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Abstract 

ABSTRACT 

The micropropagation is an efficient biotechnological tool for high-scale production of elite 

plant. Among the disadvantages of the micropropagation, if it is required a homogenized 

cultivar, is the called somaclonal variation (SV), which is the phenotypic variation that 

occurs among the regenerated plants during the in vitro culture. lt is known that plant 

growth regulators, in particular the auxins, can alter the metabolism during plant tissue 

cultures, causing SV. The latest studies on SV suggest that epigenetic mechanisms are 

related to this phenomenon. However, it is still unknown the role of plants growth 

regulators in histone methylation linked to SV. Therefore, in this study 1 wanted to 

determinate whether auxins, used during the micropropagation of agave, provoke lysine 

methylation in histone H3 during in vitro and ex vitro conditions. 
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CAPÍTULO 1 

CAPITULO l. ANTECEDENTES 

1.1. INTRODUCCIÓN 

La variación somaclonal (VS) ha sido definida como la variación fenotípica, ya sea de 

origen genético o epigenético (Hollyday y Pugh, 1975); mostrada entre las somaclonas, es 

decir, plantas derivadas de cualquier forma de cultivo celular involucrando el uso de 

células vegetales somáticas (Shaffer, 1990). Se ha observado que pueden producirse 

diferentes cambios epigenéticos cuando hay variación somaclonal en el cultivo de tejidos 

de diferentes especies, resultando en un cambio de la expresión de los genes, reversible 

y heredable (Jain, 2001 ; Kaeppler et al. , 2000; Piekik, 1987; Smulders y Klerk, 2011 ). Esta 

variación puede ser utilizada como una herramienta para inducir variabilidad genética, y 

en el mejor de los casos, obtener características agronómicas deseables (Araújo et al. , 

2001; Cassells y Curry, 2001 ). Se ha sugerido que la composición del medio de cultivo es 

un factor que puede inducir la VS. 

Se ha encontrado que la variación somaclonal puede ser de dos tipos: genética y 

epigenética (Shaffer, 1990). La variación epigenética, conocida también como la variación 

del desarrollo, incluye cambios persistentes en el fenotipo el cual involucra la expresión de 

algunos genes en particular. El mejor ejemplo conocido de la variación epigenética es el 

fenómeno de habituación en los callos (Jackson y Lyndon , 1995; Skirvin et al. , 1994). 

También se ha encontrado que los reguladores del crecimiento, principalmente de 

naturaleza auxínica, pueden promover la metilación del ADN, causando cambios 

epigenéticos en las plantas (George, 1993; LoSchiavo et al. , 1989). Por otro lado, se ha 

observado que el cultivo in vitro del agave provoca acumulaciones en la metilación de la 

lisina 9 dimetilada en la histona H3 lo que sugiere un represión de genes (De la Peña et 

al. , 2012a). 

En el Centro de Investigación Científica de Yucatán , dentro de su programa de 

mejoramiento del género Agave, se ha desarrollado exitosamente la técnica de 

micropropagación, la cual implica el uso de la auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Sin 

embargo, se ha observado que entre las plantas micropropagadas existe una variación 
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Resumen 

RESUMEN: 

La micropropagación es una herramienta biotecnológica eficaz para la producción de 

plantas el ite a gran escala. Entre las desventajas que presenta este sistema, al requerirse 

uniformidad fenotípica entre las plantas, está la variación somaclonal (VS) o variación 

fenotípica en plantas regeneradas por cultivo in vitro. Se sabe que los reguladores del 

crecimiento, en particular las auxinas, pueden alterar el metabolismo en los cultivos 

vegetales provocando una VS. Estudios recientes sugieren la presencia de mecanismos 

epigenéticos relacionados con la VS. Sin embargo, aún se desconoce cuál es el papel 

que juegan los reguladores del crecimiento en la metilación de las histonas que pudieran 

estar involucradas en la VS. Es por ello que en este estudio se pretende determinar si las 

auxinas utilizadas en la micropropagación de agaves provocan modificaciones en las 

lisinas presentes en la histona H3 en condiciones in vitro que pudieran mantenerse ex 

vitro. 
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CAPÍTULO 1 

somaclonal epigenética (De la Peña et al. , 2012a), la cual podría estar involucrada con el 

uso de esta auxina. 

El género Agave es endémico de América y en nuestro país se distribuye por todo el 

territorio nacional. Entre las especies más importantes se encuentra el Agave fourcreydes 

que es el cultivo del que se obtiene la fibra y es la especie más importante en las áreas 

tropicales y subtropicales de África , y tiene una capacidad de exportación potencial en 

China (Lingling et al. , 2009). Por otro lado, Agave angustifolia se utiliza para la 

elaboración de mezcal (García-Mendoza, 2002). Otra especie, el Agave tequilana Weber 

var. Azul es usado para la producción de tequila (Torres-Morán et al. , 2010) cuya 

denominación de origen pertenece a México (NOM-V-1978). 

El agave tiene tres mecanismos de reproducción de forma natural: vástagos que emergen 

de los rizomas, semillas y pequeñas plántulas llamadas bulbillos que se producen en la 

inflorescencia {Torres-Morán et al. , 201 0). El agave también es propagado por métodos 

de cultivo in vitre , usando brotes axilares de hojas, meristemos, rizomas e inflorescencias 

(Robert et al. , 1992). 

Al igual que en los agaves, en otras especies que son micropropagadas, como la fresa, 

también se ha observado la aparición de la variación somaclonal cuando esta técnica se 

usa por mucho tiempo (Nehra et al. , 1992); esto puede causar anormalidades anatómicas 

en las hojas, como es en el caso de la micropropagación de la uva. El cultivo in vitre 

también altera la forma y textura de las hojas haciéndolas más ásperas y pubescentes 

(Grenan, 1992). También se ha observado que el cultivo in vitro puede producir raíces y 

alteraciones en los procesos fisiológicos en los árboles (Rohr et al. , 2003). Se ha 

demostrado que la VS es un serio problema para los investigadores y propagadores que 

requieren uniformidad en los cultivos, pero por otro lado la uniformidad es un problema 

cuando las plantas cultivadas son expuestas a enfermedades {Torres-Morán et al. , 201 O) 

por lo que una VS podría servir para seleccionar aquellas plantas resistentes a 

enfermedades. 

La acumulación de los cambios epigenéticos sobre generaciones de divisiones celulares 

puede aumentar el riesgo de perpetuar alelos epigenéticos peligrosos. Aunque esto 

también aplica a las especies propagadas clonalmente ex vitre, como en los cultivos más 
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antiguos: la palma aceitera, la uva y el cacao (Miguel y Marum, 2011 ). Uno de los 

mecanismos epigenéticos, en el que este estudio se centrará, son las modificaciones en 

las histonas, ya que estos cambios podrían ser necesarios para borrar los efectos de las 

marcas causadas por estímulos externos (Feng et al., 2010). 

Por todo lo mencionado en los párrafos anteriores, el propósito central de este estudio es 

entender cómo los reguladores del crecimiento, en particular las auxinas, influyen en la 

remodelación de la cromatina, modificando los patrones de metilación en la histona H3, 

así como en la variación fenotípica y epigenética en las etapas de multiplicación y 

aclimatación del proceso de micropropagación de A. fourcroydes y A. angustifo!ia. 

1.2. JUSTIFICACIÓN 

Las variaciones observadas en las plantas que son regeneradas en sistemas in vitro no 

siempre son causadas por alteraciones genéticas, por ello es importante evaluar la 

estabilidad de las plantas que se cultivan en estas condiciones, así como en sistemas de 

micropropagación comercial. Hasta el momento los estudios sobre variación epigenética 

se han enfocado en la evaluación del papel que desempeña la metilación del ADN con 

respecto a la variación somaclonal en palma aceitera (Jaligot et al. , 2000; Jaligot et al. , 

2002; Jaligot et al., 2004; Jaligot et al., 201 0), orquídeas del género Doritaenopsis (Park et 

al. , 2009), Rosa hybrida L. (Xu et al. , 2004), Musa spp. (Peraza-Echeverria et al., 2001 ), 

entre otras (Kaeppler y Philips, 1993; Li et al., 2002; Santamaría et al., 2009; Smulders et 

al., 1995; Xu et al., 2004). 

Aunque se han estudiado algunos eventos epigenéticos en el ADN provocados por el 

cultivo in vitro, las modificaciones de las histonas no han sido abordadas. Es por ello que 

en este estudio nos enfocaremos al estudio de las metilaciones que ocurren en los 

residuos de lisina en la histona H3, debido a que es una marca epigenética muy estable y 

directamente relacionada con la modificación en la estructura de la cromatina (Byvoet et 

al. , 1972; Honda et al., 1975). Además, si bien existen algunos trabajos acerca de la 

metilación de las histonas relacionadas con la VS en diferentes tipos de cultivo como son 

suspensiones celulares y cultivo de protoplastos (Berdasco et al., 2008; Williams et al., 

2003) no existe ninguno usando como modelo la micropropagación. 
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La VS es la variación fenotípica de los rasgos cuantitativos y cualitativos que ocurre entre 

las plantas regeneradas de cualquier tipo de cultivo de tejidos (Larkin y Scowcroft, 1981 ). 

Esto podría deberse a la variación preexistente o inducida (Karp, 1995) en algunos 

cultivos. Algunos científicos añaden otros aspectos para la definición de variación 

somaclonal , la cual necesita que ésta sea heredable a través del ciclo sexual (Kaeppler et 

al. , 2000). La cantidad de variaciones que pueden ser esperadas varían de acuerdo a la 

clona, genotipo, nivel de ploidía, naturaleza del explante, el número de subcultivos, edad 

de las plantas, pre-acondicionamiento del tejido (Veilleux y Johnson, 1998), el uso de 

agentes mutagénicos, y a la presión de selección aplicada a las clonas por condiciones de 

estrés, tal como el nivel de sal , herbicidas, microorganismos o subproductos y metabolitos 

específicos (Skirvin et al. , 1994 ), así como a los componentes del medio de cultivo (Martin 

et al. , 2006; Piekik, 1987; Vidal y De García, 2000). El fenómeno de la VS comprende 

diferentes situaciones desde las variantes fenotípicamente parecidas a la planta que les 

dio origen, hasta un rango de alteraciones derivadas del cultivo de tejidos (Kaeppler et al. , 

2000; Kaeppler y Philips, 1993; Larkin y Scowcroft, 1981 ). 

La investigación sobre la VS se está llevando a cabo con individuos elites o clonas con un 

potencial conocido como cultivares o líneas propagadas (Miguel y Marum, 2011 ; Park et 

al., 2009; Peraza-Echeverria et al., 2001 ). La variación observada en tal material puede 

resultar de varios tratamientos, incluyendo la inducción de la expresión de genes que 

están presentes en el genoma pero que han sido reprimidos en algunos estadios del 

desarrollo. Aunque los componentes del medio de cultivo pueden ser controlados y 

estandarizados para la mayoría de los cultivos, los reguladores del crecimiento provocan 

una respuesta en el explante en el que no se tiene ningún control. No todos los cultivos, ni 

todos los explantes responden igual a la relación o tipo de regulador del crecimiento 

empleado. Dependiendo de su estructura química y su efecto fisiológico, los reguladores 

del crecimiento vegetal se agrupan en once diferentes categorías: auxinas, citocininas, 

giberelinas, ácido abscísico, etileno, jasmonatos, salicilatos, brasinoesteroides, 

estrigolactonas, óxido nítrico y espermidina (Jones et al. , 2013). 
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En el Centro de Investigación Científica de Yucatán, dentro de su programa de 

mejoramiento del género Agave, se ha desarrollado exitosamente la técnica de 

micropropagación. El Agave es una especie originaria de México con un alto valor 

comercial , ya que especies pertenecientes a este género como A. tequilana, A. 

angustifolia y A. fourcroydes son usadas en la industria tequilera, mezcalera y de fibras 

naturales, respectivamente. Este programa se ha desarrollado exitosamente mediante 

protocolos de micropropagación con el uso de diferentes reguladores de crecimiento; sin 

embargo, se ha observado que entre las plantas micropropagadas se ha generado una 

VS entre las clonas obtenidas, y esta variación podría estar relacionada al uso de la 

auxina 2.4- Diclorofenoxiacético (2,4-D), ya que, se considera que la composición del 

medio de cultivo es un factor que puede inducir la VS. Los reguladores de crecimiento, 

principalmente de naturaleza auxínica, pueden promover la metilación del ADN (George, 

1993; Sahijram et al. , 2003), y metilación en las histona H3 (De la Peña et al., 2012a) 

causando cambios epigenéticos. 

De esta forma, entendiendo la regulación epigenética durante el cultivo in vitro bajo 

diferentes concentraciones y tipos de auxinas , se podrían manipular de una manera 

eficiente los efectos que producen las auxinas durante la micropropagación para así 

eliminar o promover la VS, según sea el caso. Por otro lado, no se sabe si los cambios 

epigenéticos se conservan al pasar de un ambiente in vitro a uno ex vitro ; por eso uno de 

los objetivos de este estudio es determinar si los cambios epigenéticos que ocurren en el 

ambiente in vitro se mantiene o cambian al llevar a las plantas a un ambiente ex vitro. 

Esto nos permitirá desarrollar un mejor entendimiento sobre la naturaleza epigenética de 

las plantas expuestas in vitro para un mejor rendimiento y desarrollo en el campo. 
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Los reguladores del crecimiento vegetal más utilizados en el cultivo in vitro son los 

pertenecientes a los grupos de las auxinas y de las citocininas. Se sabe que estos 

compuestos regulan en gran medida los procesos de crecimiento y desarrollo en el cultivo 

de tejidos vegetales (Mazarí y Ca mm, 1993; Zhao, 201 0), antagonizándose uno con el 

otro. En menor grado se utilizan algunos reguladores como las giberelinas y el ácido 

abscísico (Pérez-Molphe, 1999). Los reguladores del crecimiento y específicamente el 

2,4-D y la benciladenina (BA) han sido relacionados con la variabi lidad inducida en el 

cultivo de tejidos (Evans et al. , 1984 ). Los reguladores del crecimiento como las auxinas, 

son usadas en altas concentraciones para inducir la desdiferenciación y la 

rediferenciación en los tejidos y también son útiles para promover el enraizamiento de las 

plantas provenientes de la germinación de embriones somáticos (Eeuwens et al. , 2002). 

Se ha sugerido que la inducción de los callos a concentraciones elevadas de 2,4-D podría 

ser una de las causas de la VS de la fresa (Nehra et al. , 1992), soya (Gesteira et al. , 

2002) y algodón (Jin et al. , 2008). Por lo tanto, los niveles por encima o por debajo de las 

concentraciones óptimas de reguladores del crecimiento, mayormente artificiales, en los 

medios de cultivo es una posible causa de la VS (Martín et al. , 2006; Vidal y De García, 

2000) aunque sin definir si esta es genética o epigenética. 

1.3.2. LAS VARIACIONES SOMACLONAL Y EPIGENÉTICA 

En general , la VS aparece como resultado de las variaciones genéticas preexistentes 

dentro de los explantes y la variación inducida durante la fase de cultivo de tejidos (Evans 

et al., 1984). Se ha determinado que la variación somaclonal puede ser de dos tipos: 

genética y epigenética (Shaffer, 1990). La variación genética es estable a través del ciclo 

sexual o la propagación sexual repetitiva ; puede involucrar uno o múltiples genes y puede 

deberse a alteraciones en las bases del ADN, genes, cromosomas o conjuntos enteros de 

cromosomas (Orton, 1984 ). En el caso de la variación epigenética, esta incluye cambios 

persistentes en el fenotipo, por consiguiente da como resultado la expresión o represión 

de genes que regulan el crecimiento y desarrollo de la planta. El mayor ejemplo conocido 

de la variación epigenética es la perdida en los requerimientos de auxinas, citoquininas o 

vitaminas en los callos (Jackson y Lyndon , 1995; Skirvin et al. , 1994). Esos cambios en 

los requerimientos son colectivamente conocidos como la habituación celular o de tejido. 

Otro cambio epigenético incluye el vigor extremo ex vitro (Swartz et al., 1981) que 
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probablemente está asociado ya sea con la reversión de la juvenilidad de la planta o la 

eliminación de un virus (Abo EI-Nil y Hildebrandt, 1971 ). El vigor temporal, es otro ejemplo 

de influencia epigenética y ésta se da cuando en el cultivo de tejidos las plantas se 

comportan como plántulas y crecen vigorosamente hasta que la floración ha sido 

inducida. En este tiempo, la planta siempre revierte al fenotipo de la planta madre. Esta 

condición ha sido explotada para producir plantas jóvenes y vigorosas que se trasplanten 

fácilmente, crezcan rápido, y se establezcan más rápidamente que las plantas 

propagadas convencionalmente (Swartz et al. , 1981 ). Por otro lado también se tiene el 

enanismo pasajero, probablemente de origen epigenético, ya que podría deberse al 

reducido acceso de los reguladores del medio de crecimiento del cultivo de tejidos. 

Muchas plantas con enanismo revierten a un hábito de crecimiento normal después de 

una temporada o dos de crecimiento en el campo o en condiciones de invernadero (Abo 

EI-Nil y Hildebrandt, 1971; McPheeters y Skirvin , 1983). 

Se ha visto que las auxinas utilizadas durante el cultivo de los callos o de suspensiones 

celulares de zanahoria aumentan la variación epigenética al incrementar la tasa de 

metilación del ADN (LoSchiavo et al. , 1989). Del mismo modo, la síntesis de la auxina 2,4-

D, que con frecuencia es utilizada en cultivos de callos y células, se asocia a menudo con 

anomalías genéticas, como la inducción a la poliploidía y la estimulación de la síntesis de 

ADN que pueden dar lugar a endorreduplicación (Ahmed et al. , 2004; Bouman y De Klerk, 

2001; Mohanty et al., 2008). Se denomina endorreduplicación a la ocurrencia de dos o 

más rondas sucesivas de replicación cromosómica sin pasar por ningún periodo mitótico 

intermedio. Si al terminar un periodo de síntesis de ADN, los cromosomas no entran en 

mitosis sino que vuelven a pasar por otro periodo S, cada cromosoma tendrá cuatro 

cromátidas (duplocromosomas), ocho cromátidas (cuadruplocromosomas) si vuelve a 

repetirse la anomalía y así sucesivamente (With, 2011 ). 

Se han identificado diferentes perturbaciones que son asociadas a la VS , específicamente 

a nivel genético, sin embargo, se ha visto que algunas características fenotípicas en las 

somaclonas no se deben al cambio de la secuencia de ADN o pérdida o ganancia de 

cromosomas, como es el caso de la palma aceitera (Adler et al. , 2011; Jaligot et al. , 2000; 

Jaligot et al., 2004). La palma aceitera es una especie micropropagada y cultivada con 

fines comerciales para la producción de aceite en Indonesia y Malasia (Corley, 2009), en 
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varias líneas clonales se ha identificado una condición llamada fruto "envuelto", lo cual 

genera pérdidas en la producción de aceite por esta anormalidad en los frutos. Esto 

ocurre debido a que en sus flores , las estructuras carnosas parecidas a los carpelos, 

reemplazan los estambres y da el típico aspecto de fruto "envuelto". El efecto en la 

producción de aceite puede ·ser dramático ya que en el mesocarpio de los frutos 

resultantes se acumulan niveles muy bajos del aceite y, en los casos más graves, las 

flores son estériles (Jaligot et al. , 2000). Se han realizado estudios para detectar el nivel 

de polimorfismo en esta especie mediante diferentes marcadores moleculares como 

RAPO (Random Amplification of Polymorphic DNA) y AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism) y han revelado que no hay polimorfismos que pudieran estar relacionados 

con el fenotipo fruto "envuelto". Lo que sugirió que esta condición está dada por 

mecanismos epigenéticos (Jaligot et al. , 2010). 

Se ha observado que las auxinas usadas durante los cultivos de callos o suspensiones 

celulares aumentan la variación epigenética mediante el aumento en el grado de 

metilación en el ADN (LoSchiavo et al. , 1989). Sin embargo, hasta ahora no se conoce si 

las modificaciones en las histonas también están involucradas en este proceso. 

Evidentemente, los mecanismos de respuesta al estrés debido al uso de reguladores del 

crecimiento podrían ser algunos de los mecanismos candidatos a ser regulados por 

factores epigenéticos. Extremos tales como los provocados en sistemas de 

micropropagación también pueden producir modificaciones epigenéticas en las histonas 

(De la Peña et al. , 2012a), principalmente por metilaciones que son las que más se han 

visto afectan la transcripción. Aunque la propagación masiva de plantas elite, para lo cual 

es necesario asegurar la integridad genética de las regenerantes, está bien establecida, 

se desconoce totalmente su integridad epigenética. 

1.3.3. LA EPIGENÉTICA Y LA REMODELACIÓN DE LA CROMATINA 

La genética tradicional ha establecido por mucho tiempo que los factores de la herencia , 

llamados genes, consistían en secuencias de nucleótidos de ADN y que las variaciones 

de las características eran consecuencia de mutaciones y recombinaciones. Sin embargo, 

en 1940, Waddington definió por primera vez a la epigenética como las interacciones 

entre genes y el ambiente que definen el fenotipo de cada ser vivo (Waddington, 1940). 

Más adelante, en 1975 se propuso que la metilación del ADN podría ser responsable del 
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patrón característico de la expresión de ciertos genes durante la mitosis (Holliday, 2006; 

Riggs, 1975). El control epigenético de la expresión de genes puede ser definido como 

una alteración heredable somática o meiótica en la expresión de un gen el cual es 

potencialmente reversible y esto no es debido a la modificación en la secuencia en el ADN 

(Holliday, 2006). La epigenética es la transmisión de un fenotipo o patrones de expresión 

génica sin un cambio en la secuencia del ADN. Para el mantenimiento del perfil de 

expresión específica y la transmisión de ésta a su descendencia, se llevan a cabo los 

mecanismos epigenéticos (Holliday, 2006; Riggs, 1975). 

Los mecanismos epigenéticos actúan en conjunto para favorecer la expresión o represión 

de uno o varios genes, de forma estable y heredable en los genomas de los eucariotas 

superiores (Egger et al. , 2004). Debido a la interacción de estos mecanismos, la 

estructura de la cromatina es modificada; estos cambios incluyen la metilación del ADN, 

modificaciones en las histonas y el ARN de interferencia (ARNi) (Henderson y Jacobsen, 

2007; Huettel et al., 2007). Los mecanismos epigenéticos suelen funcionar marcando un 

gen específico o locus, mediante el marcaje del ADN (metilación de la citosina en la 

posición 5) o por la modificación postranscripcional de las histonas alrededor de la cual se 

enrolla el ADN (Goldberg et al. , 2007). 

1.3.4. LA CROMATINA, EL NUCLEOSOMA Y LAS HISTONAS, UNIDADES DE 
REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN 

En eucariotas, el ADN se enrolla alrededor de proteínas conocidas como histonas para 

formar un complejo ADN-proteína llamado cromatina. Sin embargo, un nivel adicional de 

información está presente en ellas. Esta información es por lo menos en parte, contenida 

dentro de la cromatina, pero es independiente de la secuencia de ADN, y se refiere a la 

información epigenética de un organismo (Van Holde, 1998). 

El nucleosoma es la unidad básica repetitiva de la cromatina (Figura 1) y consiste en 14 7 

pares de bases de ADN envuelto alrededor de un grupo de histonas octamérico, que 

contienen dos copias de cada histona H2A, H2B, H3 y H4 (Kornberg y Lorch , 1999). Este 

arreglo del nucleosoma se organiza en un núcleo formado por un tetrámero compuesto de 

dos histonas H3 y dos proteínas histonas H4 y dos dímeros H2AIH2B (Luger, 2003; 

Luger, 2006). 
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1) H3 .... 

Figura 1. Vista frontal de la partícula repetitiva del nucleosoma. Los dominios de las histonas H2A, 
H2B, H3 y H4 son de color amarillo, rojo , azul oscuro y verde, respectivamente . Las colas de las 
histonas y las extensiones se muestran en blanco, el ADN se muestra en azul claro. Imagen 
tomada de Luger (2003). 

El ADN del nucleosoma puede estar compactado por la asociación de la histona 

conectora H1 y proteínas no histonas adicionales, así como por un alto orden de 

enrollamiento y plegamiento de la fibra de cromatina. La organización de la cromatina no 

solamente se restringe al acceso físico de los factores nucleares del ADN, ahora es claro 

que las modificaciones en las histonas pueden cambiar la conformación de la cromatina y 

regular la expresión genética (Felsenfeld y Groudine, 2003). 

Las histonas son en su mayoría globulares a excepción de su N-terminal o "cola", que no 

son estructuradas. Una característica notable de las histonas, y en particular de la cola , es 

el gran número y tipo de modificaciones de los residuos que poseen. Hay por lo menos 

ocho diferentes tipos de modificaciones que se encuentran en las histonas (Figura 2). Los 

extremos N-terminal de las histonas pueden ser covalentemente modificado por 

acetilación, metilación, fosforilación , sumoilación y ubiquitinación (Kouzarides, 2007). 
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Figura 2. Modificaciones en los residuos del extremo N-terminal de las histonas H3, H4, H2A y H2B (AIIis et 
al. , 2009). 

Algunas modificaciones, incluyendo la acetilación y la fosforilación , son reversibles y 

dinámicas y están asociadas con la expresión inducible de genes individuales. Se ha 

determinado que otras modificaciones, tales como la metilación , son más estables y están 

involucradas en el mantenimiento, a largo plazo, del estado de la expresión en las 

regiones del genoma. Esas modificaciones ocurren en múltiples específicos sitios en las 

histonas, y éstas pueden sugerir que las histonas pueden actuar como plataformas de 

señalización, integrando rutas de señalización corriente arriba para provocar respuestas 

nucleares, tales como la activación de la trascripción o su represión (Cheung , 2005). 

Además, con algunas posibles combinaciones de las modificaciones que además pueden 

ocurrir en diferentes sitios en las histonas, éstas pueden dar distintos resultados en 

términos de las funciones reguladas de la cromatina. Esta idea, formalmente propuesta 
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como la hipótesis del código de la histona, ha estado sujeto a una intensa investigación 

durante los últimos años (Strahl y Allis, 2000; Turner, 2000). 

El repertorio de modificaciones y sus combinaciones (a lo que se le denomina el código 

de las histonas) juega un papel esencial en la regulación de los cambios dinámicos en la 

estructura de la cromatina, influenciando últimamente la transcripción de genes (Berger, 

2007) en respuesta a diversos estímulos exógenos y endógenos incluyendo el estrés, 

ataque de patógenos, temperatura, luz y hormonas (Anzola et al. , 201 O; Chen y Tian , 

2007). Se ha observado que la acetilación en la lisina 14 (H3K14 Ac), la fosforilación en la 

serina 1 O (H3PS 1 O) y la metilación en la lisina 4 (H3K4me) están asociadas con la 

activación de la expresión de genes (Figura 3), mientras que las metilaciones en las 

lisinas 9 y 27 (H3K9me y H3K27me, respectivamente) y la fosforilación en la serina 28 

(H3PS28), se relacionan con la represión de genes (Figura 4) (Hebbes et al. , 1988). 

Configuración abierta: Eucromatina 

Figura 3. Modificaciones en la histona H3 relacionadas con la formación de eucromatina. 
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Configuración cerrada: Heterocromatina 

H3 

Figura 4. Modificaciones en la histona H3 relacionadas con la conformación de heterocromatina. 

1.3.5. HETEROCROMATINA Y EUCROMATINA 

Utilizando colorantes básicos para la tinción de la cromatina y visualizarla en el 

microscopio, Heitz, en 1928, señaló que la cromatina de las células eucariotas pueden ser 

ampliamente distinguida en dos formas: la heterocromatina, como la más colorida, y la 

eucromatina, como la conformación que estaba menos coloreada. La heterocromatina se 

definió como las regiones del núcleo que no se decondensan durante la interfase, 

mientras que se observó que la eucromatina se descondensa fácilmente a la salida de la 

mitosis (Heitz, 1928). 

Se ha postulado que la heterocromatina está formada por las regiones funcionalmente 

inactivas del genoma, en tanto que la eucromatina es la región del cromosoma en la que 

se produce la actividad real del gen. A nivel molecular, la heterocromatina está formada 

por regiones del cromosoma que no permiten el acceso a las proteínas que interaccionan 

con el ADN (Weintraub y Groudine, 1976), y contienen pocos genes que se activan al final 

de la fase S. Por el contrario, la eucromatina es más abierta y accesible a las nucleasas, y 

es rica en genes que se transcriben al inicio de la fase S (Holmquist, 1987). En esta 

región de la cromatina se puede dar el fenómeno denominado, Efecto de la Posición de 

Abigarramiento (PEV) descrito por Muller en Drosophila en 1930. Este fenómeno sucede 

cuando los genes que se encuentran en la eucromatina se yuxtaponen a secuencias 

heterocromáticas por reordenamiento cromosómico o transposición y pueden llegar a ser 
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silenciadas. El grado de silenciamiento varía de una población clonal a otra y por lo tanto 

da lugar a fenotipos variados (Muller, 1930). Se han identificado un gran número de genes 

que modifican la presencia del efecto PEV y se clasifican en E (var)s (potenciadores de la 

PEV) o Su (var)s (supresores de la PEV) (Grewal y Elgin, 2007). La caracterización de los 

productos de estos genes ha demostrado que algunos tienen un papel estructural en la 

formación de la heterocromatina o en funciones en el silenciamiento de los genes. 

1.3.6. METILACIÓN DE LAS HISTONAS 

Es bien sabido que las histonas, particularmente las histonas H3 y la H4, son metiladas en 

un número elevado de residuos de lisinas (Lys; K) y argininas (Arg; R). La mayoría de los 

sitios de metilación de K en las histonas identificadas hasta ahora son: Lys4, Lys9, Lys27, 

Lys36, Lys79 en H3 y Lys20 en la histona H4 (Figura 2). Además, los residuos de lisina 

pueden ser metilados una, dos o tres veces y esta metilación diferencial provee después 

una diversidad funcional para cada sitio de metilación en las lisinas (Kouzarides, 2007). 

Esta modificación es catalizada por la familia de las proteínas histona metiltransferasa 

(HMT; Cuadro 1 ). Las lisina metiltransferasas de histonas contienen un dominio catalítico 

llamado SET (§uppressor of variegation, ~nhancer of zeste and Irithorax) (Tschiersch et 

al., 1994). Muchas de las HMTs han sido identificadas en Drosophila en la que están 

implicadas en la regulación de la expresión génica (silenciamiento de los /oci, debido a 

fenómenos epigenéticos). Las lisinas metiladas pueden ser selectivamente reconocidas y 

se unen a proteínas que contiene un dominio de la "familia ROYAL" (por ejemplo, 

chromodominio , dominio tudor, dominio MBT) o PHD, un dominio en forma de dedos de 

zinc (homeodominio en plantas). Los dominios de unión específicos para la lisina 

reconocen a la metil-lisina y sus niveles de metilación (es decir, mono-, di-o tri-metilación). 

Recientemente, se han descrito proteínas que pueden eliminar los grupos metilo de las 

histonas (Kouzarides, 2007). Las amino oxidasas como la LSD1 puede eliminar los grupos 

metilo (Brosch et al. , 2008; Kouzarides, 2007; Shi et al. , 2004). Se ha demostrado, en 

algunos casos, que otras modificaciones de las histonas afectan el nivel de metilación de 

la lisina (ejemplos: H2BK123ub y H3R2me en H3K4me, H3S10ph en H3K9me) 

(Kouzarides, 2007). 
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Cuadro 1. Principales metilaciones en H3 y metiltransferasas de histonas. 

Modificación Metiltransferasa de histona Referencia 

H3K4me2 ATX1 (ARABIDOPSIS (Aivarez-Venegas y Avramova, 2005) 

HOMOLOGS OF 

TRITHORAX) 

CLF (CURL Y LEAF) (Doyle y Amasino, 2009) 

H3K4me3 A TX 1 (Arabidopsis homologs (Aivarez-Venegas y Avramova, 2005) 

of trithorax) 

EFS/SDG8 (EARLY (Kim et al. , 2005) 

FLOWERING IN SHORT 

DAYS/SET DOMA IN 

GROUP 8) (Saleh et al., 2008) 

CLF 

H3K9me2 KYP (KRYPTONITE) (Jackson et al., 2004) 

H3K27me3 CLF; MEA (MEDEA); SWN (Makarevich et al., 2006; Schubert et 

(SWINGER) al. , 2006) 

H3K36me2 EFS/SDG8 (Zhao et al. , 2005) 

En otros estudios se ha observado que las marcas de metilación en las histonas son 

reversibles y se pueden mantener por varias generaciones (Wang et al. , 2004). Algunas 

de las marcas características de cambios epigenéticos en la histona H3 se describen a 

continuación. 

1.3.6.1. H3K4me3 

La metilación de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4) es una modificación muy conservada 

y que se encuentra presente en los promotores de los genes transcritos activamente en el 

que parecen tener un papel en la iniciación de la transcripción (Kouzarides, 2007; Rival et 

---------------------------------------------------------------17 



CAPÍTULO 1 

al. , 201 O) . Esta modificación es catalizada en la levadura por la HMT Set1 que forma parte 

de un complejo multiproteico conocido como COMPASS (Bhaumik y Shilatifard, 2007). 

En Arabidopsis thaliana, la familia TRITORAX (perteneciente al grupo trithorax, TrxG) 

comprende 12 genes con dominio SDG (SET DOMAIN GROUP), de los cuales, ATX1 

está involucrado en la trimetilación de H3K4 (H3K4me3
) necesaria para el desarrollo 

normal de la raíz, las hojas y el crecimiento de los órganos florales (Aivarez-Venegas et 

al. , 2003; Alvarez-Venegas y Avramova, 2005). Esta metilación también está involucrada 

en la ruta de señalización al estrés abiótico, ya que se ha observado que la expresión de 

los genes que se inducen en respuesta a la sequía están asociados con un incremento en 

la trimetilación de la H3K4 y la acetilación de la H3K9 en Arabidopsis (Kim et al. , 2008). 

En Arabidopsis se han identificado múltiples metiltransferasas putativas de la marca 

H3K4, homóloga a SET1 (Aivarez-Venegas y Avramova, 2002; Zhao y Shen, 2004) . 

Varias líneas de evidencia sugieren que en Arabidopsis distintas metiltransferasas de la 

marca H3K4 puede contribuir a la acumulación de H3K4me1, H3K4me2 y H3K4me3 en 

un loci específico. Por ejemplo, la pérdida de la metiltransferasa H3K4 ATX1 {homólogo 

de Arabidopsis de Trithorax 1) conduce a una leve reducción en el nivel de metilación y 

elimina H3K4me3 en lugares específicos, pero no tiene efecto en H3K4me2 (Aivarez­

Venegas y Avramova , 2005). 

Por el contrario, la pérdida de una metiltransferasa de la marca H3K4 ATX2 resulta en 

defectos en H3K4me2 en el locus específico pero no parece afectar a H3K4me3 (Saleh et 

al. , 2008). lnteresantemente, ATX1 exhibe varias anomalías del desarrollo en mutantes, 

mientras que el mutante ATX2 es fenotípicamente normal (Aivarez-Venegas et al., 2003; 

Pien et al. , 2008). Además, los resultados de los estudios de los perfiles de transcripción 

indican que ATX1 y ATX2 podrían regular en gran medida dos conjuntos de genes no 

superpuestos (Saleh et al. , 2008). Por lo tanto, parece que puede haber diferencias en el 

mecanismo, localización y función de las marcas H3K4me 1, H3K4me2 y H3K4me3
. 
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1.3.6.2. H3K9me2 

La metilación de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9) es una modificación altamente 

conservada, generalmente asociada con la heterocromatina y se encuentra en casi todos 

los eucariotas con la notable excepción de la levadura Saccharomyces cerevisiae 

(Krauss, 2008). La enzima responsable de esta modificación está altamente conservada y 

se le conoce como Su (var) 3-9 en Drosophi/a, Set39h1, Set39h2, G9A y ESET en los 

seres humanos. Los miembros de la familia Su (var)3-9 son activos en plantas como 

Arabidopsis. La metilación en la lisina 9 de la histona H3 es una marca crítica para el 

silenciamiento y la metilación del ADN (Jackson et al., 2004). La marca H3mK9 es 

dependiente de la metilación ADN, esta marca es conferida por la metiltransferasa 

CHROMOMETHYLASE3, que se une a H3mK9 indirectamente a través de una proteína 

HP1-LIKE (Gendrel et al. , 2002). 

El mayor logro en el entendimiento de la función de la metilación en lisina de H3 fue el 

descubrimiento que uno de los bien estudiados genes supresores de la variegación Su­

(var) que codifican una HMT (Lee et al. , 2004; Sims et al., 2003). En Arabidopsis el gen 

que codifica a la proteína KRYPTONITE es un miembro de la familia de las 

metiltransferasas de histonas Su (var)3-9. En el estudio realizado por Jackson y 

colaboradores (Jackson et al., 2004) en plantas con la mutación de kryptonite, 

encontraron que la dimetilación de la histona H3 en el residuo de lisina 9 casi se ha 

perdido, pero el nivel de monometilación de la histona H3 en el residuo de lisina 9 está 

ligeramente reducido. KRYPTONYTE recombinante puede adicionar uno o dos grupos 

metilo pero no tres. También observaron una proteína relacionada a KRYPTONITE, 

SUVH6, la cual realiza la metilación en el residuo de la lisina 9 en la histona H3 con un 

espectro similar a la de KRYPTONITE; esto sugiere que los miembros de la múltiple 

familia Su (var)3-9 son activos en Arabidopsis y que la dimetilación de H3K9 es una 

marca crítica para el silenciamiento de genes y la metilación del ADN. 

1.3.6.3. H3K27me2 

La histona H3 puede ser metilada en la lisina 27 (H3K27) en muchos organismos, 

incluyendo las plantas; la reacción es catalizada por la EZH2, un componente del 

complejo Polycomb 2 (PCR2) (García et al. , 2007). La H3K27me se asocia con el 
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silenciamiento de genes que regulan el desarrollo. Hasta ahora solo siete genes en 

plantas han mostrado estar asociados con H3K27me3, incluyendo: CURL Y LEAF (CLF), 

AGAMOUS, MEDEA, SHOOT MERISTEMLESS (STM), PHERES1 , FUSCA3 (FUS3), y 

AGAMOUS-LIKE 19 (AGL 19). 

Los estudios realizados hasta la fecha son consistentes con la hipótesis de que los 

defectos observadados en el crecimiento por la mutación de MEA, CLF (CURL Y LEAF), y 

1 o SWN (Swinger) son el resultado de una pérdida de la H3K27me3 y de la represión de 

los reguladores del desarrollo, en particular en los genes asociados con el desarrollo de la 

semilla. PHERES1 (PHE1) es un gen tipo MADS-box que se expresa de forma transitoria 

en el embrión temprano y en el desarrollo del endospermo y luego es reprimido 

posteriormente y está enriquecido en la marca H3K27me3 (Zhang y Ogas, 2009). Por otro 

lado, se ha observado que en semillas mutantes de mea, se reducen los niveles de 

H3K27me3 y los niveles de transcripción de PHE1 decrecen hasta parecer semillas 

silvestres. Esta represión probablemente contribuya al fenotipo de aborto de semillas de 

mea, la baja expresión de PHE1 rescata parcialmente este fenotipo (Kohler et al. , 2003). 

CLF y SWN juegan un papel equivalente al de MEA en el tejido vegetal , en plantas clf y 

swn, H3K27me3 se reduce en el locus de PHE1 y los niveles de su transcripción son 

elevados (Makarevich et al. , 2006). Del mismo modo, Fus3 es reprimida por MEA durante 

el desarrollo embrionario y su represión en el tejido vegetal depende de CLF y SWN 

(Makarevich et al. , 2006). Tal vez lo más sorprendente, es que las plantas clf y swn 

desarrollan callos en medios sintéticos y pueden producir embriones somáticos 

(Chanvivattana et al. , 2004; Kohler y Villar, 2008). En Arabidopsis, se ha demostrado que 

CLF y/o SWN promueven la trimetilación de H3K27 y la represión de: AGAMOUS (AG), 

un gen que promueve la identidad de los órganos en las flores ; MERISTEMLESS SHOOT 

(STM), un gen que ayuda a mantener los brotes y los meristemos florales (Schubert et al., 

2006), el represor floral FLOWERING LOCUS C (FLC) (Finnegan y Dennis, 2007) y 

AGL 19 (Schonrock et al. , 2006). 

Es probable que H3K27me3 sirva de plataforma para reprimir la asociación de proteínas 

efectoras específicas para la transcripción en plantas, como es el caso de LHP1 , que 

codifica para una proteína que es similar a la proteína HP1 en las células animales que 

favorece la heterocromatina (Gaudin et al. , 2001 ). Se requiere LHP1 además de la CLF y 
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SWN para la inducción de la vernalización y el silenciamiento epigenético de FLC (Mylne 

et al. , 2006; Sung et al., 2006). 

1.3.6.4. H3K36me2 

Esta marca epigenética es llevada a cabo por la histona metiltransferasa SET2, que se 

asocia con la actividad de elongación de la ARN polimerasa tipo 11 en todos los eucariotas 

examinados (Bhaumik y Shilatifard, 2007). H3K36me se distribuye en toda la región de 

codificación de los genes activos en los que puede tener un papel en la actividad de 

elongación de la polimerasa. En Arabidopsis, SDG8/ASHH2/EFS/CCR1 está involucrado 

en la H3K36me2 y la H3K36me3
, e implicada en la regulación del tamaño de los órganos, 

brote de las ramas, fertilidad y la composición de carotenoides (Cazzonelli et al. , 2009; 

Grini et al., 2009; Soppe, 1999; Xu et al., 2008). 

La metiltransferasa SET DOMAIN GROUP8 (SDG8) juega un papel crucial en la defensa 

de las plantas contra patógenos de naturaleza fúngica como Alternaría brassicico/a y 

Botrytis cinerea, mediante la regulación de los genes que se encuentran en la ruta de 

señalización del ácido jasmónico (AJ) y/o el etileno. Mediante análisis en la 

inmunoprecipitación de la cromatina, Berr y colaboradores (Berr et al., 201 O) encontraron 

que en la mutante sdgB-1 expuesta a estos patógenos, existen cambios en la metilación 

de la lisina 36 en la histona H3 en genes que codifican para MAPKs kinasas (Mitogen­

activated protein kinases), muy bien caracterizados y que son genes marcadores de 

defensa como MKK3 y MKK5. Esto normalmente ocurre durante la infección con 

patógenos fúngicos en plantas normales que han sido tratadas con jasmonato de metilo. 

Por ello se ha propuesto que la metilación llevada a cabo por la metiltransferasa SDG8 

sirve como una memoria a la planta para permitir la transcripción de los genes que están 

implicados en la defensa a patógenos, y de esta manera se permite un rápido 

establecimiento en la inducción transcripcional. 
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Además de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, la mayoría de los eucariotas tienen una o 

más variantes de la histona H1. Las variantes de la histona H1 están presentes en la 

cromatina y se unen al ADN libre entre nucleosomas. Esto se cree que estabil iza la 

cromatina y favorecer la formación de heterocromatina. Variantes de la histona H1 han 

demostrado tener un papel en la represión en el desarrollo de genes regulados (Gilbert et 

al. , 2003). 

1.3.7.2. PROTEÍNAS POLYCOMB 

Las proteínas POLYCOMB comprenden dos tipos de complejos proteínicos, PCR1 

(Polycomb Repressive Complex 1) y PCR2 (Polycomb Repressive Complex 2). En los 

animales, los complejos Polycomb tienen un papel en la regulación epigenética de la 

memoria celular, la renovación celular, pluripotencia y autorenovación de células madre 

(Bantignies y Cavall i, 2006). 

El complejo central PCR2 consiste en el dominio SET y el factor de remodelación del 

nucleosoma Nurf55 de 55 kDa. PCR2 catal iza las H3K27me3 represivas. PCR1 consiste 

en un cromodominio y las proteínas: Polycomb (Pe), dRing, Posterior sex combs (Psc) y 

Polyhomeotic (Ph). El cromodominio de Pe se une a H3K27me3, mientras dRing cataliza 

la monoubiquitination de la histona H2A en la lisina 119 (de Napoles et al. , 2004). PCR1 y 

PCR2 están presentes en la mayoría de los animales, mientras que las plantas sólo tienen 

al complejo PCR2. La falta de PCR1 y la modificación que cataliza (H2AK119ub) en 

plantas puede ser, al menos parcialmente, responsable del mayor potencial de 

desdiferenciación en comparación con el de los animales. Polycomb Repressive 

Complex2 (PRC2) está involucrado en la represión de la transcripción. El complejo PCR2 

de Arabidopsis juega un rol crítico en muchos procesos biológicos como el parecido 

parental en la formación de la semilla , el mantenimiento celular del tallo , la represión 

estable de FLC bajo la vernalización en la promoción de la floración y otros (Huh et al. , 

2008; Kohler et al. , 2003; Kohler y Villar, 2008). 

Existen tres complejos Polycomb -PRC1 , PRC2 y PhoRC- que trabajan juntos para 

silenciar los genes. El mejor modelo que se tiene actualmente propone que el complejo 
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PhoRC se une al ADN y recluta al complejo PRC2 al locus. Entonces se recluta el 

complejo PRC1 en el sitio H3K27 de la histona 3 el cual ha sido previamente marcado por 

el complejo PRC2. 

Los homólogos en Arabidopsis que tienen un profundo efecto en el programa celular de la 

impronta genética pertenecen a la proteína MEDEA (MEA) del dominio SET del grupo 

Polycomb, a la proteína dedo de zinc C2H2 FERTILIZATION INDEPENDENT SEED2 

(FIS2) y dos proteínas WD-40, las proteínas FERTILIZATON INDEPENDENT 

ENDOSPERM (FIE) y la MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRA1 (MSI1). Estos 

componentes del complejo PRC2 de las plantas, como sus contrapartes en los animales, 

forman un complejo de 600 kDa y es necesario para la metilación de su loci blanco . Se ha 

propuesto la existencia de tres diferentes complejos PRC en las plantas: las proteínas 

FERTILIZATION INDEPENDENT SEED (FIS) están involucradas en la supresión del 

desarrollo de la semilla sin fertilización , el complejo EMBRYONIC FLOWER (EMF) 

previene la floración precoz y el complejo VERNALIZATION (VRN) está involucrado en la 

respuesta de vernalización (la adquisición de la competencia para florear después del 

invierno) (Huh et al. , 2008; Schatlowski et al. , 2008). 

1.4. AGAVE COMO MODELO DE ESTUDIO 

El género Agave es endémico de América ; en México se encuentran 150 de sus 200 

especies (75% de las especies del género) (García-Mendoza, 2002); México es su centro 

de domesticación. En México, las especies de agave se distribuyen de manera natural , 

desde el nivel del mar hasta los 3,000 m, con una marcada abundancia entre los 1 ,000 y 

2,000 m. Se encuentran en todos los estados de la república con excepción del de 

Tabasco. Los agaves crecen en dunas costeras, matorrales xerófilos , selvas bajas 

caducifolias, bosques de pino-encino e incluso en los bosques mesófilos de montaña. Las 

regiones de mayor riqueza de especies son el Valle de Tehuacán-Cuicatlán , la Sierra 

Madre Occidental , la zona árida entre Tamaulipas y San Luis Potosí, la zona árida 

hidalguense, el Eje Neovolcánico en los límites de Michoacán y el Estado de México, el 

centro de Jalisco, las montañas de Oaxaca y Chiapas, y los límites de la altiplanicie y la 

Sierra Madre Oriental (García-Mendoza, 1995). Su historia de diversificación bajo cultivo y 
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selección humana, comenzó hace aproximadamente 9,000 años y aunque su diversidad 

agromorfológica a nivel intraespecífico ha sido poco estudiada, existen indicios de que 

durante su utilización se han generado gran cantidad de variantes (Callen , 1965). Las 

variedades cultivadas de forma tradicional o comercial durante el tiempo que lleva su 

aprovechamiento en México no han sido descritas académica o legalmente, por lo que las 

unidades taxonómicas más utilizadas para describir la diversidad de estos recursos 

fitogenéticos en México han sido, hasta ahora, especie, subespecie y variedad botánica 

(Colunga-García-Marín y Zizumbo-Villarreal , 2006). 

Los datos disponibles indican que las variedades cultivadas tradicionalmente mantienen 

una diversidad genética similar a la encontrada en poblaciones silvestres (Vargas-Ponce 

et al. , 2009). Los productores tradicionalmente seleccionan hijuelos vigorosos propagados 

vegetativamente, algunos poliploides y cuando crecen y se convierten en plantas adultas 

(García-Mendoza, 2002). Por el contrario , en las poblaciones manejadas en plantaciones 

comerciales su diversidad ha disminuido cada vez más, hasta llegar prácticamente a la 

homogeneidad genética. Esta tendencia ha sido favorecida por la posibilidad de propagar 

vegetativamente las variedades seleccionadas y, más recientemente, por la utilización de 

técnicas de propagación clonal. Tal es el caso del henequén (Galindo-Jaimes et al. , 2002; 

Robert et al. , 1987a; Robert et al. , 1992) y el agave tequ ilero (Gil-Vega et al. , 2006; 

Portillo et al. , 2007; Rodríguez-Sahagún et al. , 2011 ). 

La mayor parte de la diversidad de los recursos genéticos del género es utilizada por los 

agricultores tradicionales, tanto para autoconsumo como para comercialización. Solo unos 

cuantos agricultores y compañías la utilizan con fines comerciales sin hacer un consumo 

directo de ella . Los agricultores tradicionales generalmente emplean una gran cantidad de 

variedades locales y mantienen una amplia base genética de ellas. Las agroindustrias, en 

contraste, hacen un uso muy restringido de la diversidad y mantienen una base genética 

estrecha. En un estudio en el sur de Jalisco, por ejemplo, (Colunga-García-Marín y 

Zizumbo-Villarreal, 2006) encontraron que un solo productor mantenía 11 variedades 

mezcaleras dentro de su parcela, mientras que en la misma zona, y en toda su área de 

distribución, la agroindustria del tequila solo utiliza la variedad azul de A. tequilana. Lo 

mismo ocurre en la agroindustria henequenera, que solo utiliza la variedad tradicional Sac 

ki de A. fourcroydes. 
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El cultivo del henequén en Yucatán pasó, de principios del siglo XX a los años ochenta, 

de ocho a tres variantes cultivadas, una de ellas prácticamente extinta y otra con una 

densidad sumamente baja (Colunga-García-Marín y Zizumbo-Villarreal, 2006). De forma 

similar, el cultivo del agave tequilero en Amatitlán-Tequila , Jalisco, pasó, en ese mismo 

periodo, de nueve a cinco variantes cultivadas, con el predominio prácticamente exclusivo 

de la variedad azul (Valenzuela-Zapata, 1994 ). Instituciones como el Centro de 

Investigación Científica de Yucatán (CICY), el Centro de Investigación y Asistencia del 

Estado de Jalisco (CIATEJ), el Centro de Investigación Avanzados del Politécnico 

Nacional (Cinvestav), la Universidad Autónoma de Chiapas (UACH), y empresas como 

Tequila Herradura, están estudiando y financiando programas de mejoramiento del 

henequén y el tequila seleccionando líneas elite y propagándolas a escala muy pequeña 

(Eastmond et al., 2000). Dada la estrecha base genética de estos cultivos, debido a su 

propagación vegetativa, y a su ciclo de vida muy largo, se está buscando aumentar su 

diversidad por medio de técnicas biotecnológicas. De forma particular, en el CICY se ha 

desarrollado exitosamente un programa de mejoramiento para agaves, mediante técnicas 

de cultivo de tejidos vegetales. 

1.4.1. IMPORTANCIA ECONÓMICA DEL AGAVE Y SU PROBLEMÁTICA. 

El género Agave representa un importante cultivo en muchos países. Agave fourcroydes 

es el cultivo de fibra más importante en las áreas tropicales y subtropicales de África, y es 

un cultivo con un alto potencial de exportación en China (Lingling et al. , 2009). Entre los 

usos de los agaves se encuentra la elaboración de mezcal, en México se conocen 22 

especies mezcaleras del género Agave, de ellas A. angustifolia es la más empleada para 

la elaboración de esta bebida y la más ampliamente distribuida en nuestro país (García­

Mendoza, 1995). Para la producción de las bebidas fermentadas las plantas son 

arrancadas del suelo y el meristemo central es colectado y procesado para hacerlo jugo, 

el cual es fermentado, destilado y añejado. Otra especie, A. tequilana Weber var. Azul es 

usado para la producción de tequila y, a pesar de los beneficios que esta industria genera, 

son pocos los recursos que se destinan para la investigación y muchos aspectos sobre la 

diversidad genética no son conocidos (Torres-Morán et al. , 201 0). 
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El género Agave tiene tres mecanismos de reproducción de forma natural: vástagos que 

emergen de los rizomas, semillas y pequeñas plántulas llamadas bulbillos que aparecen 

en la inflorescencia (Torres-Morán et al. , 201 0). Los productores tradicionalmente han 

usado los vástagos para generar nuevas plantaciones. Cuando es necesario, las especies 

también son propagadas por métodos de cultivo in vitro, principalmente usando brotes 

axilares, para producir plantas uniformes. Sin embargo, el uso por mucho tiempo de este 

método ha resultado en la aparición de VS, debido a las diferencias genéticas en las 

células somáticas utilizadas (Pérez-Molphe, 1999) lo cual puede causar anormalidades 

anatómicas en las hojas, raíces y alteraciones en los procesos fisiológ icos (Rohr et al. , 

2003). 

La VS se ha detectado en agaves utilizando métodos moleculares para distinguir entre 

plantas de diferentes tipos y orígenes (Aifaro et al. , 2007; Infante et al. , 2006; Sánchez­

Teyer et al. , 2009). Se ha reportado a nivel genético que los cambios en el genoma del 

género Agave pueden ser causados por retrotransposones (Bousios et al. , 2007; Infante 

et al. , 2006; Madlung y Comai, 2004; Osorio-Zambrano et al. , 2006; SanMiguel y 

Bennetzen, 1998). También, se ha observado una variabil idad genética en las plantas de 

A. tequilana generado en el campo por el proceso natural de propagación asexual de 

vástagos a partir de rizomas, así como en los generados en el laboratorio por los métodos 

de cultivo in vitro (embriogénesis somática y yemas axilares); así como en A. fourcroydes 

(González et al. , 2003; Infante et al. , 2006), A. cocui (Osorio-Zambrano et al. , 2006), A. 

americana, A. angustifolia, A. deserti y A. sisalana (Infante et al. , 2006). 

Las diferencias genéticas encontradas en las plantas de agave en el campo, como en las 

plantas producidas in vitro , podrían ser una excelente fuente de VS, que puede tener 

importantes consecuencias para la mejora de las plantas y su propagación comercial. 

Esta variación encontrada en cultivos in vitro y en plantas de campo es un excelente 

sistema de estudio para investigar si los reguladores del crecimiento, específicamente las 

auxinas, que se utilizan de manera cotidiana para micropropagar agave puede tener 

repercusiones epigenéticas que se conserven en campo influyendo así la susceptibilidad 

o resistencia de las plantas micropropagadas a cond iciones ambientales adversas. 
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1.5. PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN 

1. ¿Cuál es la variación somaclonal en Agave expuesto a diferentes tipos y 

concentraciones de auxinas? 

2. ¿Cómo afectan los diferentes tipos y concentraciones de auxinas las modificaciones 

de las histonas? 

3. ¿Qué auxina es la que induce mayor variación epigenética en Agave? 

4. ¿Qué modificaciones epigenéticas aparecen en esta variación? 

5. ¿Las modificaciones que se observan in vitro se mantienen en campo? 

1.6. HIPÓTESIS 

Si las auxinas usadas en la micropropagación de los agaves son las que provocan 

modificaciones en la histona H3, entonces la aplicación de estos reguladores del 

crecimiento en condiciones in vitro influ irá en el patrón de metilación de la histona H3 

tanto en condiciones in vitro como ex vitro. 

1.7. OBJETIVOS 

1.7.1. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de las auxinas en las modificaciones post-transcripcionales de la 

histona H3 en plantas de Agave fourcroydes y A. angustifolia en condiciones in vitro y 

de invernadero. 

1.7.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Establecer el cultivo in vitro de A. fourcroydes y A. angustifo/ia en diferentes 

concentraciones de ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), ácido naftalenacético (ANA), 

ácido 3-indolacético (AlA) e ácido indolbutírico (IBA). 

-----------------------------------------------------------------27 



CAPÍTULO 1 

2) Caracterizar morfológicamente las plántulas de A. fourcroydes y A. angustifolía durante 

la etapa de micropropagación bajo diferentes concentraciones y tipos de auxinas. 

3) Evaluar las modificaciones post-transcripcionales o marcas epigenéticas de las lisinas 

4, 9, 27 y 36 de la histona H3 en A. fourcroydes y A. angustifolia en condiciones in vitro y 

de invernadero. 
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1.8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

Establecimiento del cultivo 
vitro de Agave 

Cuantificación de proteínas 
Peterson (1 977) 

Electroforesis en geles de 
poliacri lamida SDS-PAGE 

Westem blot con los 
anticuerpos especificas para H3 

epigenéticas in vitro y ex vitro 
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CAPÍTULO 11. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO IN VITRO Y DE INVERNADERO DE 

AGAVE. 

Las plantas micropropagadas pertenecen a las líneas clonales P66 (A. fourcroydes) y 26S 

(A. angustifolia) , donadas por el laboratorio de micropropagación clonal del Dr. Manuel 

Robert. Estas líneas se caracterizan por presentar características fenotípicamente 

homogéneas. El material biológico pasó por dos fases de adaptación de cuatro semanas 

cada una, es decir, dos meses sin contacto con reguladores de crecimiento. Para este 

trabajo se emplearon dos medios de cultivo. Primero, las plantas se propagaron 

vegetativamente en el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 

1962) y a continuación se pasaron al medio BA, este medio consiste en el medio MS 

original al cual se le disminuye la fuente de nitrógeno a 1 O mM KN03 y 5 mM NH4N03. 

Pasadas las dos fases de adaptación, las plantas se transfirieron a un medio nuevo 

suplementado con diferentes tipos de las auxinas, 2,4-D, IBA (ácido indolbutírico), ANA 

(ácido naftalenacético), AlA (ácido 3-indolacético), en tres concentraciones diferentes, 

0.05 iJM, 0.125 iJM, y 0.5 iJM. El testigo que se utilizó fue un medio sin auxina (0). Las 

plantas fueron evaluadas en un curso temporal de O, 3 y 21 días in vitro y a los 3 y 6 

meses ex vitro. Los parámetros evaluados fueron peso fresco y altura de la planta (Figura 

5). Cada uno de los tratamientos constó de 15 réplicas para la evaluación del peso fresco 

y la altura. 
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Figura 5. Esquema general de la estrategia llevada a cabo para la adaptación y los tratamientos con auxinas 
en un curso temporal de 21 días in vitro de las especies A. angustifolia y A. fourcroydes. 

Después de la evaluación de las plantas en el día 21 , éstas fueron puestas en medio de 

enraizamiento MS-BA durante dos meses y pasada esta fase, se trasplantaron las plantas 

a charolas de poliestireno con tierra húmeda y peat moss en una relación 2:1. Se regaron 

cada tercer día durante 6 meses (Figura 6). 
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Figura 6. Preparación de charolas de poliestireno con tierra : peat moss (2:1) y transplante de plantas para 
aclimatarlas en el invernadero. 

2.2. AISLAMIENTO DE LAS HISTONAS. 

Las histonas fueron aisladas de las plantas de agave del cultivo in vitro establecido en los 

tratamientos con las siguientes auxinas: 2,4-D, ANA, AlA e IBA después de O, 3 y 21 días. 

La extracción de las proteínas nucleares fue llevada a cabo siguiendo el protocolo descrito 

por Jackson et al., (2004). Brevemente, se maceraron muestras de 0.3 a 0.5 g en un 

mortero, con nitrógeno líquido, luego se resuspendieron en 1 O mi de amortiguador N lB [15 

mM pH 6.8 TBS, 5 mM MgCb, 60 mM KCI , 0.25 M de sacarosa, 15 mM NaCI , 1 mM 

CaCb, Triton-X 100 0.8% (v/v), 1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)]. La 

suspensión homogénea se filtró a través de una gasa estéril y el filtrado se centrifugó a 

10,000 x g durante 20 minutos a 4 oc. Las proteínas nucleares se extrajeron dos veces 

con H2S04 0.4 M y se precipitaron con 12 volúmenes de acetona fría a -20°C, toda la 

noche. El precipitado se recogió por centrifugación a 2,500 x g por 20 minutos y se 

resuspendió el sedimento en 200 ¡..~1 de urea 4 M. 

2.2.1. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. 

Las proteínas se cuantificaron siguiendo el método de Peterson (1987), el cual consiste 

en realizar una curva patrón con albúmina sérica bovina, BSA (1 mg.mr1
) como proteína 

-------------------------------------------------------------45 



CAPÍTULO 11 

estándar, manejando un rango de concentraciones de 1 O a 100 IJg de la proteína por 

mililitro. Con referencia a las muestras a medir, se tomaron 1 O 1-11 de dos réplicas por 

separado y se llevaron a un mi con agua destilada. A la curva patrón y a las muestras se 

les agregaron 100 1-JI de DOC {deoxicolato de sodio) al 0.15% (p/v) y se agitaron con la 

ayuda de un vortex. Las muestras se dejaron reposar 1 O minutos a temperatura ambiente. 

Después de este tiempo se les adicionaron 100 1-11 de TCA (ácido tridoacético) al72% (p/v) 

frío a las muestras y se agitaron en un vortex, a continuación las muestras se dejaron 

reposar por 15 minutos en hielo. Una vez transcurrido el tiempo, las muestras se 

centrifugaron en una centrífuga Legend Mach 1.6G a 3,500 x g durante 15 minutos a 4 oc 
y se desechó el sobrenadante cuidando de no perder la pastilla. La pastilla precipitada se 

resuspendió en un mi de agua destilada y se agitó en un vortex. Seguidamente, a cada 

muestra se le adicionó un mi del reactivo A que contiene CTC [CuS04.5H20 0.1% (p/v), 

NaC03 10% (p/v) , 0.2% (p/v)] , NaOH 0.8N (p/v), SOS 10% (p/v) y H20] ; las muestras se 

agitaron en un vortex, seguido de un reposo de 1 O minutos a temperatura ambiente. A 

continuación , a cada muestra se le adicionaron 500 IJI del reactivo B que contiene el 

reactivo Folin-Ciocalteau 1 :5 (v/v) y las muestras se agitaron en vortex. La mezcla se dejó 

reposar por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir el desarrollo del color azul. 

Por último, para determinar la concentración de la proteína, se medió la absorbancia de 

las muestras en un espectrofotómetro Genesis 1 OUV a 750 nm. 

2.3. WESTERN BLOT DE LAS HISTONAS AISLADAS CON ANTICUERPOS 

ESPECÍFICOS PARA H3K27me2
, H3K4me3

, H3K9me2 Y H3K36me2
. 

2.3.1. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS POR ELECTROFORESIS SDS-PAGE 

(Laemmli, 1970). 

Para observar el perfil proteico de las muestras, de la extracción proteica obtenida, se 

mezclaron en un tubo Eppendorf 1 O IJg de cada muestra con 1 O IJL de amortiguador de 

carga Laemmli a 5X [62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 25% (p/v) glicerol , 2% (p/v) SOS, 5% ¡3-

mercaptoetanol y 0.01% (p/v) de azul de bromofenol] . La mezcla se calentó por 5 minutos 

en baño María a 1 00°C. Las proteínas fueron separadas por electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 15% [gel de separación: 2.5 mi H20 ; 2.5 mi amortiguador de separación ; 
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5 mi acrilamida al30%; 50 ¡.JI de persulfato de amonio, (APS) al10%; 15 ¡.JI TEMED. gel de 

empacamiento: 2.3 mi H20 ; 1 mi amortiguador de empacamiento; 30 ¡.JI APS al 1 0%; 15 ¡.JI 

de TEMED] corrido a 100 voltios por 90 minutos. 

El gel de poliacrilamida se tiñó con azul de Coomasie [50% MeOH; 45% H20; 5% ácido 

acético; 0.05% azul de Coomasie] para visualizar las bandas obtenidas. 

2.3.2. TRANSFERENCIA. 

El gel de poliacrilamida, sin teñir, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (tamaño 

de poro: 0.45 !JM) Millipore, previamente tratada con amortiguador de transferencia [25 

mM Tris; 192 mM glicina; m etanol al 10% (v/v)] por 1 O minutos. Se verificó la transferencia 

a la membrana tiñéndola con rojo de Ponceaus al 0.2% (v/v) hasta que las bandas sean 

visibles y se adicionó agua hasta obtener un buen contraste . Para remover por completo 

la tinción , la membrana se lavó con 0.1 N NaOH seguido de un lavado con PBST 1X [20 

mM Tris-HCI , pH a 7.6, 137 mM NaCI, + Tween-20 0.05%] por 1 O minutos en agitación 

constante a temperatura ambiente. 

2.3.3. IMMUNODETECCIÓN. 

Después de lavar la membrana, y asegurarse que la transferencia fue llevada a cabo, ésta 

se bloqueó por una hora y media [PBST 1X; leche desgrasada al 5%] en agitación 

constante a temperatura ambiente. La membrana se lavó con PBST 1 X por 1 O minutos a 

temperatura ambiente. Después de los lavados, la membrana se incubó a 4 oc toda la 

noche con el anticuerpo primario (Cuadro 2). Después de la incubación con el anticuerpo, 

la membrana se lavó cuatro veces con PBST 1X en agitación a temperatura ambiente (1 O 

minutos por vez) y una vez con PBS 1X (20 mM Tris-HCI , pH a 7.6; 137 mM NaCI) por 10 

minutos. Seguido de los lavados, la membrana se incubó con el segundo anticuerpo 

(1 :20,000; conjugado-lgG-HRP) por una hora y media a temperatura ambiente en 

agitación constante. Después de la incubación, la membrana se lavó cinco veces con 

PBST 1 X y una vez con PBS 1 X. 
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Se usaron los anticuerpos primarios específicos para la histona H3: H3K27me3
, H3K4me3

, 

H3K9me2 y H3K36me2 como se muestra en el cuadro 2. El testigo que se utilizó es un 

marcador de la histona H3 (810-RAD). 

Cuadro 2. Anticuerpos primarios y secundarios que se utilizaron en la inmunodetección. 

Anticuerpo primario Número de catálogo Dilución en 

(MILLIPORE) PBST 

Anti-histona H3 07-690 1:10,000 

Anti-dimetil-histona H3 (Lys4) 07-030 1:10,000 

Anti-trimetil-histona H3 (Lys4) 05-745R 1: 1,500 

Anti-dimetil-histona H3 (lys9) 07-441 1: 1,000 

Anti-trimetil-histona H3 (Lys27) 07-449 1: 1000 

Anti-dimetil-histona H3 (Lys 36) 07-274 1: 1000 

Anticuerpo secundario 

Cabra anti-conejo lgG, conjugado- 12-348 1: 20,000 

HRP 

2.3.4. DETECCIÓN POR QUIMIOLUMINISCENCIA. 

La detección de la quimioluminiscencia se llevó a cabo en un cuarto obscuro. La 

membrana se sumergió en 2 mi del kit lmmovilon Western (Millipore) y se escurrió. 

Posteriormente se colocó un plástico Reynolds para evitar que la humedad de la 

membrana manchara el film de revelado. En un estuche de revelado se colocó la 

membrana envuelta en el plástico y se cubrió con una película fotosensible a los rayos-X 

por un minuto, haciendo una ligera presión . Seguidamente la película fue incubada en una 

solución reveladora [Kodak-Sigma-Aidrich revelator 50% (v/v); H20 50%] por un minuto, o 

hasta visualizar las bandas esperadas, A continuación la pel ícula se lavó con agua, 

seguidamente se puso en una solución fijadora [Kodak-Sigma-Aidrich fijador y aclarador 

50% (v/v); H20 50%] hasta obscurecer por completo y ponerse transparente 

seguidamente se lavó con agua. Por último, la película se dejó secar hasta perder la 

humedad. 
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CAPITULO 111. RESULTADOS 

3.1. INFLUENCIA DE LAS AUXINAS EN EL PESO FRESCO DE A. 
ANGUSTIFOLIA. 

CAPÍTULO 111 

En A. angustifolia se obtuvo un aumento en el preso fresco de 0.18 g, de 0.14 g (día O) 

hasta 0.32 g (día 21) con el tratamiento de 2,4-D en una concentración de 0.5 IJM; es 

decir 1.2 veces su peso inicial , así también, se observó una menor ganancia en peso 

cuando las demás auxinas se adicionan en una concentración de 0.05 IJM y 0.125 IJM 

como se muestra en la figura 7. 
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Figura 7. Efecto de la concentración de las auxinas en el peso fresco observado en la etapa de cultivo in vitro 
en el proceso de micropropagación de A. angustifo/ia . 
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Las plantas que fueron tratadas in vitre con 2,4-D y llevadas al invernadero presentaron 

un peso fresco menor respecto a las plantas testigo que no fueron tratadas con auxinas 

· en la etapa in vitro; sin embargo, la mayor ganancia en peso fresco se observó hasta los 6 

meses en las plantas ex vitro, en promedio llegaron a pesar 3.4 g (Figura 8). 

4.0 

3.5 

3.0 

- 2.5 
Ol -o 
(.) 2.0 (/J 
(J) 
~ 
o 1.5 (/J 
(J) 
a. 

1.0 

0.5 

0.0 
Test IBA AlA ANA 2,4-D 

3 meses 

Test IBA AlA ANA 2,4-D 

6 meses 

Tratamientos ex vitro 

Figura 8. Efecto de la concentración de las auxinas en el peso fresco observado en la etapa ex vitro durante 
el proceso de micropropagación de A. angustifolia. 

3.2. EFECTO DE LAS AUXINAS EN LA ALTURA DE A. ANGUST/FOLIA. 

En cuanto al tamaño de la planta, evaluado como la altura de crecimiento, no se 

observaron diferencias a los tres días de las plantas cultivadas in vitre, contrario con los 

resultados obtenidos a los 21 días. Las plantas que fueron tratadas con la auxina natural 

IBA a concentraciones de 0.05 ¡JM y 0.125 ¡JM obtuvieron una ganancia en atura de 4.02 y 
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3.94 cm, respectivamente (Figuras 9 y 1 0), mientras que el testigo en el día O (en 

promedio al comenzar el experimento) las plantas tenían una altura de 2.78 cm. 

4.5 

4.0 

3.5 

3.0 

-E 2.5 () -ro .... 2.0 ::::1 ....... 
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1.5 

1.0 

0.5 

0.0 
Od Test IBA AlA ANA 2,4-D 

3d 

Test IBA AlA ANA 2,4-D 

21d 

Tratamientos in vitro 

Figura 9. Diferencias en la ganancia de altura observados en el cultivo in vitro de A. angustifo/ia durante el 
proceso de micropropagación en tratamientos con diferentes concentraciones de auxinas naturales (AlA e 
IBA) y sintéticas (ANA y 2,4-D). 

En la figura 1 O se puede apreciar que las plantas tratadas con 0.5 IJM de la auxina 

sintética 2,4-D y que fueron analizadas en el invernadero, obtuvieron una ganancia en 

altura, después de 6 meses, que alcanzaron una altura promedio de 8.4 cm. una ganancia 

mayor en comparación al testigo y los demás tratamientos con auxinas. 
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Figura 10. Efectos de la concentración de las auxinas en el crecimiento observados en la etapa ex vitro de A. 
angustifolia durante el proceso de micropropagación . 

Figura 11. Plantas de A. angustifo/ia a los 3 días (A) y a los 21 días in vitro (B) sin reguladores del 
crecimiento. 
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En A. fourcroydes se pudo observar que los tratamientos con AlA y ANA no presentaron 

diferencias en cuanto a la ganancia en peso fresco (Figura 12), incluso estas plantas tenía 

un peso promedio menor que las plantas testigo sin auxinas. Sin embargo, las plantas 

tratadas con 2,4-D presentaron una mayor ganancia en peso respecto a los demás 

tratamientos y al testigo. Las plantas tratadas con 2,4-D (0.5 iJM) obtuvieron una ganancia 

en peso de 0.19 g en el día cero a 0.55 g en el día 21 in vitro; es decir 2.9 veces su peso 

inicial y en comparación con el testigo sin auxinas (0.28 g) tuvieron un aumento en peso 

de 1.9 veces (Figura 12). 
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Od Test IBA AlA ANA 2,4-0 
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Test IBA AlA ANA 2,4-D 

21d 
Tratamientos in vitro 

Figura 12. Efecto de la concentración de auxinas en el peso fresco observado en la etapa de cultivo in vitro en 
el proceso de micropropagación de A. fourcroydes. 
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Al pasar las plantas al invernadero y cuantificar su ganancia en peso determinamos que 

las plantas que fueron tratadas con la auxina natural IBA y la auxina sintética 2,4-D con la 

concentración de 0.05 ~M pesaron 5.75 g y 6.2 g, respectivamente, peso superior 

respecto a las plantas que no fueron tratadas con auxinas; las plantas testigo alcanzaron 

un peso de 3.5 g después de 6 meses de estar en el invernadero. Las plantas que fueron 

tratadas con concentraciones elevadas de 2,4-D (0.125 y 0.5 ~M) presentaron un menor 

peso fresco respecto a las plantas testigo (Figura 13). 
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Figura 13. Efecto de la concentración de las auxinas en el peso fresco observado en la etapa ex vitro durante 
el proceso de micropropagación de A. fourcroydes. 
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3.4. INFLUENCIA DE LAS AUXINAS EN LA ALTURA DE A. FOURCROYDES. 

Las plantas que se cultivaron en el medio MS-BA con ANA (0.05 IJM) tienen una mayor 

altura a los 21 días in vitre, llegando a medir 4.59 cm, es decir 1.7 veces más que las 

plantas en el día cero cuabndo medían 2.64 cm (Figura 14). 
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Figura 14. Efecto de la concentración de las auxinas en el crecimiento observado en el cultivo in vitro de A. 
fourcroydes durante el proceso de micropropagación. 
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Después de seis meses de aclimatación en el invernadero, las plantas tratadas con 2,4-D 

(0.05 ¡.1M) presentaron una mayor altura (Figura 15). 
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Figura 15. Efectos de la concentración de auxina en el crecimiento observados en la etapa ex vitro de A. 
fourcroydes. 

3.5. ACLIMATACIÓN DE LAS PLANTAS EN EL INVERNADERO. 

Las plantas que estuvieron expuestas a diferentes concentraciones de auxinas fueron 

trasplantadas a charolas de poliestireno (Figuras 16 y 17). Se regaron cada tres días, 

durante 6 meses y se siguió su crecimiento. De cada tratamiento, se tomaron muestras de 

las plantas a los tres meses, se pesaron y se midieron; cada muestra se guardó a -80°C 

para el posterior análisis de sus patrones de metilación (Capítulo 111). 
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IBA 
AlA 

ANA 2,4·0 

Figura 16. A los tres meses posteriores a la etapa de enra izamiento, las plantas de A. angustifolia se 
colocaron en bandejas de poliestireno durante la fase de aclimatación en el invernadero. 

IBA AIA 

2,4-D 

Figura 17. A los tres meses posteriores a la etapa de enraizamiento, las plantas de A. fourcroydes se 
colocaron en bandejas de poliestireno durante la fase de aclimatación en el invernadero. 
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A los seis meses se hizo la última determinación de las plantas que estaban en el 

invernadero y se pudo observar que las plantas que fueron tratadas con 2,4-D (0.05 ~M) 

presentaron mayor peso y altura como se muestra en las figuras 13 y 15. Al contrario las 

plantas que mostraron un fenotipo con mayor peso y altura fueron las plantas tratadas con 

una concentración mayor de 2,4-D (0.5 ~M). 

Testigo 
Sin a uxinas 

2,4-D 

IBA 

ANA 

AlA O .S~tM 2,4-D 

Figura 18. Fenotipos de A. angustífolia observados a los 6 meses ex vitro. 

Testigo 
sin auxinas 

Figura 19. Fenotipos de A. fourcroydes observados a los seis meses ex vitro. 

------------------------------------------------------------------60 



CAPÍTULO 111 

Durante el estudio de las plantas en el invernadero se observó que las plantas 

pertenecientes a la especie A. angustifolia tenían un gran número de brotes, a pesar que 

estas plantas no habían estado en contacto con reguladores del crecimiento de manera 

exógena después de los 21 días de tratamiento in vitro (Figuras 20A, 208). En la figura 

20C se aprecia la aparición de un brote en una de las plantas, esta planta estuvo 

expuesta, en la fase in vitro , con 2,4-D a una concentración de 0.125 IJM, durante 21 días. 

A B e 

Figura 20. Fenotipos observados durante el monitoreo de las plantas a los tres meses ex vitro de A. 

angustifolia . (A) plantas tratadas con IBA (0.125 IJM) en la fase in vitro. (B) Plantas tratadas con 2,4-D (0.05 

IJM) en la fase in vitro. (C) Plantas tratadas con 2,4-D (0.125 IJM). 
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3.6. ANÁLISIS DE LAS MARCAS EN LAS HISTONAS DE AGAVE EN 

CONDICIONES IN VITRO Y DE INVERNADERO. 

Se obtuvieron las marcas epigenéticas de las plantas cultivadas in vitro de A. angustifolia 

y A. fourcroydes después de O, 3 y 21 días: También se obtuvieron los datos morfológicos 

de las plantas cultivadas en las concentraciones de O, 0.05 1-JM, 0.125 ¡JM y 0.5 ¡JM de las 

auxinas 2,4-D, IBA, ANA y AlA. Las marcas analizadas se compararon con las marcas 

obtenidas al pasar las plántulas con mayor aumento en peso y altura in vitro al 

invernadero a los 3 y 6 meses. 

3.6.1. WESTERN BLOT DE LAS HISTONAS AISLADAS CON ANTICUERPOS 
ESPECÍFICOS PARA H3K27me2

, H3k4me3
, H3k9m2 Y H3k36me2

. 

Para abordar la pregunta central de este estudio, ¿qué auxina es la que induce la 

variación epigenética en Agave?, fue necesario inmunolocalizar, con anticuerpos 

específicos, las diferentes metilaciones que sufre la histona H3. Al mismo tiempo se 

podrán identificar las modificaciones en las histonas que son representativas en cada uno 

de los tratamientos analizados. 

Se utilizó el anticuerpo para la histona H3 como testigo positivo, así como también los 

anticuerpos para las metilaciones en H3K4me3
, H3K9me2

, H3K27me3 y K36me2
. Se 

determinó que las marcas relacionada con la expresión génica, H3K4me3 y H3K36me2
, 

estaban presentes en todos los tratamientos al tercer día en el cultivo in vitro de A. 

angustifolia (Figura 21 ); sin embargo, se encontró en menor abundancia en los 

tratamientos con ANA La marca de represión transcripcional H3K27me3 no se observó en 

las plantas tratadas con AlA, ANA en las concentraciones 0.05 11M y 0.5 11M y en los 

tratamientos con 2,4-D a 0.5 11M. La marca que favorece el silenciamiento génico 

H3K9me2 estaba presente en el día cero, sin embargo, las plantas que no fueron tratadas 

con auxinas no presentaban esta marca. Tampoco presentaron esta marca las plantas 

tratadas con bajas concentraciones (0.05 11M) de IBA, ANA y altas concentraciones (0.125 

y 0.5 11M) de 2,4-D. 
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IBA AlA ANA 2,4-D 
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Figura 21. Patrones de metilación global en la histona H3 en plantas de A. angustifo/ia. Al dia O y tercer día in 
vitro se extrajeron ·las histonas de las plantas en el testigo sin auxinas y en cada uno de los tratamientos con 
auxinas naturales {IBA y AlA) y sintéticas (ANA y 2,4-D); se probaron los anticuerpos específicos a-H3K4me3

, 

-H3K9me2
, -H3K36me2 y -H3K27me3 para real izar el Western blot. 

Al analizar las marcas que promueven la formación de eucromatina, es decir la expresión 

de genes, en el día 21 del cultivo in vitre, encontramos que la marca H3K4me3 es menos 

abundante que la marca H3K36me2 en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento 

con 2,4-D (0.125 ¡..tM; Figura 22). La marca de represión H3K27me3 no se encontró en las 

plantas que fueron tratadas con las auxinas naturales IBA (0.125 ¡..tM) y AlA (0.05 y 0.5 

¡..tM). Esta marca de represión en los tratamientos con auxinas sintéticas no se encontró 

en los tratamientos con ANA (0.05 y 0.5 ¡..tM) y 2,4-D (0.1 25 y 0.5 ¡..tM). 

La marca H3K9me2 no está presente en los testigos sin auxinas hasta el día 21 del cultivo 

in vitre, y en los tratamientos con auxinas naturales; sin embargo, esta marca es mucho 

menos abundante, a diferencia del día 3 del cultivo in vitre, y sólo está presente en los 

tratamientos con 2,4-D (0.05 ¡..tM), y ANA (0.05 y 0.125 ¡..tM). 
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Figura 22. Patrones de metilación global en la histona H3 en plantas de A. angustífolía. A los días cero y 21 
de plantas cultivadas in vítro se extrajeron las histonas de los testigos sin auxinas y de cada uno de los 
tratamientos con auxinas naturales (IBA y AlA) y sintéticas (ANA y 2,4-D). Se probaron los anticuerpos 
específicos a-H3K4me3

, -H3K9me2
, -H3K36me2 y -H3K27me3 para realizar el Western blot. 

Al tercer día del cultivo in vitre de A. fourcroydes hay una pérdida en la marca de 

expresión H3K4me3 con los tratamientos con auxinas sintéticas (Figura 23), sin embargo, 

hay un enriquecimiento de la marca H3K36me2
; en el caso de las marcas de represión 

fueron imposibles de detectar, excepto la marca H3K9me2
, en el tratamiento con 0.5 ¡.tM 

de IBA. 
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IBA AlA ANA 2,4-D 
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Figura 23. Patrones de metilación global en la histona H3 en plantas de A. fourcroydes. Al dia cero y 21 de las 
plantas cultivadas in vitro se extrajeron las histonas de los testigos y de cada uno de los tratamientos con 
auxinas naturales (IBA y AlA) y sintéticas (ANA y 2,4-D); se probaron los anticuerpos especificos a-H3K4me3

, 

-H3K9me2
, -H3K36me2 y -H3K27me3 para real izar el Western blot. 

A los 21 días del cultivo in vitro , A. fourcroydes presenta un enriquecimiento en la marca 

de expresión H3K4me3 (Figura 24 ). sin embargo, las muestras tratadas con auxinas 

naturales tienen una pérdida de la marca H3K36me2
, a diferencia de los tratamientos con 

auxinas sintéticas. La marca de represión H3K27me3 está ausente en todos los 

tratamientos. La marca de silenciamiento H3K9me2 está presente en todos los 

tratamientos, sin embargo, es menos abundante respecto a las demás marcas. 
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ANA 2,4-D 

Figura 24. Patrones de metilación global en la histona H3 en plantas de A. fourcroydes. Las muestras se 
colectaron a los días cero y 21 días de las plantas cultivadas in vitro ; se extrajeron las histonas de las plantas 
testigo y de cada uno de los tratamientos con auxinas naturales (IBA y AlA) y sintéticas ~ANA y 2,4-D); se 
probaron los anticuerpos específicos a-H3K4me3

, -H3K9me2
, -H3K36me2 y -H3K27me para realizar el 

Western blot. 

Otra de las preguntas que se contestó en este estudio es ¿qué modificaciones 

epigenéticas se conservan o se modifican en las plantas que pasaron de un ambiente in 

vitro a las condiciones de invernadero? Varios factores ambientales como el estrés y la 

pérdida de agua, así como la aclimatación, son limitantes que creemos afectan la 

remodelación de la cromatina en las plantas, por ello, se examinó la metilación global de 

las histonas en las plantas que presentaron mayor ganancia en peso y altura para cada 

una de las especies de interés después de seis meses de haberlas colocado en el 

invernadero. 

Después de seis meses de tratamiento ex vitro, se evaluaron las marcas de metilación en 

las histonas en diferentes tejidos de plantas de la especie A. angustifolia tratadas, durante 

el cultivo in vitro, con 2,4-D (0.5 ¡..tM) y plantas que no fueron tratadas con auxinas como 

testigo. Los tejidos de los que se extrajeron las histonas fueron : hoja, piña y raíz, además 

se probó el anticuerpo H3 como testigo positivo en todos los tratamientos como se puede 

observar en las figuras 25 y 26. Entre las marcas que promueven la expresión de genes, 

se observó que la marca H3K4me3 es poco abundante en todos los tratamientos; la marca 

H3K36me2 no estaba presente en ninguno de los tratamientos. La marca H3K9me2
, que 
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está asociada con la represión de genes, se detectó en los tejidos de hoja y piña en las 

plantas con los tratamientos sin auxinas y en el tratamiento con 0.5 ¡..tM de 2,4-D. La 

marca H3K27me3 se detectó solo en un tejido, en la hoja de las plantas que no fueron 

tratadas con auxinas durante el cultivo in vitro. 
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Figura 25. Patrones de metilación global en la histona H3 en plantas de A. angustifo/ia . Las histonas se 
extrajeron de plantas de seis meses de cultivo ex vitro y de plantas testigo, así también de las plantas que 
fueron tratadas en la fase in vitro hasta los 21 días con 0.5 ¡.tM de 2,4-D; se probaron los anticuerpos 
específicos a-H3K4me3

, -H3K9me2
, -H3K36me2 y -H3K27me3 para realizar el Western blot. 

La especie A. fourcroydes también fue evaluada durante los seis meses ex vitro (Figura 

26). Al igual que las plantas de la especie A. angustifolia, A. fourcroydes se evaluaron tres 

tejidos: hoja, piña y raíz. Se extrajeron las histonas de las plantas que fueron tratadas con 

2,4-D a 0.05¡..tM y las plantas que no fueron tratadas con auxinas durante el cultivo in vitro. 

Como se puede observar en la Figura 26, las marca que se relacionan con la expresión 

de genes H3k4me3 está presente en todos los tratamientos; la marca H3K36me2 se 

encuentra con mayor abundancia en hoja y raíz para los tratamientos sin auxinas, además 

esta marca es más abundante en los tejidos de hoja y piña en las plantas que fueron 
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tratadas con 0.051-LM de 2,4-D. La marca de represión H3K9me2 está presente con muy 

poca abundancia, respecto a el testigo H3 en las plantas que no fueron tratadas con 

auxinas, contrariamente en las plantas tratadas con 0.051-LM no presentaron esta marca. 

La marca H3K27me3 no se detectó en ninguno de los tratamientos. 

Sin auxinas 
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Figura 26. Patrones de metilación global en la histona H3 en plantas de A. fourcroydes. Las histonas se 
extrajeron de plantas de seis meses de cultivo ex vítro tanto de plantas testigo, como de las plantas que 
fueron tratadas en la fase in vítro hasta los 21 días con 0.05 ~M de 2,4-D; se probaron los anticuerpos 
específicos a-H3K4me3

, -H3K9me2
, -H3K36me2 y -H3K27me3 para realizar el Western blot. 
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CAPÍTULO IV. DISCUSIÓN 

En el laboratorio del Dr. Manuel Robert, se han mantenido plantas de agave por más de 

20 años, utilizando la técnica de micropropagación. Este sistema produce un excelente 

material vegetal para estudiar la influencia del ambiente in vitre, como es el estrés y los 

reguladores de crecimiento que se aplican de manera exógena al medio de cultivo, así 

como las características fenotípicas que adquieren las plantas (Lock, 1985; Robert et al. , 

1987b; Robert et al. , 1992; Robert et al. , 2006). Las técnicas empleadas para la 

propagación del agave, con características elite, han sido exitosas y no se ha observado 

variación genética entre las clonas (Díaz-Martínez et al., 2012; González et al. , 2003; 

Infante et al., 2006; Sánchez-Teyer et al. , 2009). Por otra parte, se ha observado que 

utilizando diferentes sistemas in vitre los agaves desarrollan diferencias fenotípicas que 

pueden ser de naturaleza epigenética (De la Peña et al. , 2012a). Sin embargo, aún se 

desconoce el factor o los factores que están induciendo esta variación epigenética. 

Entre los factores que pueden estar influyendo en esta variación epigenética se 

encuentran los reguladores del crecimiento (De la Peña et al. , 2012a). Estudios en 

suspensiones celulares de zanahoria (LoSchiavo et al. , 1989) muestran que el nivel de 

auxina, tanto natural como sintética, en el medio de cultivo tiene un fuerte efecto en el 

nivel de metilación del ADN, un mecanismo epigenético importante en la regulación de la 

expresión génica (Bird, 2002; Jaenisch y Bird, 2003; Ruiz-García et al. , 2005). Así 

también , en la micropropagación de orquídeas se determinó que la variación somaclonal 

observada en la morfología de las flores es causada por los eventos de metilación en el 

ADN y que probablemente el uso de altas concentraciones de 2,4-D provoca la expresión 

de genes que desencadenan cada uno de los eventos morfogénicos que dan origen a 

diferentes variantes en las flores (Park et al. , 2009). 

La regulación génica depende en gran medida de las condiciones en la que están 

creciendo las plantas, tales como el estrés, la manipulación del material vegetal bajo 

condiciones in vitre así como otros factores propios de los sistemas in vitre , ya que un 

gran número de genes que están implicados en el crecimiento y desarrollo de las plantas 

responden a los reguladores de crecimiento, sobre todo a las auxinas y citocininas 

(Vanstraelen y Benková, 2012). Recientemente se encontró que la regulación génica 
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depende en gran manera de las modificaciones postranscripcionales de las histonas 

(Chynnusamy y Zhu , 2009). Es por esta razón que en esta tesis se evaluó el efecto de las 

auxinas naturales: AlA y AIB; y las auxinas sintéticas: 2,4-D y ANA en la metilación de la 

histona H3 durante la etapa de multiplicación in vitro y de aclimatación ex vitro del agave 

(Figuras 13 a 18). Los resultados obtenidos muestran (Figuras 7 a 15) que cada auxina 

genera diferencias fenotípicas en cuanto peso y altura de las plantas, dependiendo de la 

concentración y especie de agave utilizada. Por ejemplo, en A. angustifolia se determinó 

que el 2,4-D (0.05 ¡..tM) desarrolla plantas de menor peso y altura mientras que en A. 

fourcroydes favorece la producción de plantas con un peso y altura mayor respecto a las 

plantas sin auxinas. Resultados similares fueron determinados en clonas de Ca/adium 

(Ahmed et al. , 2004), una planta ornamental conocida como oreja de elefante, que es 

micropropagada. En dicho estudio se concluyó que el color de las hojas, una 

característica fenotípica , variaba con el tipo de auxina utilizada más que con la 

concentración de auxina utilizada. Usando concentraciones iguales de cada una de las 

diferentes auxinas, se determinó que el número de variantes fue mayor en un medio que 

contenía 2,4-D en comparación con las plantas que fueron tratadas con ANA o AIB 

(Ahmed et al. , 2004). 

En otro estudio realizado en Zantedeschia a/bomacu/ata (Chang et al. , 2003), una planta 

ornamental monocotiledónea de interés comercial y micropropagada, se observó que al 

aumentar las concentraciones de auxinas, tanto naturales como sintéticas, la respuesta 

morfogénica es menor, respecto a bajas concentraciones. Las plantas que son tratadas 

con altas concentraciones de auxinas presentan un fenotipo de baja altura y sus flores 

son menos vistosas. El caso más dramático fue con altas concentraciones de ANA, esta 

tendencia también la observamos en A. fourcroydes (Figuras 12 y 19), durante la 

evaluación a los 21 días de cultivo in vitro (Paek et al. , 2003). El 2,4-D es una auxina muy 

utilizada en el cultivo de tejidos vegetales (Gaspar et al. , 1996); por otro lado, esta 

molécula es el principal componente de los herbicidas utilizados frecuentemente para 

eliminar las malezas, principalmente en los cultivos de trigo, maíz, cebada y alfalfa 

(Bukowska, 2006). En las plantas, esta molécula funciona manteniendo altos niveles 

endógenos de auxinas, resultando en la sobre-estimulación del crecimiento en la planta y 

por último causa la muerte. Esta auxina también induce un aumento en la producción 

endógena de etileno y por ello actúa como un defoliador. Se sabe que después de la 
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aplicación del 2,4-D, éste es absorbido rápidamente por las hojas y raíces y luego es 

traslocado a toda la planta (Aksakal et al. , 2013). 

En la micropropagación del agave (Robert et al., 2006) se utiliza el 2,4-D en la fase de 

multiplicación a una concentración de 0.11 1-1M en el medio de cultivo. En los experimentos 

realizados en esta tesis se observó que las plantas de A. angustifolia que fueron tratadas 

con 0.5 IJM de la auxina presentaron mejores características en el invernadero, incluso, a 

pesar de no estar en contacto con los reguladores de crecimiento, ya en condiciones ex 

vitro presentaron proliferación de brotes adventicios (Figura 20). Por otro lado, las plantas 

de A. fourcroydes en condiciones tanto de in vitro como de ex vitro presentaron una mayor 

ganancia en peso y altura (Figuras 11 a 14) cuando fueron tratadas en la fase de 

multiplicación con 2,4.0 (0.05 IJM), la mitad de la concentración utilizada regularmente en 

esta especie (Robert et al. , 2006). Robert et al. (2006) reportaron haber observado cierta 

habituación a los reguladores del crecimiento utilizados durante el cultivo in vitro de A. 

fourcroydes, lo cual podría ser una de las razones del estímulo del crecimiento a bajas 

concentración de 2,4-D. Cuando el 2,4-D fue utilizado en concentraciones mayores (0.125 

y 0.5 1JM) en A. fourcroydes , las plantas mostraron una reducción en el crecimiento y una 

menor ganancia en peso fresco, tanto en la fase de multiplicación como en el invernadero, 

respecto a las plantas que fueron tratadas con 0.05 IJM en la fase de multiplicación, estos 

datos sugieren que esta molécula tiene un efecto inhibitorio a altas concentraciones, lo 

cual puede deberse a que el 2.4-D es metabolizado más lentamente que las auxinas 

naturales, dándole su naturaleza de herbicida (Bukowska, 2006). 

Se ha reportado que en células animales tratadas con 2,4-D, se inducen altos niveles de 

actividad de las enzimas oxidasas y catalasas, lo cual sugiere que se está llevando a cabo 

la detoxificación en los peroxisomas (Gonzalez et al. , 2005; Lundgren et al. , 1987). En las 

células vegetales, este herbicida induce anormalidades genéticas in vivo e in vitro . 

Algunos fenotipos que se han encontrado, por el uso de este regulador de crecimiento, y 

que se le atribuyen a respuestas al medio ambiente y a mecanismos epigenéticos son: 

variantes en el número y tamaño de las flores en Begonia x elatior y Saintpaulia ionantha 

L. (Jain , 1997) se atribuye a niveles elevados de desmetilación en el ADN; diferencias en 

el peso y morfología de las hojas y tallos en Bromus inermis Leyss. (Wattanasiri y Walton, 

1993), alta respuesta embriogénica entre las clonas obtenidas en Freesia hybrida Klatt 
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(Gao et al. , 201 O); variaciones fenotípicas como altura, número de flores y órganos 

sexuales fusionados en Torenia fournieri Linden ex E. Fourn. (Hadi y Bridgen, 1996), 

diferencias en el tamaño de las espigas y el número de semillas por espiga en trigo 

(Hashim et al. , 1990). Nuestros resultados en agave pueden ser el resultado del mismo 

mecanismo, aún desconocido, del efecto del 2,4-D en la variación epigenética de las 

plantas. 

En los sistemas de cultivo de tejidos y células vegetales se han realizado estudios sobre 

las modificaciones en la histona H3 en suspensiones celulares de Arabidopsis (Tanurdzic 

et al., 2008) en los que se observa, que debido al largo periodo de cultivo, las células 

sufren cambios epigenéticos tales como la metilación del ADN y modificaciones en las 

histonas. Tanurdzic et al. (2008) encontraron que la hipometilación en el ADN, pérdida de 

la dimetilación de la lisina nueve en la histona H3 (H3K9me2
) y una ganancia de la marca 

H3K4me2 reactiva elementos transponibles como Athíla y Copia-like. Por otro lado, 

Berdasco, et al. (Berdasco et al., 2008), realizaron un análisis de immunoprecipitación de 

la cromatina tanto en suspensiones celulares de Arabidopsis y tejidos diferenciados y 

encontraron que hay una perdida en la marca H3K4me3 en los promotores de los genes 

TTG1 (Transparent Testa Glabra 1), GSTF5 (Giutathione S-transferase F5), y SUVHB 

(Suppressor of variegation 3-9 homolog protein 8) lo cual indica que en la 

desdiferenciación y en la diferenciación de los tejidos vegetales ocurren cambios a nivel 

de la cromatina, los cuáles podrían desencadenar la respuesta morfogénica inducida por 

los reguladores de crecimiento y el estrés del cultivo in vitro. TG juega un importante 

papel en el mantenimiento de la metilación represiva de genes en tejidos desdiferenciados 

en Arabidopsis; GSTF5, es un gen que codifica para una enzima involucrada en la 

detoxificación y en la tolerancia al estrés por salinidad (Dixon et al., 2009) y SUVHB es un 

supuesto gen con función metiltransferasa de histonas (Thorstensen et al. , 2006). 

Se sabe que la epigenética de un organismo puede cambiar dependiendo del desarrollo 

(Kaufmann et al. , 2012), de las interacciones bióticas (De la Peña et al., 2012b), y 

abióticas (Gutzart y Mittelsten, 2012; Kim et al. , 201 O). Por lo tanto, el mecanismo de 

respuesta al estrés, debido a la exposición de reguladores de crecimiento durante las 

condiciones in vitro, podrían ser clave en la regulación por factores epigenéticos. Sin 

embargo, no existen antecedentes en los que se demuestre que la remodelación de la 

------------------------------------------------------------------72 



CAPÍTULO IV 

cromatina se encuentre influenciada por los reguladores del crecimiento aplicados al 

medio donde son cultivados los explantes. 

En este estudio se determinó que existe un cambio en la metilación de las histonas que se 

diferencia en su respuesta a las auxinas sintéticas y las auxinas naturales (Figura 21 a 

24 ). Por ejemplo, en los tratamientos realizados a los tres días en A. angustifolia con 

auxinas naturales se determinó una abundancia de la marca H3K4me3 así como la marca 

H3K36me2 que nos indican la posible formación de estructuras eucromáticas y un 

favorecimiento en la expresión de genes (Barski et al. , 2007). Esto puede deberse a que 

se requiere una gran actividad transcripcional para generar el mayor número de brotes en 

la etapa de multiplicación por la cual pasan los agaves. Sin embargo, la abundancia de la 

marca H3K36me2
, a los tres días de tratamiento con ANA (0.125 y 0.5 IJM), es muy poca. 

Las plantas que tenían bajos niveles de esta marca, fenotípicamente presentaron un bajo 

peso en comparación con todos los tratamientos realizados y las plantas testigo (Figura 

7). Por el contrario , en A. fourcroydes la marca H3K4me3 sólo se presentó a los tres días 

en los tratamientos con auxinas naturales, pero no en los tratamientos con las auxinas 

sintéticas. La marca H3K36me2 se presentó en todos los tratamientos. A los 21 días in 

vitro, aunque la marca H3K4me3 estaba presente en todos los tratamientos, la marca 

H3K36me2 no lo estaba en los tratamientos con las auxinas naturales AIB y AlA (0.05 iJM 

y 0.125 iJM). Esto sugiere que hubo un cambio en la modulación de la cromatina, 

favoreciendo la eucromatina a los 21 días de cultivo en las plantas que fueron tratadas 

con auxinas sintéticas y aquellas plantas que no fueron tratadas con auxinas durante la 

fase de multiplicación in vitro. Estos cambios en la modulación en la cromatina también se 

han observado en Pinus radiata , en los que la H3K4me3 se diferencia en dos fases de 

crecimiento (Valledor et al. , 2010). En vástagos maduros esta marca se pierde en 

comparación a los vástagos inmaduros durante el cultivo in vitro ; sin embargo, en este 

trabajo no se hizo un seguimiento en cada una de las etapas de crecimiento, y este 

cambio se le atribuye a la alta expresión de los genes necesarios para llevar a cabo los 

eventos organogénicos en las células indiferenciadas de los vástagos inmaduros (Valledor 

et al. , 2010). 

Por otro lado, la marca H3K27me3
, que es considerada una marca de represión en 

plantas (Barski et al. , 2007; Roh et al. , 2006), fue visualizada solamente en A. angustifolia 
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a los 21 días de cultivo in vitro en los tratamientos sin auxinas, 0.05 iJM y 0.125 iJM de 

AIB, 0.125 iJM de AlA, 0.125 iJM de ANA y 0.05 iJM de 2,4-D. 

En las plantas sometidas al tratamiento con 2,4-D (0.5 IJM), con un fenotipo vigoroso y de 

elevado peso, esta marca estaba ausente. Así mismo, esta marca no fue detectada en las 

plantas de A. fourcroydes en la etapa in vitro y tampoco en la etapa ex vitro. Esto sugiere 

que la remodelación de la cromatina depende de las auxinas pero también de la 

respuesta de cada especie al ambiente in vitro. Hasta el momento no hay reportes en la 

literatura sobre la estabilidad epigenética en las plantas micropropagadas una vez que 

éstas se encuentran en un ambiente ex vitro. La estabil idad epigenética es de gran 

importancia, ya que las variaciones presentes pueden repercutir en el desarrollo, la 

madurez y la tolerancia al estrés en la etapa de aclimatación e influir en el establecimiento 

de las plantas. Las plantas tienen que enfrentar, una vez que son retiradas de los 

contenedores del sistema in vitro, condiciones extremas de adaptación como se ha 

observado en las microplantas de papa (Joyce y Cassells, 2002); pero hasta ahora no se 

conoce si las modificaciones en las histonas están involucradas. En este estudio, se 

encontraron cambios en la remodelación de la cromatina de plantas que fueron 

acl imatadas en el invernadero. Se observó que las plantas que eran fenotípicamente más 

grandes y con un mayor peso, de la especie A. angustifolia sólo presentaron la marca 

H3K4me3 en los tres tejidos evaluados, en tanto que en las plantas que no fueron tratadas 

con auxinas, durante la multiplicación in vitro , pudimos detectar la marca H3K27me3 solo 

en la hoja. Sin embargo, no se pudo observar la marca H3K36me2
• Estos resultados 

sugieren que una vez que las plantas pasan a la etapa de aclimatación, otro mecanismo 

regula la expresión génica, conjuntamente con la marca H3K4me3
, para favorecer el 

crecimiento de las plantas, como podría ser la hipometilación del ADN (De la Peña et al. , 

2012a). 

Los resultados obtenidos en este trabajo nos muestran la plasticidad de los tejidos 

vegetales, así como que la respuesta al estrés y a los reguladores del crecimiento en el 

cultivo de tejidos es modulado epigenéticamente en agave como se ha sugerido 

previamente en nuestro grupo de trabajo (De la Peña et al. , 2012a). 
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CAPÍTULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

5.1 CONCLUSIONES 

La micropropagación es una gran herramienta para el escalamiento en la producción de 

plantas económica y agronómicamente importantes. Sin embargo, hay muy poca 

evidencia del papel de los mecanismos epigenéticos, como las modificaciones en las 

histonas, y de su influencia en la interacción de las plantas en condiciones in vitre propias 

de la micropropagación, con el ambiente. 

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes: 

./ El 2,4-D en A. fourcreydes (0.05 J.JM) y en A. angustifo/ia (0.5 J.JM) tuvo un efecto 

positivo en el peso y la altura de las plantas . 

./ En este estudio se encontró que las auxinas sintéticas ANA y 2,4-D inducen la 

acumulación de la marca H3K36me2
, relacionada con la expresión de genes en A. 

angustifolia y A. fourcroydes in vitre, mientras que la marca H3K27me3
, 

relacionada con la represión , solamente se encontró en A. angustifolia en el día 21 

del cultivo in vitro y a los 6 meses del cultivo ex vitro . 

./ La marca H3K9me2 se acumula después de los 21 días de cultivo in vitro y en los 

tratamientos sin auxinas a los 6 meses de cultivo ex vitre en A. fourcreydes. Por el 

contrario , esta marca se pierde a los 21 días del cultivo in vitre en A. angustifolia y 

aparece a los 6 meses del cultivo ex vitro . 

./ Estos resultados sugieren que la remodelación de la cromatina en agave, durante 

la micropropagación , depende del tipo y de la concentración de auxina y de la 

especie ante el estímulo de estrés, proveniente tanto del ambiente in vitro como 

del ambiente ex vitre. 
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5.2. PERSPECTIVAS 

Entre las preguntas de investigación que se generaron al concluir con este trabajo y que 

son muy importantes para futuras investigaciones, se enlistan las siguientes: 

1. ¿Qué genes están siendo regulados por las marcas H3K36me2 y H3K9me2? Para 

responder esta pregunta es necesario analizar mediante la técnica de la lnmuno­

Precipitación de la Cromatina (ChiP) los genes que están regulados por las marcas 

epigenéticas que presentaron un comportamiento contrastante entre los tratamientos y 

las condiciones in vitro y ex vitro. 

2. ¿Qué funciones bioquímicas y moleculares tiene el 2,4-D en la organogénesis del 

agave para la generación de organismos elite? Para abordar este tema es importante 

estudiar la influencia del 2,4-D en la homeostasis de las auxinas endógenas en el 

evento morfogénico de la organogénesis directa durante el proceso de 

micropropagación de Agave, así como también la expresión de los genes relacionados 

con el transporte de auxinas. En particular si la expresión de estos genes es regulada 

epigenéticamente. 
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