638 CMT2-Isoforma X2-Asparagus officinalis 0 73% 70.50% XP_010908353.1
Cluster-46512.159175 AaHCMT2b_175 CMT2-Isoforma X1-Asparagus officinalis 0 78% 69.17% XP_010908353.1
Cluster-46512.167523 AaHCMT2c_523 CMT2-Isoforma X1-Asparagus officinalis 0 67% 66.61% XP_010908353.1
Genes CMT3
Cluster-46512.85248 AaHCMT3a_248 CMT3 Isoforma X3-Asparagus officinalis 0 85% 67.53% XP_020251487.1
Cluster-46512.141003 AaHCMT3b_003 CMT3-Asparagus officinalis 0 65% 59.40% XP_020246348.1
Gen MET
Cluster-46512.117080 l AaHMET1_080 | MET1B_Asparagus officinalis | 0 91% | 80.83% I XP_020269746.1

2.3.6. ldentificacibn de dominios conservados en secuencias de genes de

metiltransferasas de ADN

Para la identificacion de dominios conservados en las secuencias de aminoacidos de
metiltransferasas encontradas en el transcriptoma de A. angustifolia Haw., se realizaron
busquedas de similitud en las bases de datos publicas Pfam y CD domains (NCBI). En la Figura
2.1 se observa la ubicacion de los dominios conservados de las secuencias de A. angustifolia
Haw. que pertenecen a la familia DRM. Cada una de las secuencias contiene un dominio UBA
(rectangulo naranja) en el extremo N-terminal y el dominio catalitico metilasa de ADN (rectangulo
verde) en una ubicacion muy similar del extremo C-terminal, ademas, la longitud de las
secuencias varia en longitud de 576 a 617 aminoacidos. En el Anexo 1 se detalla la longitud y

ubicacion de los dominios identificados, asi como la base de datos en la que fueron identificados.

En el transcriptoma de A. angustifolia Haw., se logré identificar una secuencia que pertenece a
la familia MET (Figura 2.2). Esta secuencia contiene dos dominios RFD (rectangulos grises), dos

dominios BAH (rectangulos azules) en la regién N-terminal, asimismo presenta un dominio
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catalitico de metilasa de ADN (rectdngulo verde) en la regién C-terminal. La longitud de la

secuencia es de 1548 aminoacidos.

Por altimo, se identificaron cinco secuencias de metiltransferasas de ADN que contienen los
dominios caracteristicos de la familia CMT (Figura 2.3). Cada una de las secuencias de
aminoacidos contiene un dominio BAH (rectdngulo azul) y un dominio CD (rectangulo amarillo)
en el extremo N-terminal y el dominio catalitico metilasa de ADN (rectangulo verde) en el extremo
C-terminal. La longitud de las secuencias varia de 698 a 928 aminoacidos.

"] 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 a.a.

AaHDRM2a_201 UBA Metilasa de ADN 617 a.a.

AaHDRM2b_739 UBA Metilasa de ADN 617 a.a.
> 2
AaHDRM2c_275 UBA Metilasa de ADN 621aa.
(- S —
AaHDRM3a_086 jgp Metilasade ADN 576 a.a.
S—

Figura 2. 1 Dominios conservados en secuencias de aminoacidos de metiltransferasas de la
familia DRM. UBA: Dominio asociado a ubiquitina, Metilasa_ ADN: Dominio catalitico metilasa
de ADN. En el lado derecho de cada secuencia se muestra su longitud real en aminoacidos.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 a.a.
| I | | | | | | | | | | | |

AaHMET1_ 080
RFD RFD BAH BAH Metilasa de ADN

Figura 2. 2 Dominios conservados en secuencias de aminoécidos de metiltransferasas de la
familia Met. BAH: Dominio conservado de homologia bromoadyacente. RFD: Dominios
conservados de replicacion de foci. Metilasa_ ADN: Dominio catalitico metilasa de ADN.
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100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 g.a.
| | | | | |

AaHCMT2a_638 BAH CcD Metilasa de ADN 928 a.a.
b
AaHCMT2b_175 BAH Metilasa de ADN 926 a.a.

AaHCMT2c_523 BAH CD Metilasade ADN 698 a.a.

AaHCMT3a_248 BAH o) Metilasa de ADN 880 a.a.

AaHCMT3b 003 BAH D Metilasa de ADN 926 a.a.

Figura 2. 3 Dominios conservados en secuencias de aminoacidos de metiltransferasas de la
familia CMT. BAH: Dominio conservado de homologia bromoadyacente. CD: Cromodominio.
Metilasa_ ADN: Dominio catalitco metilasa de ADN.

2.3.7. Andlisis filogenético de las secuencias identificadas en el transcriptoma

En la Figura 2.5 se muestra el arbol filogenético obtenido de las secuencias de aminoacidos de
los genes identificados en el transcriptoma de A. angustifolia Haw., las secuencias de
aminodacidos de metiltransferasas de ADN en 14 especies reportadas en el trabajo de Moglia et
al., (2019) y las secuencias de metiltransferasas de Asparagus officinalis. Durante el analisis, se
formaron tres clados principales que corresponden a las tres familias de metiltransferasas de
ADN: MET, DRM y CMT, cada uno de los clados principales tiene un suporte del 100% para la
prueba de bootstrap de 1,000 iteraciones. El total de las secuencias identificadas en el
transcriptoma de A. angustifolia Haw. se encuentran en el clado que pertenece a la familia de
metiltransferasas de ADN esperada. Ademas, las proteinas AaH_MET1_080, AaH_DRM?2a_201,
AaH_DRM2b_739, AaH_DRM2c_275, AaH_DRM3d_086, AaH_CMT3a_248, AaH_CMT3b_003
se organizan cerca de las secuencias de aminoacidos de proteinas ortélogas de A. officinalis.
Sin embargo, las proteinas AaH_CMT2a_638, AaH_CMT2b_175, AaH_CMT2c 523, se
distribuyen en el mismo clado que las proteinas ortélogas CMT1 de la especie Brachypodium
distachyon, CMT1 de la especie Sorghum bicolor y CMT2 de la especie O. sativa.
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Familias de Mtasas de ADN

. MET
. CMT
. DRM

Figura 2. 4 Arbol filogenético de proteinas de MTasas de ADN. Se construy6 utilizando el método
de neighbor-joining. Los colores (verde, morado y naranja) indican los tres clados principales
obtenidos para las familias de MTasas de ADN: MET, CMT y DRM, respectivamente. El soporte
de las ramas se muestra con porcentaje de bootstrap para 1,000 réplicas. AaH: Agave
angustifolia Haw., Asof: Asparagus officinalis, Bd: Brachypodium distachyon, Cc: Cynara
cardunculus, Fa: Fragaria x anassa, Gm: Glycine max, Os: Oryza sativa, Pt: Populus trichocarpa,
Rc: Ricinus communis, Sm: Salvia miltiorrhiza, Sl: Solanum lycopersicum, Smel: Solanum
melongena, St: Solanum tuberosum, Sh: Sorghum bicolor, Zm: Zea mays.
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ANALISIS DE EXPRESION DE GENES DE METILTRANSFERASAS DE ADN

3.1. INTRODUCCION

En estudios anteriores realizados por Us-Camas et al., (2017), se comprobdé que la variaciéon
genética entre los fenotipos verde, variegado y albino de A. angustifolia Haw., era menor al 4%,
concluyendo que la variacion fenotipica observada en el modelo de estudio podria deberse a
factores epigenéticos en vez de genéticos Por otro lado, Duarte-Aké et al., (2016) encontré que
durante la micropropagacion del fenotipo verde se observaba una hipometilacién justo antes de
gue emergiera el fenotipo variegado y este a su vez disminuia la metilacion en el ADN dando
lugar al fenotipo albino. De igual manera, existen reportes que sugieren que las metilaciones en
genes especificos que son necesarios para la biogénesis de plastidios, pueden estar
involucrados en la aparicion de fenotipos variegado y albino (Q. Wang et al., 2015; Q. M. Wang
et al., 2016). Con base a estos estudios se propone que la variacion fenotipica encontrada en A.
angustifolia Haw. se puede explicar por una regulacién epigenética mediada metiltransferasas

de ADN en genes especificos dando lugar a los fenotipos variegados y albinos.

Con el objetivo de conocer el nivel de expresion de los genes de metiltransferasa de ADN que
fueron encontrados en el transcriptoma de A. angustifolia Haw., en este capitulo de la tesis se
presentan los resultados de expresion evaluados por RT-qgPCR de cuatro genes que codifican
para metiltransferasas de ADN en los fenotipos G, V y A en los meristemos y hojas. Ademas, se
detallan los andlisis de expresion diferencial en la zona albina y la zona verde de la hoja

variegada.
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CAPITULO I

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Disefio de cebadores

Se diseflaron cebadores para amplificar secuencias especificas de genes que codifican para
enzimas de metiltransferasas de ADN, para ello, se utilizaron las secuencias encontradas en el
transcriptoma de A. angustifolia Haw. Para el disefio de los cebadores se contempl6 que la regiéon
amplificada contuviera un fragmento de la region del dominio catalitico de cada gen de
metiltransferasa de ADN y otro fragmento por fuera del dominio. Ademas, dicha region tiene una
longitud esperada de 150pb a 200pb. Se utilizé la herramienta del NCBI de PRIMER-BLAST con
las recomendaciones de disefio aportadas por la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de ADN
del Instituto de Biotecnologia, UNAM. En la Tabla 3.1 se reporta la secuencia de los cebadores

disefiados

Tabla 3.1 Secuencias de cebadores disefiados para el andlisis de expresién de genes que codifican para
las enzimas metiltransferasas de ADN de A. angustifolia Haw (AaH).

AIH_METIB 080 15, TG CCOATGTACCACCACAT 5355
ASH_DRM23.20L |1 T GOAGGGATCGGTAGGAGE o1
HORMED 73D A CCATARGTAAGEANTETC a5
e e
ASHDRM33 086 | 1 AR GCATACTGATETCTGG66E o1 125
ASHCMIT28 638 |11~ ACCCOAGCTOCTARGEAMG 575
B M2 175 | CAMAGEGGCEATETCE 70 197
ARH_CMT2E 523 3173 GAGGACOCCOACATAGAACA s5.02 e
ASH_CMT33_248 |11~ AGOACCECCACATAGAAGR s e
AIHCMT3h 003 | o T GGGTGATIGTGCCTEAS 5567
1 : =
SEnIES [ TCaTTARGGGATITAGATIET
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CAPITULO IV

3.2.2. Condiciones de cultivo y caracteristicas de las plantulas

Las plantas de cada fenotipo, G, V y A, fueron cultivadas en cajas Magenta en grupos de seis
plantas por fenotipo. Se utilizaron 50 ml de medio de cultivo para micropropagaciéon MS-B
reportado por Robert et al., (2006), el cual esta formulado con medio MS (Murashige y Skoog,
1962) modificado en la concentracion de nitrdgeno con 10mM de KNO3z y 5mM de NH4NOs. En
adicion, este medio es suplementado con reguladores de crecimiento, con una concentracién a
0.11uM de 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético) y 4.43 uM de 6-BA (6-benciladenina). Para
solidificar el medio se utilizé 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 hasta que alcanzaron una altura de 2.5 cm
aproximadamente. Las hojas de las plantulas V fueron diseccionadas utilizando un bisturi en las

zonas verde (GV) y albina (AV) para realizar los analisis de expresion.
3.2.3. Extraccion de ARN

Se extrajo ARN total de cada muestra (HG, HA, MG, MV, MA, GV y AV) por triplicado. Para este
paso se empled el método de TRI Reagent siguiendo las indicaciones del fabricante (Sigma).
Primeramente, se maceraron 100 mg de muestra con nitrdgeno nitrico con ayuda de un mortero
y pistilo. Se agregé6 1ml de TRI Reagent y se mezclé6 en vortex por unos segundos.
Posteriormente, se incubd la muestra por 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
agregaron 100 ul de BCP(1-bromo-3-cloropropano) y se mezclé en vortex por unos segundos.
Para continuar, se incubaron las muestras por 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugaron
las muestras a 12,000xg por 15 min a 4°C. Después, se transfirio la fase acuosa a un tubo limpio
de 1.5 mly se afiadié 0.5 ml de isopropanol frio (almacenado a -20°C). Se mezclé manualmente
de forma ligera y se incubé la muestra a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente, se
centrifugé a 12,000xg por 8 min a 4°C. A continuacioén, se descart6 la fase acuosa volteando el
tubo, conservando la pastilla de ARN en el tubo. Se lavé la pastilla con 1 ml de etanol frio al 75%.
Se centrifugaron los tubos a 7500xg por 5 min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se dejo
secar el contenido por 10min. Por ultimo, cada muestra de ARN se re suspendié con 30 pul de
agua ultra pura y se incub6 a 55°C por 15 min. Las muestras de ARN se almacenaron a -80°C.
Se verificé la integralidad del ARN en un gel de agarosa a 1.5% y se cuantific6 su concentracion

en un nanodrop.
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3.2.4. Sintesis de ADNc

Para la sintesis de ADNc se utilizd el kit de SuperScript IV siguiendo las indicaciones del
proveedor (Thermo Fisher Scientific). Se utilizé 1 ug de ARN de cada muestra, se agrego 1 ul de
Oligo d(T) 50 mM, 1 ul de dNTPs (10mM) y se afor6 con agua ultra pura hasta alcanzar 13 pl. A
continuacion, la muestra se mantuvo por 5 min a 65°C para desnaturalizar el ARN y se coloco
en hielo. Se afiadio a la mezcla 4 pl de buffer de reaccion incluido en el kit, 1 pul de DTT (100mM),
1 ul de ARNasa y 2 pl de la enzima transcriptasa inversa. Posteriormente, la mezcla de reaccion
se incubo6 a 42°C por una hora. Por tltimo, se incub6 a 80°C por 5 minutos. EI ADNc se almaceno
a -20°C hasta su uso.

3.2.5. PCR punto final

Se realizé un ensayo de PCR punto final para corroborar que los cebadores amplificaban
correctamente la region de interés. Se utilizo el protocolo DreamTaq del fabricante ThermoFisher
para PCR punto final. Los reactivos utilizados para un volumen final de 25 pl son los siguientes:
2.5 ul de buffer DreamTaq, 0.5 pl de cebador forward a 10 mM, 0.5 ul de cebadorreverse a 10
mM, 1 ug de ADNc y 0.625 pl de polimerasa DreamTag. Por ultimo, se ajusté el volumen de
reaccion con agua ultra pura hasta obtener un volumen final de 25 pl. El programa utilizado para
la técnica de PCR punto final fue el siguiente: desnaturalizacién inicial a 95°C por 3 min, a
continuacion, se utilizaron 25 ciclos a 95°C por 30 seg, una Tm especifica para cada juego de
cebadores (Tabla 3.1) por 30 seg y 72°C por un minuto para la extensién final. Se corrié un gel
de agarosa al 1.5% para observar el tamafio y verificar que no existiera amplificaciones

inespecificas.

3.2.6. Determinacion del nivel de expresion por densitometria de genes de

metiltransferasas de ADN de A. angustifolia Haw.

Con el objetivo de conocer de manera preliminar la expresion de los genes de metiltransferasas
de ADN, se corri6 un gel de electroforesis utilizando el gen ribosomal 18S como gen normalizador
y testigo de carga, con los productos de amplificacion de PCR de cada juego de cebadores y con
muestras de los siete tejidos: hoja verde (HG) y meristemo verde (MG), hoja albina (HA) y
meristemo albino (MA), zona verde y zona albina de hoja variegada (VA) y el meristemo del
fenotipo variegado (MV). Posteriormente, se realiz6 un analisis densitométrico con el programa

Imaged.
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3.2.7. Eleccion de genes de metiltransferasas de ADN para analizar por RT- gPCR

Después de analizar el gel de electroforesis con el producto de amplificaciéon de PCR de los 10
genes de metiltransferasas de ADN, se eligieron cuatro genes expresados diferencialmente y
que fueran representativos de las tres familias de metiltransferasas MET, DRM y CMT. Los genes
elegidos fueron AaH_MET1B_080, AaH_DRM2a_201, AaHDRM2b_739, AaHCMT3a_248.

3.2.8. Andlisis de expresion de metiltransferasas a partir del reporte del transcriptoma

Para corroborar los datos de expresion de metiltransferasas de ADN obtenidos a partir de RT-
gPCR, se graficaron los niveles de expresion en FPKM (Fragmentos por millon) reportados en el
transcriptoma de los cuatro genes elegidos para su analisis. La unidad FPKM se utiliza para
analisis de expresidon ARN-seq donde la secuenciacion es de cadena doble (pair-end), ya que
toma en cuenta que 2 fragmentos pueden pertenecer a la misma lectura y por lo tanto no se
cuenta dos veces. Para obtener los FPKM, se cuenta el nUmero total de lecturas en una muestra
y se divide ese numero entre 1 millén, la cifra que resulta se conoce como factor de escala “por
millon”. Posteriormente se divide el numero de lecturas entre el factor de escala “por millén”, por

ultimo, el resultado se divide entre la longitud del gen en kilobases.
3.2.9. Medicién de niveles de expresion de metiltransferasas de ADN por RT-qPCR

El ARN total de cada fenotipo (G, V y A) se extrajo usando el método TRI Reagent siguiendo las
especificaciones del proveedor (Sigma). Se verifico la integridad del ARN en un gel de agarosa
al 1.5%. Para la sintesis del ADNc se utiliz6 el kit SuperScript lll First-Strand Synthesis System
(Invitrogen) comenzando con 1 pg de ARN total hasta un volumen final de 25pl. Para las
reacciones de RT-gPCR se utiliz6 0.125 ul de cada cebador (5 uM), 6.25 pl de PCR SYBR Master
Mix (Applied biosystems) y una concentracion de 20 ng/pl de ADNc en un volumen final de
reaccion de 12.5 pl. Para la amplificacion se utilizo el siguiente procedimiento: Desnaturalizacion
inicial de 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 40 seg, una Tm especifica de cada
juego de cebadores (Tabla 3.1) por 40 seg y 72°C por 1 min. Como gen normalizador se utilizo
el gen ribosomal 18S siguiendo el programa de amplificacién: desnaturalizacién inicial a 95°C

por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 40 seg, 62°C por 40 seg y 72°C por 2 min.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Determinacion del nivel de expresion por densitometria de genes de
metiltransferasas de ADN de A. angustifolia Haw.

Se hizo el andlisis densitométrico de las bandas amplificadas por PCR punto final para todos los
genes (Figura 3.1). Se logré identificar un Unico transcrito de la familia MET, AaH_MET1B_080
(Figura 3.1). La expresion de este transcrito fue muy similar en hoja verde y albina, asi como en
la zona albina de la hoja variegada. Sin embargo, su expresion fue cincuenta por ciento mayor
en la zona verde de la hoja variegada. En adicion, su expresion fue muy semejante entre el
meristemo verde y meristemo albino. Por dltimo, el gen AaH_MET1B_080 tuvo una expresion
aproximadamente sesenta por ciento mayor en meristemo variegado que en meristemo verde y

albino.

En la familia de genes DRM, AaH_DRM2a_201, mostré un nivel de expresion similar en muestras
de hoja verde en comparacién con muestras de hoja albina, asi como en muestras de tejido verde
y albino de plantas variegadas (Figura 3.2). La expresién del transcrito en los meristemos verde
y albino fue muy similar, sin embargo, la expresion en el meristemo variegado fue 50% mayor.
El gen AaH_DRM2b_ 739 se expresé al doble en hoja albina en comparacién con hoja verde,
ademas el gen tuvo una expresion similar en la zona verde y albina de plantas con fenotipo
variegado, esta expresion fue 3 veces mayor que la expresion en hoja verde. Por otro lado, se
encontré una expresion tres veces mayor en meristemo verde en comparacion con meristemo
albino, y su expresion en meristemo variegado fue 1.5 veces mayor que en meristemo verde y
por lo tanto 4.5 veces mayor que en meristemo albino. Por otro lado, AaH_DRM2c_275, mostré
una expresion 50% mayor en hoja albina en comparacion con hoja verde. Ademas, se observé
gue este transcrito se expresa de igual manera en la hoja albina y en la zona albina de hoja
variegada. Sin embargo, en la zona verde se expresa 50% mas. En los tejidos meristematicos,
AaH_DRM2c_275 se expresé 50% mas en meristemo verde que en meristemo albino, por ultimo,
el gen se expres6 aproximadamente 30% mas en meristemo variegado que en meristemo verde.
En el caso del transcrito identificado como AaH_DRM3a_086, se encontré que su expresion fue
muy similar entre hoja verde y hoja albina. De manera interesante se observo que la expresion
del gen fue aproximadamente 50% menor en la zona albina de hojas en plantas con fenotipo
variegado, ademas, la expresion de AaH_DRM3a_086 fue aproximadamente 1.5 veces mayor

en la zona verde de hojas variegadas que en hojas verdes y albinas.
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En el caso de la familia CMT, el transcrito AaH_CMT2a_638 mostré una expresion similar en
hojas con fenotipo verde y albino, asi como en la zona albina de hojas variegadas (Figura 3.2).
Sin embargo, en la zona verde de hojas con fenotipo variegado, AaH_CMT2a_638 mostré una
expresion 1.5 veces mayor. Por otro lado, en los tejidos meristematicos, este transcrito se
expresO de manera muy parecida en meristemo verde y meristemo albino, mientras que el
meristemo variegado fue de aproximadamente 60% mas que en meristemo verde y albino. Para
el caso de AaH_CMT2b_175 se observé una expresion muy similar en los tejidos de hoja verde
y albina. Sin embargo, en la zona verde de hojas variegadas, AaH_CMT2b_175 tuvo una
expresion 50% que, en el tejido de hoja verde y albina, ademas en la zona albina de hoja
variegada se expresé tres veces menos. Por otro lado, AaH_CMT2c_ 523 presentd una expresion
similar en el tejido foliar verde, albino y en la zona albina de hoja variegada, sin embargo, la zona
verde de hoja variegada se expresé cincuenta por ciento mas. Ademas, AaH_CMT2c_523 tuvo
una expresién muy similar en meristemo verde y meristemo albino, por otro lado, el gen tuvo una
expresion 50% mayor en el meristemo variegado. Otro de los genes analizados por densitometria
en gel de electroforesis fue AaH_CMT3a_248, su amplificacién fue muy similar en hoja verde y
albina, asi como en la zona albina de hoja variegada (Figura 3.1), sin embargo, su expresion fue
50% mayor en la zona verde de hoja variegada (Figura 3.2). En los tejidos meristematicos
AaH_CMT3a_248 tuvo una expresion 50% mayor en meristemo verde que en meristemo albino
y en meristemo variegado su expresion fue 60% mayor que en meristemo verde. El Ultimo
transcrito por analizar de la familia CMT fue AaH_CMT3b_003, el cual se expresé de manera
muy similar en la zona albina de hoja variegada y en el tejido de hoja verde, por otro lado, el gen
se expresO de forma semejante en hoja albina y en la zona verde de hoja variegada, esta
expresion fue cincuenta por ciento mayor en comparacion con la zona albina de hoja variegada
y el tejido de hoja verde. En adicién, se observo una expresién similar del gen AaH_CMT3b_003
en los tejidos de meristemo verde y albino, mientras que su expresion en meristemo variegado

fue 70% mayor.
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Gen 185
AaH_MET1B_080
AaH_DRM2a_201 |
AaH_DRM2b_739
AaH_DRM2¢_275 |
AaH_DRM3a_086 ||
AaH_CMT2a_638
AaH_CMT2b_175
AaH_CMT2¢_523
AaH_CMT3a_248

AaH_CMT3b_003

Meristemo

Figura 3. 1 Gel de electroforesis para genes de Mtasas de ADN identificados en el transcriptoma
de A. angustifolia Haw. Para este analisis se realizd6 un PCR con los cebadores disefiados a
partir de las secuencias del transcriptoma.
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o
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HG: Hoja verde
HA: Hoja albina
MG: Meristemo verde
MA: Meristemo albino

GV: Regidn verde de variegada
AV: Region albina de variegada
MV: Meristemo variegado

Figura 3. 2 Andlisis densitométrico de genes de MTasas de ADN identificados en el
transcriptoma de A. angustifolia Haw. El andlisis se realiz6 con el programa ImageJ. Se utilizé
el gen ribosomal 18S ccomo gen normalizador y testigo de carga. Se utilizaron muestras de
ARN de tejidos de hoja y meristemo de los fenotipos verde, variegado y albino.
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3.3.2. Niveles de expresion de genes de metiltransferasas de ADN reportados en el

transcriptoma A. angustifolia Haw.

Con la finalidad de corroborar los datos de expresion obtenidos por RT-gPCR de los cuatro genes
de metiltransferasas de ADN seleccionados, primeramente, se graficaron los datos de FPKMs
(Fragmentos por millén de kilobases) reportados en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. de
estos transcritos en la Figura 3.3.

Se observé que en general el nivel de expresion de AaH_MET1B_080, AaH_DRM2b_739 y
AaH_CMT3a_248 fue mas alto en las hojas con fenotipo verde que en las hojas con el fenotipo
albino y solamente el gen Aa_ HDRM2a_201 tuvo una expresion mas alta en el fenotipo albino
(Figura 3.3). En el caso del tejido foliar, AaHMET1B_080, AaH_DRM2b_739 tuvieron una
expresion similar en el fenotipo verde y albino y AaH_DRM2a_201 se expreso aproximadamente
dos veces mas en el tejido albino en comparacion con el tejido verde. Por ultimo,
AaH_CMT3a_248 se expreso cinco veces mas en el tejido verde que en el tejido albino. Por otro
lado, AaH_MET1B 080, y AaH_CMT3a_ 248 tuvieron una expresion aproximadamente tres
veces mayor en el meristemo de plantas con fenotipo verde con respecto al meristemo de plantas
con fenotipo albino. AaH_DRM2a 201y AaH_DRM2b_739 se expresaron de manera muy similar

en el meristemo de ambos fenotipos.

AaHMET1B_080 AaHDRM2a_201

FPKMs

HG HA MG MA HG HA MG MA

AaHCMT3a_248
AaHDRM2b_739

1.0

FPKMs

HG HA MG MA HG HA MG MA

Figura 3. 3 Niveles de expresion de transcritos expresados deferencialmente reportados en el
ensamble de transcriptoma de A. angustifolia Haw. Los datos fueron tomados directamente del
reporte generado durante el andlisis de expresion del transcriptoma de A. angustifolia.
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3.3.3. Analisis de expresion de genes que codifican para metiltransferasas de ADN por RT-
gPCR

El analisis de expresion por RT-qPCR indica que el nivel de expresién de los genes fue
significativamente mayor en las hojas con fenotipo verde que en las hojas con fenotipo albino
(Figura 3.4). Este patron se repite en la expresion de los genes en el meristemo de plantas con
fenotipo verde que es mayor a la expresion presente en el meristemo de plantas albinas. Los
transcritos AaH_MET1 080, AaH_DRM2a 201 y AaH_DRM2b 739, se expresaron
aproximadamente dos veces mas en las hojas con fenotipo verde que en las hojas con fenotipo
albino. La diferencia méas importante se observo en el gen AaH_CMT3a_248, el cual se expresé
cinco veces mas en el tejido de hojas con fenotipo verde con respecto a las hojas con fenotipo
albino.

En los cuatro transcritos presentados en la Figura 3.4 se detecté un aumento importante de mas
del doble en la expresién en el meristemo verde con respecto al meristemo albino. Nuevamente,
AaH_CMT3a_248 tuvo la diferencia de expresion mas importante debido a que se expresé cinco
veces mas en el meristemo verde con respecto al meristemo albino. Ademas, los cuatro genes
analizados tuvieron una expresioén similar entre el meristemo albino y meristemo variegado. De
forma interesante, se detectd una disminucién de mas del cincuenta por ciento en la expresion
de los genes en las muestras de tejido foliar y meristematico de plantas con fenotipo variegado
con respecto a las muestras restantes. AaH_MET1_080, AaH_DRM?2a 201y AaH_CMT3a_ 248
se expresaron de manera muy semejante tanto en la zona verde como en la albina de las hojas
con fenotipo variegado, Sin embargo, se logr6 detectar un aumento del doble de expresion del

gen AaH_DRM2b_739 en la zona albina con respecto a la zona verde de las hojas variegadas.

Los patrones de expresion de los genes de metiltransferasas de ADN observados en el analisis
por RT-gPCR fueron muy similares a los reportados en el transcriptoma de A. angustifolia Haw.,
sin embargo, los niveles de expresion obtenidos por densitometria, difieren en algunos casos con

los encontrados por RT-gPCR vy los reportados en el transcriptoma.
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Expresion relativa

AaH_MET1_080 AaH_DRM2a_201 AaH_DRM2b_739 AaH_CMT3a_248

Figura 3. 4 Expresion relativa de los transcritos que codifican para metiltransferasas de ADN
de A. angustifolia Haw. (AaH_MET1, AaH_DRMZ2a, AaH_DRM2b, AaH_CMT3a) por RT-
gPCR. AaH: Agave angusitoflia Haw., MET1: Metiltransferasa 1, DRM: Metiltransferasa de
dominios rearreglados, CMT: Cromometiltransferasa, HG: Hoja verde, HA: Hoja albina, MG:
Meristemo verde, MA: Meristemo albino, GV: Region verde de planta variegada, AV: Region
albina de planta variegada, MV: Meristemo variegado. Las diferencias significativas entre el
tejido HG y los demas tejidos fue obtenida mediante la prueba estadistica de Tukey utilizando
diferentes valores de significancia (aP<0.05, bP<0.01, cP<0.0001, respectivamente).
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CAPITULO IV

CAPITULO IV
DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

4.1. DISCUSION GENERAL
4.1.1. Identificacion de dominios conservados y construccién de arbol filogenético

Actualmente, las caracteristicas y funciones de los genes de metiltransferasas de ADN en
Arabidopsis thaliana han sido estudiadas ampliamente (Pavlopoulou & Kossida, 2007; Guo et al.,
2020). Asimismo, en los dltimos cuatro afos, se han identificado y caracterizado genes de
metiltransferasas de ADN en plantas de interés comercial como: Camelia sinensis (planta de té)
(Zhu, et al., 2020), Cynara scolymus (alcachofa) (Gianoglio et al., 2017), Gingko biloba (Guo et
al., 2020), Actinidia chinensis (kiwi) (Zhang et al., 2020), Ricinus communis (ricino) (Victoria et
al.,, 2018) y Solanum melongena (berenjena) (Moglia et al., 2019). Sin embargo, no existen
estudios previos sobre las caracteristicas y niveles de expresion de genes de metiltransferasas
de ADN presentes en A. angustifolia Haw.

La busqueda de dominios conservados en las secuencias de aminoacidos de metiltransferasas
de ADN de A. angustifolia Haw. revelé que los diez genes poseen una region regulatoria y una
catalitica (Figuras 2.1, 2.2 y 2.3). El andlisis sugiere que el dominio metilasa de ADN es
altamente conservado en las secuencias, mientras que la region reguladora contiene dominios

diferentes caracteristicos de cada familia de metiltransferasas de ADN.

De acuerdo con la disposicién de las secuencias en el arbol filogenético (Figura 2.4), se forman
tres clados principales que pertenecen a las familias de metiltransferas MET, CMT, DRM de
manera consistente con otros estudios (Gianoglio et al., 2017; Moglia et al., 2019). Ademas, la
ubicacién de las secuencias de proteinas de metiltransferasas de ADN de A. angustifolia Haw.
corresponde con los resultados de busquedas de similitud de secuencia, confirmando su
clasificacidn basada en la identificacién de sus dominios conservados. Por ultimo, la mayoria de
las secuencias homologas de metiltransferasas de ADN se distribuyeron en el clado
correspondiente a su familia, esta caracteristica sugiere la conservacion de su funcion como

metiltransferasa de mantenimiento o de novo (Moglia et al., 2019).
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4.1.2. Nivel de expresién de genes que codifican para enzimas metiltransferasas de ADN

El nivel de expresion de los genes de metiltransferasas de ADN de A. angustifolia Haw.
presentaron un patrén muy similar en los datos reportados en el transcriptoma (Figura 3.3) y en
los datos obtenidos de durante el analisis de expresion por RT-qgPCR (Figura 3.4), con lo cual
se corrobora los datos reportados en el ensamble del transcriptoma de A. angustifolia Haw. Sin
embargo, los niveles de expresion obtenidos a partir del analisis por densitometria de gel de
electroforesis (Figuras 3.1 y 3.2) fueron un poco distintos a los reportados en el ensamble del
transcriptoma de A. angustifolia Haw (Figura 3.3) y los niveles de expresion detectados con la
técnica de RT-gPCR (Figura 3.4). Esto podria deberse a una pérdida de muestra por
evaporacion durante el proceso de PCR punto final o al tiempo de cargar en el gel de
electroforesis. Con lo que se concluye que la validacion de los datos del transcriptoma por RT-
gPCR son mas precisos que el uso de PCR punto final.

En estudios anteriores realizados por Duarte-Aké et al., (2016) se analiz6 el estado de metilacién
global de los tres fenotipos de A. angustifolia Haw. durante cinco ciclos de cultivo. Se observo
gue las plantas madre tenian diferencias en la metilacion global, la planta variegada mostr6é 1%
menos metilacion que la planta verde, mientras que la planta albina contiene 2% menos
metilacién global que la planta verde. Esta diferencia en la metilacién coincide con la disminucion
en la expresion de los genes de metiltransferasas identificada en el presente trabajo, en la que
se observa menos expresion en los genes de las familias MET, DRM y CMT de las plantas albinas
y variegadas en comparacion con la planta verde. Por otro lado, se encontré que los brotes
variegados emergian de las plantas verdes al tercer ciclo de cultivo coincidiendo con una
hipometilaciobn observada en las plantas madres. Los fenotipos variegados observados en
plantas son principalmente debidos a mutaciones, silenciamiento por mecanismos de ARN,
actividad de transposones y metilaciéon de promotores (Liu, G., et al., 2020). En el estudio
realizado por Diaz-Martinez et al., (2012), se describe que el fenotipo variegado de A. tequilana
generado en la propagacion asexual y en micropropagacion esta relacionado con cambios en los
patrones de metilacién del ADN en especifico en secuencias CCGG. En A. angustifolia Haw. Se
encontré una mayor expresion en genes que codifican para las METL, las responsables en
metilar en los sitios CCGG, en las plantas verdes (Figura 3.4), lo cual puede estar relacionado a
una mayor metilacion en estas plantas. En la micropropagacion de Clivia miniata var. Variegata,
es posible obtener plantas con el mismo contenido genético, pero con tres fenotipos diferentes:

verdes, plantas variegadas que se caracterizan por poseer hojas con zonas verdes y amarillas
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gue se extienden desde la base hasta la punta y plantas amarillas. En un estudio realizado por
Wang et al., (2016) se encontraron evidencias de que el cuerpo del gen CPSAR1 (GTPasa de
cloroplasto asociada a secrecion Rasl) en las hojas amarillas y YCF2 (Proteina de ensamble del
fotosistema 1) en la zona amarilla de las plantas variegadas se encuentran hipermetilados en
sitios CG causando su represion. Los productos de ambos genes participan en la biogénesis de
cloroplastos (Wang et al.,, 2016). Ademds, el silenciamiento de CPSAR1 por ADN de
transferencia resulta en embriones albinos, fotosintéticamente incompetentes y que no llegan a

un estado de maduracién (Garcia, et al., 2010).

Se ha reportado la aparicion natural de plantas con fenotipo albino en O. Sativa. Se encontré que
este fenotipo es causado por cambios en los patrones metilacién en las secuencias CG en un
gen llamado OsAK1 que codifica para una cinasa de adenilato. Consistentemente con el fenotipo
observado, el contenido de clorofila a, clorofila b y clorofila total es mucho menor que en el
fenotipo verde. Ademas, utilizando técnicas de microscopia de transmision electronica se
observaron pocos cloroplastos indiferenciados y con un tamafio mucho menor en plantas albinas
gue plantas con fenotipo verde (Wei et al., 2017). En los fenotipos variegados y albinos de A.
angustifolia Haw. También se ha encontrado un bajo contenido no solamente de clorofila a,
clorofila b y clorofila total sino también de carotenoides (Duarte-Aké et al., 2016; Us-Camas et
al., 2017). También, Hernandez-Castellano et al., (2020) observaron un numero importante de

proplastidios en las plantas albinas de A. angustifolia Haw.

La mutante albina de trigo M-1376 se caracteriza en su fenotipo por tener hojas blancas, rojas y
verdes. En un estudio realizado por Song et al.,, (2018) se observd, mediante técnicas de
microscopia, que las células del meséfilo en hojas verdes estaban ordenadas y contenian
cloroplastos de manera abundante, las hojas rojas algunas células del meséfilo ordenadas y aln
contenian cloroplastos. Sin embargo, las hojas albinas contenian células del mesdfilo
desorganizadas y pocos cloroplastos. Ademas, se comparé la estructura de los cloroplastos en
las hojas utilizando microscopia de transmision de electrones y se encontré que los cloroplastos
de las hojas verdes contenian granas con las membranas de los tilacoides intactos, por el
contrario, los pocos cloroplastos encontrados en las hojas con fenotipo albino contenian
tilacoides sin membrana desarrollada. Por su parte, se analiz6 también el contenido de metilacién
en muestras de hojas con fenotipo verde y albino utilizando técnicas de marcadores moleculares
MSAP (amplificacion de polimorfismos sensible a metilaciones) y el perfil de metilacion mostré
una hipermetilacion en los genes psaA y psbD en las plantas albinas. Ambos genes codifican

para proteinas esenciales que forman parte del fotosistema 1 (PSI) y fotosistema 2 (PSll), a su
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vez PSly PSIll, junto con la ATPasa y el citocromo b6f se ubican en la membrana de los tilacoides
de los cloroplastos y participan en la fotosintesis (Song et al., 2018; Evans & Clarke, 2019).
Asimismo, se evaluo el nivel de expresion de los genes psaA y psbD con la técnica de RT-gPCR
y descubrieron que su expresion fue minima en hojas albinas con respecto a hojas con fenotipo
verde. Por consiguiente, es probable que los genes psaA y psbD sean susceptibles a una
modulaciéon por mecanismos de metilacion en el ADN. En la presente tesis, se pudo observar un
aumento en la expresion de los cuatro genes evaluados en la zona albina de las hojas variegadas
con respecto a la zona verde (Figura 3.4). Es posible que las enzimas metiltransferasas de ADN
estan regulando negativamente la expresion de los genes psaA y psbD asi como otros genes
especificos y como consecuencia no se logre una biogénesis completa de cloroplastos en la zona
albina de las hojas variegadas. Futuras investigaciones seran necesarias para comprobar esta
teoria.
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES

e Se identificaron 10 transcritos que codifican para metiltransferasas de ADN en el
transcriptoma de A. angustifolia Haw. utilizando herramientas de bioinformatica, los
cuales son secuencias unicas y completas.

e Se encontré la identidad y homologia de las 10 secuencias de metiltransferasas de ADN
realizando busquedas de similitud en bases de datos publicas. Cada una de las
secuencias presentan similitud con genes que codifican para metiltransferasas de la
especie Asparagus officinalis de las familias MET, DRM y CMT.,

e Para cada una de las secuencias de metiltransferasa se logré determinar la ubicacion del
dominio metilasa de ADN en el lado N-terminal y los dominios de regulacién en el lado C-
terminal. Cada uno de los dominios tienen una secuencia completa y concuerdan con el
tipo de gen esperado.

e Se construyé un arbol filogenético utilizando las secuencias de aminoacidos de
metiltransferasas de ADN identificadas en el transcriptoma de A. angustifolia Haw. y
secuencias de proteinas de otras 15 especies de diferentes niveles evolutivos. El arbol
resultante esta formado por tres principales clados que pertenecen a las familias de
metiltransferasas MET, DRM y CMT. Las secuencias de A. angustifolia Haw., se ubicaron
en el clado esperado de acuerdo al tipo de gen y se agruparon cerca de secuencias de
las especies Asparagus officinalis, Brachypodium distachyon, Sorghum bicolor y Oryza
sativa.

e El analisis de expresion de los genes que codifican para metiltransferasas de ADN en A.
angustifolia Haw. revelé diferencias entre los tres fenotipos. Se observdé una menor
expresion en los genes MET1, DRM2, DRM3 y CMT2b en las hojas albinas en
comparacion con las hojas verdes, lo cual confirma que la hipometilacion reportada en
las plantas albinas esta relacionada con la baja expresion de las metiltransferasas de
ADN.
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4.3 PERSPECTIVAS
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Analizar la expresion de los genes importantes en los fotosistemas como psaA y psbD.
Realizar ensayos con inhibidores de metiltransferasas de ADN para conocer el efecto en
la expresion en genes que codifican para metiltransferasas de ADN y genes relacionados
con la biogénesis de cloroplastos.

Dado que la metilacion del ADN es un sistema complejo y dinAmico mediado por enzimas
de metilacion llamadas metiltransferasas de ADN y enzimas que retiran grupos metilo
llamadas demetilasas de ADN, seria interesante conocer el nivel de expresiéon de estas
Ultimas en los tejidos de hoja y meristemo en plantas de los tres fenotipos de A.
angustifolia Haw. utilizando analisis de PCR en tiempo real.

Utilizar técnicas de edicién genémica como CRISPR-Cas para identificar cual de las

metiltransferasas tiene un papel preponderante en las plantas albinas.
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ANEXO

Anexo 1. Dominios identificados en proteinas de Metiltransferasas de ADN

Tabla 2. 7 Dominios identificados en proteinas de MT-asas de ADN de A. angustifolia Haw. Se describe la longitud en aminacidos
de las secuencias identificadas en el transcriptoma, ademas se muestran los dominios identificados en las bases de datos Pfam y
dominios conservados de NCBI (CDD). Ubicacion: contiene las coordenadas en aminoacidos donde se encuentra el dominio
Por Gltimo, se incluye el nimero de accesion de los dominios identificados en cada una de las bases de datos.

identificad.

Dominios en PFAM

Numero de accesidn

Dominios en CDD

Numero de accesién

ID del transcriptoma

Nombre del gen

i de la proteina (a.a)

Ubicacién(a.a)

Ubicacion (a.a.)

Cluster-46512.96201 [ AaHDRM2a_201 617 MtADN 299-613 CLO063 MtADN 301-611 cl30459
Cluster-46512.96201 | AaHDRM2a_201 617 UBA 162-188 CL0214 UBA 164-188 cl21463
Cluster-46512.110739 [ AaHDRM2b_739 617 MtADN 300-612 CLO063 MtADN 301-611 cl30459
Cluster-46512.110739 | AaHDRM2b_739 617 UBA 163-189 CL0214 UBA 164-188 cl21463
Cluster-46512.142275 | AaHDRM2c_275 621 MtADN 303-617 CLO063 MtADN 305-615 cl30459
Cluster-46512.142275 | AaHDRM2c_275 621 UBA 164-462 CL0214 UBA 166-190 cl21463
Cluster-46512.161086 | AaHDRM3a_086 576 MtADN 454-571 CLO063 MtADN 451-574 cl30459
Cluster-46512.161086 | AaHDRM3a_086 576 UBA 100-130 CL0214 UBA 96-132 cl21463
Cluster-46512.160638 | AaHCMT2a_638 928 MtADN 356-891 CLO063 MtADN 356-890 cl30459
Cluster-46512.160638 | AaHCMT2a_638 928 CHROMO 465-520 CLO049 CHROMO 464-520 cd18635
Cluster-46512.160638 | AaHCMT2a_638 928 BAH 182-308 - BAH 180-311 cl02608
Cluster-46512.159175 | AaHCMT2_175 926 MtADN 355-887 CLO063 MtADN 355-888 cl30459
Cluster-46512.159175 | AaHCMT2b_175 926 CHROMO 463-518 CLO049 CHROMO 462-518 cd18635
Cluster-46512.159175 | AaHCMT2b_175 926 BAH 180-308 - BAH 179-310 cl02608
Cluster-46512.167523 | AaHCMT2c_523 698 MtADN 356-693 CLO063 MtADN 356-634 cl30459
Cluster-46512.167523 | AaHCMT2c_523 698 BAH 182-309 - BAH 180-311 cl02608
Cluster-46512.167523 | AaHCMT2c_523 698 CHROMO 465-520 CLO049 CHROMO 464-520 cd18635
Cluster-46512.85248 | AaHCMT3a_248 880 MtADN 315-844 CLO063 MtADN 313-843 cl30459
Cluster-46512.85248 | AaHCMT3a_248 880 BAH 165-282 cl02608 BAH 164-283 cl02608
Cluster-46512.85248 | AaHCMT3a_248 880 CHROMO 425-481 CLO049 - - -
Cluster-46512.141003 | AaHCMT3b_003 926 MtADN 359-903 CLO063 MtADN 361-901 cl30459
Cluster-46512.141003 | AaHCMT3b_003 926 BAH 196-315 cl02608 BAH 195-315 cl02608
Cluster-46512.141003 | AaHCMTb3_003 926 CHROMO 476-532 CL0049 CHROMO 476-532 cd18635
Cluster-46512.117080 | AaHMET1B_080 1548 MtADN 1110-1539 CLO063 MtADN 1108-1540 cl30459
Cluster-46512.117080 | AaHMET1B_080 1548 BAH 753-887 cl02608 BAH 750-888 cl02608
Cluster-46512.117080 | AaHMET1B_080 1548 BAH 924-1065 cl02608 BAH 924-1065 cl02608
Cluster-46512.117080 | AaHMET1B_080 1548 RFD 104-240 - RFD 107-220 pfam12047
Cluster-46512.117080 | AaHMET1B_080 1548 RFD 399-554 - RFD 400-553 pfam12047
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