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CAPITULO |. ANTECEDENTES
1.1. INTRODUCCION

La variacion somaclonal (VS) ha sido definida como la variacion fenotipica, ya sea de
origen genético o epigenético (Hollyday y Pugh, 1975); mostrada entre las somaclonas, es
decir, plantas derivadas de cualquier forma de cuitivo celular involucrando el uso de
células vegetales somaticas (Shaffer, 1990). Se ha observado que pueden producirse
diferentes cambios epigenéticos cuando hay variaciéon somaclonal en el cultivo de tejidos
de diferentes especies, resultando en un cambio de la expresion de los genes, reversible
y heredable (Jain, 2001; Kaeppler et al., 2000; Piekik, 1987; Smulders y Klerk, 2011). Esta
variacion puede ser utilizada como una herramienta para inducir variabilidad genética, y
en el mejor de los casos, obtener caracteristicas agronémicas deseables (Araujo et al.,
2001; Cassells y Curry, 2001). Se ha sugerido que la composicién del medio de cultivo es

un factor que puede inducir la VS.

Se ha encontrado que la variacion somaclonal puede ser de dos tipos: genética y
epigenética (Shaffer, 1990). La variacién epigenética, conocida también como la variacion
del desarrollo, incluye cambios persistentes en el fenotipo el cual involucra la expresion de
algunos genes en particular. El mejor ejemplo conocido de fa variacién epigenética es el
fendmeno de habituacion en los callos (Jackson y Lyndon, 1995; Skirvin et al., 1994).
También se ha encontrado que los reguladores del crecimiento, principalmente de
naturaleza auxinica, pueden promover la metilacién 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 metilacion de la
lisina 9 dimetilada en la histona H3 lo que sugiere un represion de genes (De la Pefia et
al., 2012a).

En el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, dentro de su programa de
mejoramiento del género Agave, se ha desarrollado exitosamente la técnica de
micropropagacion, 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 variacion
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Resumen

RESUMEN:

La micropropagacién es una herramienta biotecnoldgica eficaz para la produccién de
plantas elite a gran escala. Entre las desventajas que presenta este sistema, al requerirse
uniformidad fenotipica entre las plantas, esta la variacion somaclonal (VS) o variacion
fenotipica 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, ain se desconoce cual es el papel
que juegan los reguladores del crecimiento en la metilacién 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 micropropagacion 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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antiguos: la palma aceitera, la uva y el cacao (Miguel y Marum, 2011). Uno de los
mecanismos epigenéticos, en el que este estudio se centrard, son las modificaciones en
las histonas, ya que estos cambios podrian ser necesarios para borrar los efectos de las
marcas causadas por estimulos externos (Feng et al., 2010).

Por todo lo mencionado en los parrafos anteriores, el propésito central de este estudio es
entender como los reguladores del crecimiento, en particular las auxinas, influyen en la
remodelacion de la cromatina, maodificando los patrones de metilacidn en la histona H3,
asi como en la variacién fenotipica y epigenética en las etapas de muiltiplicacion y
aclimatacion del proceso de micropropagacion de A. fourcroydes y A. angustifolia.

1.2. JUSTIFICACION

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, asi como en sistemas de
micropropagacion comercial. Hasta el momento los estudios sobre variacién epigenética
se han enfocado en la evaluacién del papel que desempefia la metilacion del ADN con
respecto a la variacion somaclonal en palma aceitera (Jaligot et al., 2000; Jaligot et al.,
2002; Jaligot et al., 2004; Jaligot et al., 2010), orquideas 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; Santamaria 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 modificacion en la estructura de la cromatina (Byvoet et
al., 1972; Honda et al., 1975). Ademas, si bien existen algunos trabajos acerca de la
metilacion 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 micropropagacion.
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En el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, dentro de su programa de
mejoramiento del género Agave, se ha desarrollado exitosamente la técnica de
micropropagacion. 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 micropropagacion 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 variacion podria estar relacionada al uso de la
auxina 2.4- Diclorofenoxiacético (2,4-D), ya que, se considera que la composicion del
medio de cultivo es un factor que puede inducir la VS. Los reguladores de crecimiento,
principalmente de naturaleza auxinica, pueden promover la metilacién del ADN (George,
1993; Sahijram et al., 2003), y metilacion en las histona H3 (De la Pefna et al., 2012a)
causando cambios epigenéticos.

De esta forma, entendiendo la regulacién epigenética durante el cultivo in vitro bajo
diferentes concentraciones y tipos de auxinas, se podrian manipular de una manera
eficiente los efectos que producen las auxinas durante la micropropagacion para asi
eliminar o promover la VS, segln 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 permitira 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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probablemente esta asociado ya sea con la reversiéon de la juvenilidad de la planta o la
eliminacién 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 plantulas y crecen vigorosamente hasta que la floracién ha sido
inducida. En este tiempo, la planta siempre revierte al fenotipo de la planta madre. Esta
condicién ha sido explotada para producir plantas jovenes y vigorosas que se trasplanten
facilmente, crezcan rapido, y se establezcan mas rapidamente que las plantas
propagadas convencionalmente (Swartz et al., 1981). Por otro lado también se tiene el
enanismo pasajero, probablemente de origen epigenético, ya que podria deberse al
reducido acceso de los reguladores del medio de crecimiento del cultivo de tejidos.
Muchas plantas con enanismo revierten a un habito 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 variacion epigenética al incrementar ia tasa de
metilacion del ADN (LoSchiavo et al., 1989). Del mismo modo, la sintesis de la auxina 2,4-
D, que con frecuencia es utilizada en cultivos de callos y células, se asocia a menudo con
anomalias genéticas, como la induccién a la poliploidia y la estimulacién de la sintesis de
ADN que pueden dar lugar a endorreduplicacion (Ahmed et al., 2004; Bouman y De Klerk,
2001; Mohanty et al., 2008). Se denomina endorreduplicacién a la ocurrencia de dos o
mas rondas sucesivas de replicacion cromosémica sin pasar por ningin periodo mitético
intermedio. Si al terminar un periodo de sintesis de ADN, los cromosomas no entran en
mitosis sino que vuelven a pasar por otro periodo S, cada cromosoma tendra cuatro
cromatidas (duplocromosomas), ocho cromatidas (cuadruplocromosomas) si vuelve a

repetirse la anomalia y asi sucesivamente (With, 2011).

Se han identificado diferentes perturbaciones que son asociadas a la VS, especificamente
a nivel genético, sin embargo, se ha visto que algunas caracteristicas fenotipicas 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 produccion de aceite en Indonesia y Malasia (Corley, 2009), en
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patrén caracteristico de la expresion de ciertos genes durante la mitosis (Holliday, 2006;
Riggs, 1975). El control epigenético de la expresion de genes puede ser definido como
una alteracion heredable somética o meiodtica en la expresion de un gen el cual es
potencialmente reversible y esto no es debido a la modificacién en la secuencia en el ADN
(Holliday, 2006). La epigenética es la transmisién de un fenotipo o patrones de expresion
génica sin un cambio en la secuencia del ADN. Para el mantenimiento del perfil de
expresion especifica y la transmisiéon de ésta a su descendencia, se llevan a cabo los

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

Los mecanismos epigenéticos actian en conjunto para favorecer la expresion o represion
de uno o varios genes, de forma estable y heredable en los genomas de los eucariotas
superiores (Egger et al., 2004). Debido a la interaccién de estos mecanismos, la
estructura de la cromatina es modificada; estos cambios incluyen la metilaciéon 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 especifico o locus, mediante el marcaje del ADN (metilacién de la citosina en la
posicién 5) o por la modificacion 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
REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

En eucariotas, el ADN se enrolla alrededor de proteinas conocidas como histonas para
formar un complejo ADN-proteina llamado cromatina. Sin embargo, un nivel adicional de
informacion esta presente en ellas. Esta informacion es por lo menos en parte, contenida
dentro de la cromatina, pero es independiente de la secuencia de ADN, y se refiere a la

informacion epigenética de un organismao (Van Holde, 1998).

El nucleosoma es la unidad basica repetitiva de la cromatina (Figura 1) y consiste en 147
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 nucleo formado por un tetramero compuesto de
dos histonas H3 y dos proteinas histonas H4 y dos dimeros H2A/H2B (Luger, 2003,
Luger, 2006).

11
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Cuadro 1. Principales metilaciones en H3 y metiltransferasas de histonas.

Modificacion | Metiltransferasa de histona Referencia

H3K4me2 ATX1(ARABIDOPSIS (Alvarez-Venegas y Avramova, 2005)
HOMOLOGS OF
TRITHORAX)
CLF (CURLY LEAF) (Doyle y Amasino, 2009)

H3K4me3 ATX1(Arabidopsis homologs | (Alvarez-Venegas y Avramova, 2005)

of trithorax)
EFS/SDG8 (EARLY | (Kim et al., 2005)
FLOWERING IN SHORT
DAYS/SET DOMAIN
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 metilacién en las histonas son
reversibles y se pueden mantener por varias generaciones (Wang et al., 2004). Algunas
de las marcas caracteristicas de cambios epigenéticos en la histona H3 se describen a

continuacion.
1.3.6.1. H3K4me®

La metilacién de la histona H3 en la lisina 4 (H3K4) es una modificacion muy conservada
y que se encuentra presente en los promotores de los genes transcritos activamente en el

que parecen tener un papel en la iniciacion de la transcripcion (Kouzarides, 2007; Rival et

17
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1.3.6.2. H3K9me?

La metilacion de la histona H3 en la lisina 9 (H3K9) es una modificacion altamente
conservada, generalmente asociada con la heterocromatina y se encuentra en casi todos
los eucariotas con la notable excepcién de la levadura Saccharomyces cerevisiae
(Krauss, 2008). La enzima responsable de esta modificacion esta altamente conservada y
se le conoce como Su (var) 3-9 en Drosophila, Set39h1, Set39h2, GIA y ESET en los
seres humanos. Los miembros de la familia Su (var)3-9 son activos en plantas como
Arabidopsis. La metilacién en la lisina 9 de la histona H3 es una marca critica para el
silenciamiento y la metilacién del ADN (Jackson et al., 2004). La marca H3mK9 es
dependiente de la metilacion ADN, esta marca es conferida por la metiltransferasa
CHROMOMETHYLASE3, que se une a H3mKS9 indirectamente a través de una proteina
HP1-LIKE (Gendrel et al., 2002).

El mayor logro en el entendimiento de la funciéon de la metilacién en lisina de H3 fue el
descubrimiento que uno de los bien estudiados genes supresores de la variegacién Su-
(var) que codifican una HMT (Lee et al., 2004; Sims et al., 2003). En Arabidopsis el gen
que codifica a la proteina 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 mutacién de kryptonite,
encontraron que la dimetilacién de la histona H3 en el residuo de lisina 9 casi se ha
perdido, pero el nivel de monometilacion de la histona H3 en el residuo de lisina 9 esta
ligeramente reducido. KRYPTONYTE recombinante puede adicionar uno o dos grupos
metilo pero no tres. También observaron una proteina relacionada a KRYPTONITE,
SUVHBG, la cual realiza la metilacion 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 multiple
familia Su (var)3-9 son activos en Arabidopsis y que la dimetilacion de H3K9 es una

marca critica para el silenciamiento de genes y la metilacion del ADN.
1.3.6.3. H3K27me?

La histona H3 puede ser metilada en la lisina 27 (H3K27) en muchos organismos,
incluyendo las plantas; la reaccién es catalizada por la EZH2, un componente del
complejo Polycomb 2 (PCR2) (Garcia et al., 2007). La H3K27me se asocia con el

19
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SWN para la induccién de la vernalizacién y el silenciamiento epigenético de FLC (Mylne
et al., 2006; Sung et al., 2006).

1.3.6.4. H3K36me?

Esta marca epigenética es llevada a cabo por la histona metiltransferasa SET2, que se
asocia con la actividad de elongacion de la ARN polimerasa tipo Il en todos los eucariotas
examinados (Bhaumik y Shilatifard, 2007). H3K36me se distribuye en toda la regiéon de
codificacién de los genes activos en los que puede tener un papel en la actividad de
elongacion de la polimerasa. En Arabidopsis, SDG8/ASHH2/EFS/CCR1 esta involucrado
en la H3K36me? y la H3K36me?, e implicada en la regulacién del tamario de los érganos,
brote de las ramas, fertilidad y la composicion de carotenoides (Cazzonelli et al., 2009;
Grini et al., 2009; Soppe, 1999; Xu et al., 2008).

La metiltransferasa SET DOMAIN GROUPS8 (SDG8) juega un papel crucial en la defensa
de las plantas contra patégenos de naturaleza flngica como Alternaria brassicicola y
Botrytis cinerea, mediante la regulacién de los genes que se encuentran en la ruta de
sefalizacién del acido jasménico (AJ) y/o el etileno. Mediante analisis en la
inmunoprecipitacion de la cromatina, Berr y colaboradores (Berr et al., 2010) encontraron
que en la mutante sdg8-1 expuesta a estos patdgenos, existen cambios en la metilacion
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 infecciéon con
patégenos fungicos en plantas normales que han sido tratadas con jasmonato de metilo.
Por ello se ha propuesto que la metilacion llevada a cabo por la metiltransferasa SDG8
sirve como una memoria a la planta para permitir la transcripcién de los genes que estan
implicados en la defensa a patégenos, y de esta manera se permite un rapido

establecimiento en la induccion transcripcional.
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PhoRC se une al ADN vy 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 homélogos en Arabidopsis que tienen un profundo efecto en el programa celular de la
impronta genética pertenecen a la proteina MEDEA (MEA) del dominio SET del grupo
Polycomb, a la proteina dedo de zinc C2H2 FERTILIZATION INDEPENDENT SEED?2
(FIS2) y dos proteinas WD-40, las proteinas 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 metilacion de su loci blanco. Se ha
propuesto la existencia de tres diferentes complejos PRC en las plantas: las proteinas
FERTILIZATION INDEPENDENT SEED (FIS) estan involucradas en la supresion del
desarrollo de la semilla sin fertilizaciéon, el complejo EMBRYONIC FLOWER (EMF)
previene la floracioén precoz y el complejo VERNALIZATION (VRN) esta involucrado en la
respuesta de vernalizacion (la adquisicién 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) (Garcia-Mendoza, 2002); México es su centro
de domesticacion. 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 replblica con excepcion del de
Tabasco. Los agaves crecen en dunas costeras, matorrales xeroéfilos, selvas bajas
caducifolias, bosques de pino-encino e incluso en los bosques mesoéfilos de montafa. Las
regiones de mayor riqueza de especies son el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, la Sierra
Madre Occidental, la zona arida entre Tamaulipas y San Luis Potosi, la zona arida
hidalguense, el Eje Neovolcanico en los limites de Michoacan y el Estado de México, el
centro de Jalisco, las montafias de Oaxaca y Chiapas, y los limites de la altiplanicie y la

Sierra Madre Oriental (Garcia-Mendoza, 1995). Su historia de diversificacién bajo cultivo y
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El cultivo del henequén en Yucatan pasd, de principios del siglo XX a los afios ochenta,
de ocho a tres variantes cultivadas, una de ellas practicamente extinta y otra con una
densidad sumamente baja (Colunga-Garcia-Marin y Zizumbo-Villarreal, 2006). De forma
similar, el cultivo del agave tequilero en Amatitlan-Tequila, Jalisco, pasé, en ese mismo
periodo, de nueve a cinco variantes cultivadas, con el predominio practicamente exclusivo
de la variedad azul (Valenzuela-Zapata, 1994). Instituciones como el Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY), el Centro de Investigacién y Asistencia del
Estado de Jalisco (CIATEJ), el Centro de Investigacién Avanzados del Politécnico
Nacional (Cinvestav), la Universidad Auténoma de Chiapas (UACH), y empresas como
Tequila Herradura, estan estudiando y financiando programas de mejoramiento del
henequén y el tequila seleccionando lineas elite y propagandolas a escala muy pequefa
(Eastmond et al., 2000). Dada la estrecha base genética de estos cultivos, debido a su
propagacion vegetativa, y a su ciclo de vida muy largo, se esta buscando aumentar su
diversidad por medio de técnicas biotecnoldgicas. 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 ECONOMICA DEL AGAVE Y SU PROBLEMATICA.

El género Agave representa un importante cultivo en muchos paises. Agave fourcroydes
es el cultivo de fibra mas importante en las areas tropicales y subtropicales de Africa, y es
un cultivo con un alto potencial de exportacién en China (Lingling et al., 2009). Entre los
usos de los agaves se encuentra la elaboracion de mezcal, en México se conocen 22
especies mezcaleras del género Agave, de ellas A. angustifolia es la mas empleada para
la elaboracién de esta bebida y la mas ampliamente distribuida en nuestro pais (Garcia-
Mendoza, 1995). Para la produccién 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 afiejado. Otra especie, A. tequilana Weber var. Azul es
usado para la produccion de tequila y, a pesar de los beneficios que esta industria genera,
son pocos los recursos que se destinan para la investigacion y muchos aspectos sobre la

diversidad genética no son conocidos (Torres-Moran et al., 2010).
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1.5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢;Cual es la variacibn somaclonal en Agave expuesto a diferentes tipos y

concentraciones de auxinas?

2. ¢ Cémao afectan fos diferentes tipos y concentraciones de auxinas las modificaciones

de las histonas?
3. ¢ Qué auxina es la que induce mayor variacion epigenética en Agave?
4.  ;Qué modificaciones epigenéticas aparecen en esta variacion?
5. ¢ Las madificaciones que se observan in vitro se mantienen en campo?
1.6. HIPOTESIS

Si las auxinas usadas en la micropropagacion de los agaves son las que provocan
modificaciones en la histona H3, entonces la aplicacion de estos reguladores del
crecimiento en condiciones in vitro influird en el patrén de metilacién 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 ESPECIFICOS

1) Establecer el cultivo in vitro de A. fourcroydes y A. angustifolia en diferentes
concentraciones de acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalenacético (ANA),
acido 3-indolacético (AlA) e acido indolbutirico (IBA).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO IN VITRO Y DE INVERNADERO DE
AGAVE.

Las plantas micropropagadas pertenecen a las lineas clonales P66 (A. fourcroydes) y 26S
(A. angustifolia), donadas por el laboratorio de micropropagacion clonal del Dr. Manuel
Robert. Estas lineas se caracterizan por presentar caracteristicas fenotipicamente
homogéneas. El material biologico pasé por dos fases de adaptacién 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 continuaciéon se pasaron al medio BA, este medio consiste en el medio MS
original al cual se le disminuye la fuente de nitrégeno a 10 mM KNO; y 5 mM NH,NO;.

Pasadas las dos fases de adaptacién, las plantas se transfirieron a un medio nuevo
suplementado con diferentes tipos de las auxinas, 2,4-D, IBA (acido indolbutirico), ANA
(acido naftalenacético), AlA (acido 3-indolacético), en tres concentraciones diferentes,
0.05 uM, 0.125 uM, y 0.5 uM. El testigo que se utilizé fue un medio sin auxina (0). Las
plantas fueron evaluadas en un curso temporal de 0, 3 y 21 dias in vitroy alos 3 y 6
meses ex vitro. Los parametros evaluados fueron peso fresco y altura de la planta (Figura
5). Cada uno de los tratamientos constd de 15 réplicas para la evaluacién del peso fresco

y la altura.
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5 ml acrilamida al 30%; 50 ul de persulfato de amonio, (APS) al 10%; 15 ul TEMED. gel de
empacamiento: 2.3 ml H,O; 1 ml amortiguador de empacamiento; 30 ul APS al 10%; 15 wl
de TEMED] corrido a 100 voltios por 90 minutos.

El gel de poliacrilamida se tiié con azul de Coomasie [50% MeOH; 45% H,0; 5% acido
acético; 0.05% azul de Coomasie] para visualizar las bandas obtenidas.

2.3.2. TRANSFERENCIA.

El gel de poliacrilamida, sin tefir, se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (tamario
de poro: 0.45 uM) Millipore, previamente tratada con amortiguador de transferencia [25
mM Tris; 192 mM glicina; metanol al 10% (v/v)] por 10 minutos. Se verifico la transferencia
a la membrana tifiéndola con rojo de Ponceaus al 0.2% (v/v) hasta que las bandas sean
visibles y se adicioné agua hasta obtener un buen contraste. Para remover por completo
la tincién, la membrana se lavd con 0.1 N NaOH seguido de un lavado con PBST 1X [20
mM Tris-HCI, pH a 7.6, 137 mM NaCl, + Tween-20 0.05%] por 10 minutos en agitacién

constante a temperatura ambiente.

2.3.3. IMMUNODETECCION.

Después de lavar la membrana, y asegurarse que la transferencia fue llevada a cabo, ésta
se bloqued por una hora y media [PBST 1X; leche desgrasada al 5%] en agitacion
constante a temperatura ambiente. La membrana se lavé con PBST 1X por 10 minutos a
temperatura ambiente. Después de los lavados, la membrana se incubd a 4°C toda la
noche con el anticuerpo primario (Cuadro 2). Después de la incubacion con el anticuerpo,
la membrana se lavé cuatro veces con PBST 1X en agitacién a temperatura ambiente (10
minutos por vez) y una vez con PBS 1X (20 mM Tris-HCI, pH a 7.6; 137 mM NaCl) por 10
minutos. Seguido de los lavados, la membrana se incubd con el segundo anticuerpo
(1:20,000; conjugado-lgG-HRP) por una hora y media a temperatura ambiente en
agitacion constante. Después de la incubacion, fa membrana se lavé cinco veces con
PBST 1X y una vez con PBS 1X.
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3.3. INFLUENCIA DE LAS AUXINAS EN EL PESO FRESCO DE A.
FOURCROYDES.

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 tenia
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 demas
tratamientos y al testigo. Las plantas tratadas con 2,4-D (0.5 pM) obtuvieron una ganancia
en peso de 0.19 g en el dia cero a 0.f en el dia 21 in vitro; es decir 2.9 veces su peso
inicial y en comparacién con el testigc 1 auxinas (0.28 g) tuvieron u  umento en peso

de 1.9 veces (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la concentracion de auxinas en el peso fresco observado en la etapa de cuitivo in vitro en
el proceso de micropropagacion de A. fourcroydes.
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CAP{TULO III

Durante el estudio de las plantas en el invernadero se observé que las plantas
pertenecientes a la especie A. angustifolia tenian un gran niamero de brotes, a pesar que
estas plantas no habian estado en contacto con reguladores del crecimiento de manera
exégena después de los 21 dias de tratamiento in vitro (Figuras 20A, 20B). En la figura
20C se aprecia la aparicion de un brote en una de las plantas, esta planta estuvo
expuesta, en la fase in vitro, con 2,4-D a una concentracién de 0.125 uM, durante 21 dias.

A

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 uM) en la fase in vitro. (B) Plantas tratadas con 2,4-D (0.05
HM) en la fase in vitro. (C) Plantas tratadas con 2,4-D (0.125 uM).
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Figura 21, Patrones de metilacién global en Ia histona H3 en plantas de A. angustifolia. Al dia 0 y tercer dia 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 especificos a-H3K4me~,
-H3K9me?, -H3K36me?y —H3K27me® para realizar el Western blot.

Al analizar las marcas que promueven la formacién de eucromati~~ es decir la expresion
de genes, en el dia 21 del cultivo in vitro, encontramos que la me. ._. H3K4me® es menos
abundante que la marca H3K36me” en todos los tratamientos, excepto en el tratamiento
con 2,4-D (0.125 uM; Figura 22). La marca de represién H3K27me® no se encontro en las
plantas que fueron tratadas con las auxinas naturales IBA (0.125 uM) y AIA (0.05 y 0.5
uM). Esta marca de represion en los tratamientos con auxinas sintéticas no se encontrd
en los tratamientos con ANA (0.05y 0.5 uM) y 2,4-D (0.125 y 0.5 uM).

La marca H3K9me? no esta presente en los testigos sin auxinas hasta el dia 21 del cultivo
in vitro, y en los tratamientos con auxinas naturales; sin embargo, esta marca es mucho
menos abundante, a diferencia del dia 3 del cultivo in vitro, y s6lo esta presente en los

tratamientos con 2,4-D (0.05 uM), y ANA (0.05 y 0.125 uM).
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CAPITULO Il

esta asociada con la represion de genes, se detectd en los tejidos de hoja y pifia en las
plantas con los tratamientos sin auxinas y en el tratamiento con 0.5 uM de 2,4-D. La
marca H3K27me® se detectd solo en un tejido, en la hoja de las plantas que no fueron

tratadas con auxinas durante el cultivo in vitro.

H3
5 a I13Kdme3
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“! @-H3K27me3

Figura 25. Patrones de metilacién global en la histona H3 en plantas de A. angustifolia. Las histonas se
extrajeron de plantas de seis meses de cultivo ex vitro y de plantas testigo, asi también de las plantas que
fueron tratadas en la fase in vitro hasta los 21 dias con 0.5 uM de 2,4-D; se probaron los anticuerpos
especificos a-H3K4me®, -H3K9me?, -H3K36me?y ~H3K27me" 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, pifa y raiz. Se extrajeron las histonas de las plantas que fueron tratadas con
2,4-D a 0.05uMy 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 expresion
de genes H3k4me® esta presente en todos los tratamientos; la marca H3K36me? se
encuentra con mayor abundancia en hoja y raiz para los tratamientos sin auxinas, ademas

esta marca es mas abundante en los tejidos de hoja y pifia en las plantas que fueron
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CAPITULO IV

aplicacion del 2,4-D, éste es absorbido rapidamente por las hojas y raices y luego es
traslocado a toda la planta (Aksakal et al., 2013).

En la micropropagacién del agave (Robert et al., 2006) se utiliza el 2,4-D en la fase de
multiplicaciéon a una concentracion de 0.11 yM en el medio de cultivo. En los experimentos
realizados en esta tesis se observd que las plantas de A. angustifolia que fueron tratadas
con 0.5 uM de la auxina presentaron mejores caracteristicas en el invernadero, incluso, a
pesar de no estar en contacto con los reguladores de crecimiento, ya en condiciones ex
vitro presentaron proliferacion 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
multiplicaciéon con 2,4.D (0.05 uM), la mitad de la concentracién utilizada regularmente en
esta especie (Robert et al., 2006). Robert et al. (2006) reportaron haber observado cierta
habituaciéon a los reguladores del crecimiento utilizados durante el cuitivo in vitro de A.
fourcroydes, lo cual podria ser una de las razones del estimulo del crecimiento a bajas
concentracion de 2,4-D. Cuando el 2,4-D fue utilizado en concentraciones mayores (0.125
y 0.5 uM) en A. fourcroydes, las plantas mostraron una reduccién en el crecimiento y una
menor ganancia en peso fresco, tanto en la fase de multiplicacion como en el invernadero,
respecto a las plantas que fueron tratadas con 0.05 uM en la fase de multiplicacion, 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 mas lentamente que las auxinas

naturales, dandole su naturaleza de herbicida (Bukowska, 20086).

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 esta llevando a cabo
la detoxificacién 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 nimero y tamafo de las flores en Begonia x elatior y Saintpaulia ionantha
L. (Jain, 1997) se atribuye a niveles elevados de desmetilacién en el ADN; diferencias en
el peso y morfologia 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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CAPITULO IV

cromatina se encuentre influenciada por los reguladores del crecimiento aplicados al

medio donde son cultivados los explantes.

En este estudio se determin6 que existe un cambio en la metilacion 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 dias en A. angustifolia con
auxinas naturales se determiné una abundancia de la marca H3K4me3 asi como la marca
H3K36me? que nos indican la posible formacion de estructuras eucromaticas y un
favorecimiento en la expresion de genes (Barski et al., 2007). Esto puede deberse a que
se requiere una gran actividad transcripcional para generar el mayor nimero de brotes en
la etapa de multiplicacién por la cual pasan los agaves. Sin embargo, la abundancia de ia
marca H3K36me?, a los tres dias de tratamiento con ANA (0.125 y 0.5 pM), es muy poca.
Las plantas que tenian bajos niveles de esta marca, fenotipicamente presentaron un bajo
peso en comparacién con todos los tratamientos realizados y las plantas testigo (Figura
7). Por el contrario, en A. fourcroydes la marca H3K4me® sélo se presenté a los tres dias
en los tratamientos con auxinas naturales, pero no en los tratamientos con las auxinas
sintéticas. La marca H3K36me? se presentd en todos los tratamientos. A los 21 dias in
vitro, aunque la marca H3K4me® estaba presente en todos los tratamientos, la marca
H3K36me? no lo estaba en los tratamientos con las auxinas naturales AIB y AlA (0.05 uM
y 0.125 pM). Esto sugiere que hubo un cambio en la modulacién de la cromatina,
favoreciendo la eucromatina a los 21 dias de cultivo en las plantas que fueron tratadas
con auxinas sintéticas y aquellas plantas que no fueron tratadas con auxinas durante la
fase de multiplicacién in vitro. Estos cambios en la modulacién en la cromatina también se
han observado en Pinus radiata, en los que la H3K4me3 se diferencia en dos fases de
crecimiento (Valledor ¢ al.,, 2010). En vastagos maduros esta marca se pierde en
comparacion a los vastagos 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 expresion de los genes necesarios para llevar a cabo los
eventos organogénicos en las células indiferenciadas de los vastagos inmaduros (Valledor
et al., 2010).

Por otro lado, la marca H3K27me®, que es considerada una marca de represion en
plantas (Barski et al., 2007; Roh et al., 2006), fue visualizada solamente en A. angustifolia
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CAPITULO V

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSIONES

La micropropagacion es una gran herramienta para el escalamiento en la producciéon de

plantas econémica y agrondmicamente 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 interaccién de las plantas en condiciones in vitro propias

de la micropropagacién, con el ambiente.

Las conclusiones de este trabajo son las siguientes:

v

v

El 2,4-D en A. fourcroydes (0.05 uM) y en A. angustifolia (0.5 uM) tuvo un efecto
positivo en el peso y la altura de las plantas.

En este estudio se encontr6 que las auxinas sintéticas ANA y 2,4-D inducen la
acumulacion de la marca H3K36me?, relacionada con la expresion de genes en A.
angustifolia y A. fourcroydes in vitro, mientras que la marca H3K27me’,
relacionada con la represién, solamente se encontré en A. angustifolia en el dia 21
del cultivo in vitro y a los 6 meses del cultivo ex vitro.

La marca H3KSme? se acumula después de los 21 dias de cultivo in vitro y en los
tratamientos sin auxinas a los 6 meses de cultivo ex vitro en A. fourcroydes. Por el
contrario, esta marca se pierde a los 21 dias del cultivo in vitro en A. angustifolia y
aparece a los 6 meses del cultivo ex vitro.

Estos resultados sugieren que la remodelacién de la cromatina en agave, durante
la micropropagacion, depende del tipo y de la concentracién de auxina y de la
especie ante el estimulo de estrés, proveniente tanto del ambiente in vitro como

del ambiente ex vitro.
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