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Resumen 

RESUMEN 

La metí/ación del ADN es un mecanismo molecular que forma parte de la regulación 

epigenética la cual es necesaria para generar diferentes células con función específica 

o para el control en la expresión genética. En plantas, debido a la plasticidad que 

poseen, la metí/ación del ADN es una pronta respuesta para que se activen o inactiven 

genes y de esa manera responder a diferentes estreses causados por efectos 

ambientales. Hoy en día se conoce que en el cultivo in vitro la variación en la 

metí/ación global del ADN y en los eventos de metí/ación se asocia directamente al uso 

de reguladores del crecimiento, entre estos las auxinas han sido las más estudiadas. 

El cultivo in vitro es una herramienta que permite la propagación masiva de plantas a 

partir de individuos vegetales "elite". A. angustifo/ia y A. fourcroydes son especies que 

han sido propagadas in vitro debido a la importancia agroindustrial que estas poseen 

para la elaboración de bebidas alcohólicas o en la fabricación de fibras naturales, 

respectivamente. En la presente tesis se evaluó el porcentaje de metí/ación global y 

los eventos de metí/ación presentes en el ADN en plantas de Agave spp expuestas a 

diferentes concentraciones y tipos de auxinas. Se encontró que las diferentes 

concentraciones y tipos de auxinas inducen cambios en la metí/ación global y eventos 

de metí/ación, lo que posiblemente pueda indicar un control en la regulación de genes 

en respuesta auxinas. 
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Abstract 

ABSTRACT 

DNA methylation a part of epigenetic related molecular mechanism, which is necessary 

to generate different cel/s with specific functions or control gene expression. In plants, 

due to the p/asticity possess, DNA methylation is an important mechanism in arder to 

respond very quickly to activate or inactivate the genes and this way to respond to 

different stresses caused by environmental effects. Today it is known that, in plant 

tissue culture the variation occurs in global DNA methy/ation and the methylation 

events associated with auxins, which is known as a basic growth regulator. In plant 

tissue culture it is a too/ that al/ows mass propagate the plants form "elite", Agave 

fourcroydes and Agave angustifolia are species they have established protoco/s to 

micropropagation because of the importance that this has a making household fibers, 

manufacture of alcoholic beverages respective/y. In the present work, the percentage 

of global DNA methylation and the events from DNA methylation presents in DNA of 

Agave spp exposed to different concentrations and auxin types were evaluated. In 

conc/usion, different concentrations and types of auxins induce changes in global 

methylation and methylation events were identified; and this which can possibly 

indicate the control in auxin re/ated gene regulation. 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO l. 

INTRODUCCIÓN 

La regulación epigenética no sólo es importante para generar la especificidad celular 

durante el desarrollo si no también es importante para mantener la estabilidad y la 

integridad de los perfiles de expresión en diferentes tipos de células (AIIis et al., 2009) 

(Chan et al., 2005). Dentro de los mecanismos moleculares que median la regulación 

epigenética se encuentran la metí/ación del ADN, las modificaciones de las histonas y 

los pequeños ARN no codificantes. Sin embargo, el mecanismo epigenético más 

estudiando en plantas y animales ha sido la metí/ación en el ADN (Law y Jacobsen, 

2010). 

La metilación en las citosinas del ADN en eucariotas es un mecanismo que permite 

regular de manera endógena la expresión de los genes (Law y Jacobsen, 2010). En 

Arabidopsis thaliana se ha reportado que la metí/ación en el ADN tiene dos funciones 

principales, la primera es de protección al genoma de elementos móviles en el ADN y 

la segunda es la regulación en la expresión de los genes (Chan et al., 2005) . En 

algunos reportes se ha documentado que la metí/ación en el promotor o en la 

secuencia codificante modifica la expresión genética. Sin embargo, estas meti/aciones 

también están relacionadas con la inhibición de la expresión (Finnegan et al., 2000), 

de manera general la regulación epigenética son mecanismos importantes dentro del 

cultivo de tejidos para que pueda generar una maquinaria genética adecuada en la 

planta durante las diferentes etapas que implica este proceso. 

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica que permite la propagación de grandes 

volúmenes de plantas en condiciones totalmente asépticas y controladas. El uso de 

reguladores del crecimiento es necesario para la multiplicación de plantas y entre ellos 

las auxinas y citocininas son las más empleadas. Entre los cultivos que se propagan 

por este tipo de técnicas se encuentran principalmente plantas ornamentales como 

orquídeas (Vij et al., 1984) y rosa (Li et al., 2002), algunas leñosas como el cedro 

(Piola y Rhor, 1996), la palma aceitera (Rival et al. , 1997) y plantas con interés 

comercial y alimentario como el plátano (/seaeli et al., 1998), la zanahoria (Fujimura y 

Komamine, 1979), caña de azúcar (García et al. , 2007), el café y el Agave (Robert et 

al., 2013) por mencionar algunas. 
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El Agave es un cultivo agronómicamente importante ya que se utiliza principalmente 

para la producción de bebidas alcohólicas, fabricación de fibras, y para la extracción 

de compuestos esferoidales bioáctivos (Robert et al., 2008). El cultivo in vitro de esta 

planta sido muy exitoso; sin embargo, hasta el momento se desconoce cuál es el 

efecto epigenético que tienen las auxinas en las diferentes concentraciones agregadas 

de manera exógena al medio para su propagación. 

En otros trabajos se ha referido que el uso de las auxinas que son aplicadas de 

manera exógena pueden causar cambios en la metí/ación del AON, tal como es el 

caso de palma aceitera en la que se observado un incremento en la metí/ación del 

AON la cual genera la feminización de platas masculinas (Ja/igot et al., 2000). Los 

autores de este trabajo concluyeron que el 2, 4-0, una auxina sintética, es el 

responsable de un incremento en la metí/ación de la citosina en el AON durante el 

proceso de cultivo in vitro de esta planta. 

Por lo tanto en esta tesis se realizó la determinación de la metí/ación del AON 

mediante el uso de dos técnicas complementarias, cromatografía líquida de alta 

eficiencia (HPLC), la cual determina los porcentajes globales de metí/ación, y la 

amplificación polimórfica sensible a metí/ación (MSAP), la determina los eventos de 

metí/ación de manera específica que es por medio del uso de enzimas específicas que 

reconocen islas de metí/ación, para que se pueda evaluar el efecto que tiene el 2,4-0, 

AlA, IBA, ANA a diferentes concentraciones en la metí/ación global y los eventos de 

metí/ación en A. fourcroydes y A. angustifolia en condiciones in vitro. 
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ANTECEDENTES 

La epigenética es el estudio de todas las modificaciones que se dan durante el 

proceso de regulación en la expresión de genes sin que obtenga un cambio en la 

secuencia del ADN que pueden llegar a ser heredables (Ringgs et al., 1996). La 

actividad de los genes se relaciona con los cambios en la estructura de la cromatina 

según sea la interacción con las histonas (Louie et al., 1974) específicamente en la 

parte amino terminal (N-terminal) de las histonas donde son modificadas de manera 

covalentemente por acetilación, metí/ación, fosforilación, carbonilización, glicosilación 

(Zheng y Hayes, 2003). De la misma forma en últimos años se ha encontrado que un 

tercer mecanismo de regulación epigenética mediado por pequeños ARNs puede 

provocar el silenciamiento de genes (Law y Jacobsen, 201 0) . 

De los mecanismos epigenéticos más estudiados esta la metí/ación del ADN, la cual 

consiste en la adición de un grupo metilo en el anillo pirimidíco de la citosina. La 

metí/ación del ADN es una de las alteraciones epigenéticas más importantes en 

eucariotas (Hollyday, 1987). El grupo metilo puede aparecer en cualquier residuo de la 

citosina, pero la transmisión de patrones de metí/ación sólo es posible para las 

citosinas localizadas en las islas CpG, CpHpG (Hollyday, 1987). Las islas se definen 

como regiones no mayores a 200 pb con un alto contenido de GC (Brid y Southem, 

1978; Gruenbaum et al., 1981}, la presencia de la 5 'metilcitosina en el promotor o en 

la secuencia codificante de un gen altera la unión de proteínas especificas reguladoras 

modificando así la expresión del mismo (Mette et al., 1999) aunque se ha reportado en 

la mayoría de la literatura que la metí/ación del ADN en un gen se asocia a la inhibición 

de la expresión (Lee et al., 2004). 

La metí/ación en el ADN es un proceso muy complejo que está mediado por al menos 

tres grupos de enzimas que tienen actividad metiltransferasa diferentes. Por ejemplo, 

las metiltransferasas "de novo", las demetilasas, y las metiltransferasas de 

mantenimiento (JitkaZ/uvova et al. , 2001). 

La metí/ación en el ADN en el genoma de las plantas es más complejo que el de los 

animales ya que el genoma de las plantas contiene un grupo de metiltransferasas más 

amplio (Finnegan et al. , 2000). Dentro de las metiltrasferasas de platas hasta ahora 

conocidas se describen en el cuadro 1, donde su clasificación es de acuerdo a su 

función. 
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Cuadro 1.- Clasificación de metiltransferasas de acuerdo a su función 

Función 

Metilación del Novo 

Mantenimiento 

Desmetilasa 

*(Finnegan y Kovac, 2000), 

Nombre del gen con la 

actividad metiltransferasa 

Familia de Dnmt!MET1 

Dnmt 1 Dnmt3a, Dmnt3b, 

DDM2 

Familia de MET1/CMT 

METI/a, METI/b, MET/11, 

PMET, CMETS, CMET21, 

ZMET1, 

DDMB, DOMO 

Referencia 

Bestor et al., 1988, 

Okano et al., 1988, 

Xie et al., 1999 

Genger et al. , 1999, 

Bernachia et al. , 1998, 

Olhoft et al. , 1998 

E. Richars 

1.1. LA IMPORTANCIA DE LA METILACIÓN EN EL ADN DE LAS PLANTAS. 

La metí/ación en el ADN se relaciona con procesos de regulación genética y con 

procesos de diferenciación celular (Frank y Magiera, 1994), de manera que la actividad 

de genes se le atribuye a un proceso de des-metí/ación en las islas CpG {Tran, 2013) . 

También, se encontró que la metí/ación del novo se relaciona con los cambios en la 

estructura de la cromatina (Louie et al., 1974; Sims et al., 1998). 

Debido a que el ADN no codificante en plantas contiene intrones, elementos 

repetitivos, y elementos activos de transposición, estos requieren de un sistema de 

silenciamiento en el genoma (Hirochika et al., 2000) . La mayoría de estos son 

inactivados o silenciados debido a la metí/ación (Cheung et al. , 2000). 

La diferenciación y el desarrollo en las plantas están controlados por la activación 

temporal y silenciamiento de genes por mecanismos epigenéticos. Los patrones 

específicos de expresión génica pueden ser mantenidos durante varias generaciones 

(Keappler y Phillips, 1993a) y durante el desarrollo de las plantas, debido a la 

plasticidad que las plantas presentan y si son sometidos algún tipo de estreses tanto 

biótico y abiótico (Wang et al., 2004) pueden llegar a cambiar la organización de la 

cromatina (Antequera et al., 1990). En las células vegetales debido a su 

totipotencialidad se ha demostrado que la reactivación de la cromatina que permite a 

las plantas una rápida adaptación a las nuevas condiciones sin requerir de un cambio 

en la secuencia en el ADN (Reyes- Rosa y Gruissem, 2002; Valledor et al. , 2006). 
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Durante el proceso de propagación clona/ hay cierto nivel de variación en las plantas 

que puede ser de origen genético y epigenético, que en algunos casos puede casar 

variaciones que se ven reflejadas en el fenotipo mejor conocida como "variación 

somaclonal" que se define como una variación en el fenotipo (Cecilia y Marum, 2013) 

la cual se puede atribuir al uso de las auxinas. 

1.2 CULTIVO IN V/TRO. 

La técnicas de cultivo de tejidos vegetales es una técnica de propagación en 

condiciones totalmente asépticas, en donde a partir de un tejido es posible regenerar 

en poco tiempo miles de plantas genéticamente iguales. Generalmente es común 

dividir las técnicas del cultivo de tejidos en dos grandes grupos; a) cultivos en medios 

semisó/idos y b) en cultivo en medio líquido, los que a su vez pueden ser agitados 

(mediante el empleo de agitadores de uso continuo) o estacionarios. También es 

frecuente dividir al cultivo de tejidos atendiendo a los niveles de complejidad como 

cultivo de órganos, cultivos celulares y cultivo de protoplastos. 

El cultivo in vitro tiene varias aplicaciones aunque también se utilizan para estudios 

básicos, obtención de plantas con salinidad controlada, micropropagación, obtención 

de híbridos, obtención de plantas de semillas con embriones rudimentarios, inducción 

de variación somaclonal, obtención de híbridos somáticos, conservación e intercambio 

de germop/asma, establecimiento de suspensiones celulares (Mroginski et al., 2010); 

(Anon., 1997). 

La ventajas que la técnica de cultivo in vitro son: la propagación de grandes 

volúmenes de plantas, el manejo de las plantas en lugares reducidos, obtención de 

plantas libres de patógenos, plantas homocigotas y la producción de plantas en peligro 

de extinción (Mroginski et al., 2010). 
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1.2.1. MICROPROPAGACIÓN 

El cultivo in vitro forma parte de la multiplicación masiva de plantas, en el cual una de 

las herramientas más utilizadas es la micropropagación. La micropropagación es una 

técnica de gran importancia biotecnológica que consiste básicamente en la 

propagación de plantas en un ambiente artificial controlado empleando un medio de 

cultivo adecuado y es una técnica ampliamente usada para la propagación de muchas 

especies de plantas con intereses de cualquier índole como pueden ser 

agropecuarias, industrial, horticultura por mencionar algunas (Bairu et al., 2011). 

Esta técnica es así una herramienta muy útil en los programas de mejoramiento, ya 

que tiene el potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a 

partir de un genotipo selecto (platas elite) y una tasa de multiplicación ilimitada 

(Mroginski et al., 2010).Esto es posible gracias a la propiedad de totipotencialidad que 

tienen las células vegetales; la cual es la capacidad de regenerar una planta completa 

a partir de cualquier tejido cuando están sujetos a los estímulos adecuados. La 

micropropagación puede realizarse a través de dos vías de regeneración: brotación de 

yemas adventicias preexistentes, producción de yemas de novo (Mroginski et al., 

2010); (Gamborg et al., 1976; Murashige y Skoog, 1962). 

Las etapas de micropropagación son cuatro: 

1) Establecimiento del cultivo, 2) Desarrollo y multiplicación, 3) Enraizamiento y 4) 

Aclimatación de las plantas. En casos particulares es de importancia considerar una 

etapa previa (Etapa O) que es la etapa de preparación de los explantes para el 

establecimiento del cultivo (Mroginski et al., 2010). 

Etapa 1: Establecimiento del cultivo 

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y axénicos. El éxito está 

determinado por la calidad del explante a utilizar y los principales procesos a controlar 

son la selección, el aislamiento y esterilización de los explantes. Uno de los materiales 

que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los obtenidos de tejidos 

meristemáticos, embriones o semillas. En esta etapa es donde se puede observar 

contaminación por baterías y hongos asociados a los microorganismos que resisten a 

tratamientos de esterilización y que pueden sobrevivir a los tratamientos de 

esterilización. También la contaminación puede deberse a patógenos endógenos 
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latentes dentro del sistema vascular, resultado de una esterilización inefectiva de los 

explantes, estos patógenos endógenos podrían manejarse mediante el empleo de 

bacteriostáticos o antibióticos en el medio de cultivo (Mroginski et al., 2010). 

Etapa 2: Multiplicación. 

La etapa de multiplicación generalmente comprende dos periodos, la fase de inducción 

y la fase de multiplicación. La fase de inducción implica el empleo de concentraciones 

elevadas de reguladores de crecimiento (generalmente auxinas o citocininas) para 

favorecer la desdiferenciación y en la fase de multiplicación se requiere de empleo de 

un balance hormonal adecuado para favorecer los procesos de diferenciación y 

multiplicación celular (Mroginski et al., 2010). 

El objetivo de la multiplicación es mantener y aumentar la cantidad de brotes para los 

nuevos ciclos de multiplicación sucesivos (subcultivos) y poder destinar parte de ellos 

a la siguiente etapa de producción (enraizamiento, aclimatación, etc.). Ambas vías de 

regeneración, organogénesis y embriogénesis, pueden darse directa o indirecta 

(implica la formación del callo). La organogénesis puede darse por la inducción de 

yemas axilares o adventicias, la introducción de yemas axilares comprende la 

multiplicación de yemas preformadas usualmente sin formación de callo y la inducción 

de yemas adventicias comprende la inducción de tejido meristemático localizado 

mediante un tratamiento con reguladores de crecimiento conduciendo a la 

diferenciación del primodio y desarrollo del vástago. 

Los tipos de auxinas más empleados en esta fase son el ácido indolbutírico (IBA), 

ácido 2,4-dic/orofenoloxiacético (2,4-0), ácido indo/acético (AlA), ácido naftalénacético 

(ANA) y picloram. Los tipos de reguladores, y sus combinaciones y rangos de 

concentración deben de ser optimizados para casa especie, genotipo y etapa de 

multiplicación determinada (Mroginski et al., 2010). 

Etapas 3 y 4: Enraizamiento y aclimatación 

En la etapa de enraizamiento se produce la formación de raíces adventicias, en las 

especies herbáceas es relativamente fácil mientras que en varias especies leñosas es 

más complicada por su limitada capacidad rizogénica. En esta etapa es importante 

acentuar el uso de las auxinas (que para el enraizamiento una de las más utilizadas es 

el IBA); a concentraciones elevadas es contra producente porque induce a la 
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formación de callo, es por ello que para cada cultivo es necesario optimizar un 

protocolo de rizogénesis y supervivencia de las plantas (Mroginski et al., 2010). 

1.3. REGULADORES DEL CRECIEMIENTO. 

Los reguladores de crecimiento, endógenos y exógenos controlan el crecimiento y el 

desarrollo de la planta en bajas concentraciones. Existe evidencia de que estos 

reguladores tienen todo un mecanismo regulatorio para su biosíntesis y transporte 

dentro de la célula. Dentro de los reguladores del crecimiento que han sido 

caracterizado se encuentran el ácido abcísico, los brasinoesteroides, el etileno, las 

poliaminas, las giberelinas, el ácido jasmónico, el ácido salicílico, las citocininas, y por 

último a las auxinas (Depuydt y Hardtke, 2011). 

Las auxinas se pueden encontrar tanto de origen natural como sintético. Dentro de las 

auxinas naturales encontramos al ácido indo/ acético (AJA}, y el ácido indo/ butírico 

(IBA) y de origen sintético las más conocidas ampliamente usadas esta el 2,4 di-cloro­

fenoxi acético (2,4-D), y ácido naftalén acético (ANA). Las funciones de las auxinas 

dentro de la planta son promover la dominancia apical, promover la división celular, 

favorecer la elongación e uniformidad de crecimiento; también se han definido los 

mecanismos de trasporte, vías de señalización y biosíntesis de las auxinas dentro de 

la célula vegetal (Santner et al., 2009; Santner y Este/le, 2010). Las auxinas como ya 

se ha mencionado anteriormente son utilizados en el cultivo de tejidos, se ha sugerido 

que el uso de los mismos en este proceso causa variaciones tanto genéticas como 

epigenéticas, dentro de las variaciones epigenéticas encontramos que las metilaciónes 

en el ADN pueden causar ciertos efectos que pueden verse reflejado tanto en un 

cambio en el fenotipo de la planta así como también pueden presentar un cambio en 

su regulación genética por modificaciones en los mecanismos epigenéticos (Gao et al., 

2010; Jaligot et al., 2000; Kaeppler et al., 2000; Miguel y Marum, 2011; Park et al., 

2009; Smykal et al., 2007; Vida/ y De García, 2000). 
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1.4. METILACIÓN DEL ADN EN CULTIVO DE TEJIDOS. 

La metí/ación del ADN se propuesto como un mecanismo interlineado dentro del 

cultivo de tejidos donde como resultado de éste mecanismo se encuentra una alta 

frecuencia de variación cuantitativa fenotípica en la cual /os patrones de metí/ación 

tienen una función entre el proceso de regeneración de /as plantas y la generación de 

/as progenies fueron estudiados por (Keappler et al., 2000). La primera investigación 

sobre la metilación del ADN en cultivo de tejidos fue reportada durante la regeneración 

de plantas en maíz (Keapp/er y Phillips, 1993b). Keapp/er y Phil/ips (1993) analizan la 

naturaleza, herencia y frecuencia en /os cambios de metilación en la progenie de una 

misma línea clona/ durante el proceso de regeneración de las plantas de maíz. Los 

autores encuentran que /os patrones de metí/ación entre re generantes derivadas de 

/os explantes tenían únicos perfiles de metilación un cada una de las progenies 

generadas lo que soporta la idea de que quizás /os niveles y patrones de metí/ación 

están implicados en el desarrollo de /as plantas regeneradas por cultivo in vitro 

(Keappler et al., 2000). 

Otro estudio pero realizado en Rosa híbrida L (Minliang et al., 2004) muestra las 

alteraciones en los patrones de metilación del ADN durante su el proceso de 

diferenciación celular, en diferentes etapas, tanto en organogénesis como en 

embriogénesis somática. También se encontró que las alteraciones en la metilación 

del ADN durante los eventos de reprogramación se alteran principalmente en las rutas 

de diferenciación celular, en donde se concluye que existe una correlación entre la 

metí/ación del ADN y los cambios morfogénicas observados (Xu et al., 2004).En otro 

estudio donde relacionan variación en la metí/ación del ADN y cultivo in vitro fue 

realizado por un grupo de investigadores de la universidad de Haute Alsace en Francia 

donde analizan la variación en los patrones de metí/ación del ADN en clonas de uva 

(Vitis vinífera L) (Schel/enbaum et al., 2008). Los autores compararon plantas en 

condiciones invernadero con /as clonas maternas para determinar los patrones de 

meti/ación entre ellas observaron la variación en la metilación del ADN que existía 

entre las clonas maternas y las clonas en condiciones de invernadero por lo que 

sugieren que esa variación en la metilación del ADN se debía a los reguladores de 

crecimiento utilizados durante el cultivo in vitro (Schellenbaum et al., 2008). 
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1.5. CAMBIOS EN LA METILACIÓN DEL ADN POR EFECTO DE LAS AUXINAS. 

Hoy en día ya existen varios estudios en los cuales se relaciona /os cambios de 

metí/ación del AON con /as auxinas. LoSchiavato y colaboradores (LoSchiavo et al., 

1989) analizaron la metí/ación del AON en cultivos embriogénicos y celulares de 

zanahoria, y la variación causada por las hormonas y agentes des-metí/antes. El 

estudio se enfocó en evaluar /os niveles de metí/ación durante el proceso de 

embriogénesis somática, cómo estaba determinada y cómo diferentes concentraciones 

de auxinas tanto naturales como sintéticas influían en la metí/ación del AON. El primer 

experimento que realizaron fue adicionar/e a células de zanahorias al inicio de la 

embriogénesis O. 5 mg/1 de 2, 4-0, después de 5 días ésta concentración se incrementó 

a 2 mg/1 y 5 mg/1. Los resultados que se encontraron en el porcentaje de metí/ación 

fueron de 16 % para condiciones normales, 40% para 2mgll de 2,4-0 y 45% para 

Smg/1 de 2,4-0. Este mismo experimento se realizó con otras auxinas; sin embargo, no 

se encontraron diferencias significativas. También se usó agentes des-metí/antes y el 

porcentaje de metí/ación disminuyó en un 70%. Los autores sugieren que la 

hipermetilación del AON está relacionada con el tratamiento de altas concentraciones 

de 2,4-0 (LoSchiavo et al., 1989), Xianggain (Xiangqian et al., 2002) trabajando con 

manzana sugirió que la variación somac/onal se suscita durante el cultivo de tejidos 

posiblemente mediante alteraciones en la cromatina, específicamente a causa de /os 

cambios en los niveles de metí/ación del AON. Los autores evaluaron /os perfiles de 

metí/ación del AON y /as alteraciones de estos perfiles de metí/ación AON del genoma 

de la manzana durante su crecimiento in vitro y mediante el uso de /os marcadores 

moleculares AFLP. La conclusión a la que llegaron fue que las alteraciones de /os 

niveles de metí/ación se dan durante el crecimiento de /as plantas en cultivo in vitro y 

que los cambios en los niveles de metí/ación del AON son atribuidos principalmente 

por el uso de /os reguladores de crecimiento específicamente el 2, 4-0 (Xiangqian et 

al., 2002). 

1.6. CAMBIOS EN LA METILACIÓN DEL ADN DURANTE EL PROCESO DE 

MICROPROPAGACIÓN. 

El primer trabajo documentado con respecto a la variación somaclonal y el cambio en 

/os eventos de metí/ación fue reportado por un grupo de investigadores del Centro de 

Investigación Científica de Yucatán (CICY) (Peraza-Echeverria et al. , 2001) en donde 

observo que más del 50% de las bananas cultivadas in vitro por micropropagación 
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presenta un nivel de variación somaclonal. Por medio del método de la amplificación 

polimórfica sensible a metí/ación MSAP, al evaluar los eventos de metí/ación del ADN 

de la banana reportan que el proceso de micropropagación era el responsable de las 

alteraciones en los patrones de metí/ación del ADN, encontrando que las plantas que 

fueron micropropagadas presentaban hipermetilación en comparación con las plantas 

convencionales o no micropropagadas de plantas a partir de una sola planta, las 

ventajas que esto confiere es que sean plantas libres de patógenos, homogeneidad 

genética, la propagación de plantas con importancia agronómica para uso alimentario, 

con interés ornamental (Mroginski et al., 2010). 

Dentro del cultivo in vitro es utilizada ampliamente la micropropagación que de igual 

manera ayuda a propagar plantas a gran escala en periodos relativamente cortos 

(Mroginski et al., 2010}, Agave spp es una de las plantas en donde se estandarizo el 

protocolo de micropropagación a partir de Rizomas por el Dr. Manuel L. Robert (Manuel 

Robert et al., 1987}, la importancia agronómica que estas especies como ya se saben 

puede ser en el caso de Agave tequilana es una planta que se utiliza para la 

elaboración de bebidas alcohólicas, los sitios en donde predomina es en Guadalajara, 

México, Agave fourcroydes es utilizada hace aproximadamente 200 años para la 

elaboración de fibras en el estado de Yucatán misma especie que es endémica de esa 

región también se utiliza para la elaboración de algunos compuestos bioactivos 

esferoidales, Agave angustifolia es utilizada como planta ornamental en los últimos 

años se le ha dado el uso para la fabricación de bebidas alcohólicas esta especie se 

encuentra distribuida mayormente en el estado de Sonora, México, dentro del proceso 

de micropropagación se realiza la aplicación de auxinas al medio de cultivo con la 

finalidad de que se puedan facilitar los procesos de diferenciación celular y la 

multiplicación de las plantas, las auxinas en el medio de cultivo son importantes para 

que se pueda dar una respuesta positiva o negativa en dichos procesos. 

Otro estudio fue el realizado en la orquídea Doritaenopsis,en (Park et al., 2009) 

reportan cambios en los perfiles de meti/ación del ADN por efecto de la 

micropropagación, comprobando su estabilidad genética mediante AFLP y los cambios 

en la metí/ación del ADN evaluados con MSAP, los cambios en la metí/ación del ADN 

sugiere que se debe al uso de los reguladores de crecimiento como ya lo había 

demostrado Loshiavo y colaboradores en 1993. 

El modelo de estudio que en esta tesis se evaluó fue agave, el cual tiene una gran 

importancia tanto económica como cultural para numerosos pueblos indígenas y 

mestizos que se han beneficiado como una fuente de alimento, bebida, medicina, 

combustible, cobijo, ornato, fibras duras extraídas de las hojas, construcción de 
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viviendas y elaboración de implementos agrícolas (García-Mendoza, 1995). El Agave 

fue una de /as primeras plantas utilizadas por /os pobladores de Mesoamérica y el 

empleo como alimento y fibras proviene de México desde hace por lo menos 7 mil 

años (García-Mendoza, 2002) aprovechando /os magueyes, estos pueblos hicieron de 

México su centro de domesticación y diversificación mediante la selección humana 

puesto que escogían al agave por fibras, así como también por sus altas 

concentraciones de azucares entre otras, por lo que el agave tiene su máxima 

expresión en diversidad morfológica, filogenética y evolutiva de México (García­

Mendoza, 2002). 

El Agave ha sido micropropagado con éxito por muchos años utilizando técnicas de 

cultivo que conlleva a la utilización de diferentes tipos y concentraciones de auxinas 

dejando preguntas sobre cómo éstos reguladores del crecimiento pueden afectar la 

epigenética de la planta. Es por ello que esta tesis está enfocada al estudio del efecto 

de las auxinas y su concentración en la metí/ación del ADN. 
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HIPÓTESIS: 

Si las auxinas utilizadas como IBA, ANA, AlA, 2,4-0, bajo diferentes concentraciones 

se reporta que en otros procesos in vitro generan cambios en la metilación del ADN 

cuando son aplicados al medio de cultivo de manera exógena, para Agave fourcroydes 

y Agave angustifolia provocaran cambios en la metilación del ADN. 
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OBJETIVOS: 

OBJETIVO GENERAL: 

• Evaluar el efecto de algunas auxinas {AlA, ANA, IBA y 2,4-D) bajo diferentes 

concentraciones (0. 05, O. 125, O. 5 f.JM) en el grado de metilación del ADN en 

p/ántulas in vitro de Agave angustifolia y Agave fourcroydes 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

• Determinar el peso en fresco y altura de la planta en las líneas clona/es in vitro de 

Agave fourcroydes y Agave angustifolia bajo diferentes concentraciones (0. 05, O. 125, 

0.5 f.JM) y tipos de auxinas (AlA, ANA, IBA, 2,4-D). 

• Determinar el porcentaje de metilación global del ADN por medio de la cromatografía 

líquida de alta eficiencia (HPLC) en plantas in vitro de Agave fourcroydes y Agave 

angustifo/ia bajo diferentes concentraciones (O. 05, O. 125, O. 5 f.JM) y tipos de auxinas. 

• Determinar el porcentaje de eventos de metilación del ADN por medio de la 

amplificación polimórfica sensible a la metilación (MSAP) en plantas in vitro de Agave 

fourcroydes y Agave angustifolia bajo diferentes concentraciones (0. 05, O. 125, O. 5 f.JM) 

y tipos de auxinas (AlA, ANA, IBA, 2,4-D) 
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JUSTIFICACIÓN 

La metí/ación del ADN es importante ya que en organismos eucariotes es una manera 

de proteger el ADN genómico para que no se lleve a cabo la inserción de elementos 

móviles, así mismo se ha observado que la metí/ación especifica en regiones 

promotoras de genes puede a inactivar la expresión de dicho gen, y de la misma 

manera observándose el efecto contrario en donde la des-metilación activa la 

expresión del gen, en el caso especifico de plantas se relaciona la metí/ación del ADN 

y alta plasticidad que estas poseen, como una pronta respuesta a cualquier factor a las 

estas se ven expuestas, por lo que se considera que la metí/ación del ADN forma parte 

de los principales mecanismos de regulación genética que puede determinar la 

expresión o inactivación de un gen, los cambios en la metí/ación del ADN nos puede 

estar indicando la aplicación de dichos mecanismos, un desbalance en dicho 

mecanismo puede llegar a causar una pérdida en el control genético que se va a ver 

reflejado en la mayoría de los casos en el fenotipo, denominado variación somaclonal. 

Para el caso de las especies de Agave fourcroydes y Agave angustifo/ia se realiza la 

micropropagación con la finalidad de obtener un mayor número de plantas en un corto 

periodo de tiempo, sin embargo hasta la fecha se desconoce cuál es el efecto que se 

adquiere en el grado de metí/ación del ADN con las auxinas principalmente utilizadas 

como IBA,ANA,AIA y 2,4-0, bajo diferentes concentraciones que son aplicadas de 

manera exógena al medio de cultivo utilizado para la multiplicación de in vitro plantas, 

debido a que se sabe que en otras especies de plantas que son propagadas por 

técnicas de cultivo in vitro se observan cambios en la metí/ación del ADN relacionado 

con uso de auxinas aplicadas al medio utilizado para la multiplicación que pueden 

llegar a causar "variación somaclonal" que en algunos de los casos este tipo de 

variaciones se buscan para que se puedan mejorar las propiedades organolépticas, 

esta variación también es negativa debido a que puede llegar a reducir el tamaño de la 

planta o generar aberraciones, en el caso de las dos especies de Agave spp es 

observar cómo se van a encontrar los cambios en la metilación del ADN con cada una 

de las auxinas agregadas al medio de cultivo en un diferente concentración. 
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CAPÍTULO 11. 

SELECCIÓN, PROPAGACIÓN Y TRATAMIENTOS CON AUXINAS 

2.1. INTRODUCCIÓN. 

Capítulo 11 

El cultivo in vitro es una técnica que permite la propagación clona/ de un gran número 

de plantas a partir de una sola planta, /as ventajas que esto confiere es que sean 

plantas libres de patógenos, homogeneidad genética, la propagación de plantas con 

importancia agronómica para uso alimentario, con interés ornamental. 

Dentro del cultivo in vitro es utilizada ampliamente la micropropagación que de igual 

manera ayuda a propagar plantas a gran escala en periodos relativamente cortos 

(Levitus), Agave spp es una de las plantas en donde se estandarizo el protocolo de 

micropropagación a partir de Rizomas por el Dr. Manuel L. Robert (Manuel Robert et 

al., 1987), la importancia agronómica que estas especies como ya se saben puede ser 

en el caso de Agave tequilana es una planta que se utiliza para la elaboración de 

bebidas alcohólicas, /os sitios en donde predomina es en Guadalajara, México, Agave 

fourcroydes es utilizada hace aproximadamente 200 años para la elaboración de fibras 

en el estado de Yucatán misma especie que es endémica de esa región también se 

utiliza para la elaboración de algunos compuestos bioactivos esteroidales, Agave 

angustifolia es utilizada como planta ornamental en /os últimos años se le ha dado el 

uso para la fabricación de bebidas alcohólicas esta especie se encuentra distribuida 

mayormente en el estado de Sonora, México, dentro del proceso de micropropagación 

se realiza la aplicación de auxinas al medio de cultivo con la finalidad de que se 

puedan facilitar /os procesos de diferenciación celular y la multiplicación de las plantas, 

/as auxfnas en el medio de cultivo son importantes para que se pueda dar una 

respuesta positiva o negativa en dichos procesos. 

2.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

El material in vitro con el que se realizó el experimento fue con /as líneas clona/es de 

Agave fourcroydes (P66) y Agave angustifo/ia (26s) proporcionadas por el laboratorio 

de micropropagación clona/ perteneciente al Centro de Investigación Científica de 

Yucatán S.A. de C. V. (CICY), bajo el cargo del Dr. Manuel Robert Díaz. 

Las cuales se multiplicaron para contar con el número suficiente de in vitro plantas 

para llevar a cabo el experimento. Una vez obtenidas /as plantas homogéneas (2. O -
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2. 5 cm), fueron sometidas por dos fases de adaptación que consiste en medio 

Murashige y Skoog (Murashige y Skoog, 1962) con un pH de 5. 7, agar al 2% y sin 

reguladores durante 4 semanas cada ciclo en fotoperiodo de 16 h luz! 8 de obscuridad. 

Al término del proceso de adaptación se tomaron 10 plantas (n=10) y se pusieron en 

medio MS (Murashige y Skoog, 1962), agar al 2%, y cada uno de los tratamientos con 

los que se trabajó que fueron 2,4-D, IBA, AlA y ANA a diferentes concentraciones 

0.05, 0.125, 0.5¡..LM, y como testigo se utilizaron plantás sin auxinas. Los muestreos se 

realizaron al día cero, a los 3 y 21 días con y sin auxinas en ambas especies. Los 

parámetros que se evaluaron fueron peso en fresco y la altura de la planta (Fig. 2. 1 ). 

Una vez evaluadas las plantas fenotípicamente, estas fueron congeladas con 

nitrógeno líquido y almacenas a -80°C hasta su análisis. 

M•nlO!Jaoóny 1c e«<InOc IJQ 
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Figura 2.1.- Esquematización del diseño experimental durante el muestreo y análisis de las 
muestras. 
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2.2. RESULTADOS. 

La evaluación de peso fresco (Figura 3.1) y la altura (Figura 3.2) se realizó en las 

plantas de A. fourcroydes y A. angustifolia al tiempo cero, 3 y 21 días a las 

concentraciones de O. 05, O. 125, O. 5 pM de cada una de las auxinas evaluadas y sin 

auxinas (testigo).En el día cero, al inicio del experimento y cuando las plantas no 

habían sido sometidas a las auxinas, se partió de un peso promedio de las plantas de 

A. fourcroydes que fue de 0.33 g mientras que en A. angustifolia fue de 0.25 g. 

En A. fourcroydes no se encontró diferencias en los tratamientos a los 3 días; sin 

embargo se encontró una mejor respuesta a las auxinas en el día 21.En el día 21 y a 

una concentración de 0.05 pM (Fig. 2.1 a), se observó una ganancia en peso en las 

plantas que estaban en presencia de IBA, ANA y 2,4-0 a comparación del testigo (sin 

auxinas).Por otro lado, a una concentración de 0.125 pM (Fig. 2.1 b), las plantas de A. 

fourcroydes obtuvieron mayor ganancia en peso con las auxinas IBA y AJA. A una 

concentración O. 5 pM (Fig. 2. 1 e) se observó una mejor respuesta en las plantas en 

AJA y 2,4-D.E/ análisis estadístico, con una un 95% de confianza, el valor de P= 

0.0993 y F= 1.9638, confirma las diferencias significativas encontradas entre los 

tratamientos en la última concentración utilizada. 

En el caso de la altura (Fig. 2. 2) se analizó de la misma manera que el peso fresco. Se 

partieron de plantas con un tamaño promedio en el día cero de 2.4 cm. Al igual que en 

el peso fresco, en la altura no se encontraron diferencias significativas en el día 3; sin 

embargo, se observaron diferencias muy marcadas entre los tratamientos a los 21 

días. Por ejemplo, a una concentración de 0.05 pM hubo una mayor altura en IBA y 

AJA (Fig. 2.2 a); en O. 125 pM se obtuvo una mayor altura en IBA y AJA (Fig. 2.2 b); y 

en 0.5 pM hubo una mejor altura en ANA (Fig. 2.2 e). 
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Figura 2.2.- Peso fresco en Agave fourcroydes a los 3 y 21 días en cada una de las auxinas 
utilizadas (IBA, AJA, ANA y 2,4-0). a) Corresponde a la concentración de 0.05 f.JM que está 
representado por el color rojo en cada una de las auxinas IBA, AJA, ANA, y 2,4-0 en 
comparación con el testigo (sin auxinas) representado por el color azul; b) Corresponde a la 
concentración de O. 125 f.JM que se representa con el color verde en cada uno de los 
tratamientos en comparación con el testigo que está representado por el color azul; e) 
Corresponde a la concentración de 0.5 f.JM que se representa con el color rosa en cada uno de 
los tratamientos en comparación con el testigo que está representado por el color azul. 
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Figura 2.3.- Altura de Agave fourcroydes a los 3 y 21 días en cada una de las auxinas 
utilizadas (IBA, AJA, ANA y 2,4-0). a) Corresponde a la concentración de 0.05 f.JM que está 
representado por el color rojo en cada una de las auxinas IBA, AJA, ANA, y 2,4-0 en 
comparación con el testigo (sin auxinas) representado por el color azul; b) Corresponde a la 
concentración de 0.125 f.JM que se representa con el color verde en cada uno de los 
tratamientos en comparación con el testigo que está representado por el color azul; e) 
Corresponde a la concentración de O. 5 J.iM que se representa con el color rosa en cada uno de 
los tratamientos en comparación con el testigo que está representado por el color azul. 
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Para A. angustifolia, de igual manera que se realizó para A. fourcroydes, se analizó el 

peso fresco y la altura de las plantas a los cero, 3 y 21 días en presencia y ausencia 

de las auxinas IBA, AlA, ANA, y 2,4-D a las concentraciones de 0.05, 0.125 y 0.5 JJM. 

Para el peso fresco (Fig. 2.3) se partió de plantas con un peso promedio de 0.350 g. Al 

igual de lo que se encontró en A. fourcroydes a los 3 días, A. angustifolia a los 3 días 

en los diferentes tratamientos no se encontraron diferencias significativas. Las 

diferencias que se observaron entre tratamientos fue a los 21 días; a una 

concentración O. 05 JJM (Fig. 2. 3 a) se observó una respuesta favorable en ganancia 

en peso en IBA y 2,4-D. Por otro lado, a una concentración de O. 125 JJM (Fig. 2.3 b) se 

observaron diferencias significativas con respecto al testigo en IBA, AlA, ANA las 

cuales incrementaron el peso de las plantas en 50%. A la concentración más alta, 0.5 

JJM (Fig. 2.3 e), se observó que el peso fresco en IBA, ANA y 2,4-D era 

significativamente mayor que en la auxina natural AlA. En resumen, la auxina que 

mejores resultados presentó en cuanto a ganancia en peso en plantas de A. 

angustifolia fue IBA en cualquiera de las tres concentraciones evaluadas (0.05, O. 125 y 

0.5 JJM) . Los análisis estadísticos mostraron que a una significancia de 0.05 con un 

95% de confianza con un valor de P=0.01522 y F= 1.8769 hubieron diferencias 

significativas en el día 21 en los tratamientos. 

Para la evaluación de la altura (cm) en A. angustifolia, las plantas fueron medidas al 

tiempo cero, a los 3 y 21 días en todos los tratamientos (Fig. 2.4). Se encontró que 

para la concentración de O. 05 J.iM a los 21 días había una respuesta favorable 

mostrando diferencias estadísticamente significativas en la altura de las plantas 

tratadas con AlA en comparación con el testigo. Para una concentración O. 125 JJM, en 

el día 21, se observó una mejor respuesta en altura en AlA en comparación con el 

testigo; sin embargo, cuando se realizó la comparación entre la misma concentración y 

las diferentes auxinas se observó una mejor respuesta en altura en 2, 4-D. En la 

concentración de 0.5 JJM se observó diferencias estadísticamente significativas a los 

21 días con una ganancia en altura en IBA y AlA en comparación con el testigo. Por 

otro lado, cuando se realizaron las comparaciones entre las auxinas y sus diferentes 

concentraciones en cada uno de los días evaluados, no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas. Para la altura de la planta, el mejor tratamiento se 

observó en 2, 4-D en una concentración de O. 05 y O. 125 J.iM siendo estadísticamente 

significativa en una concentración de O. 125 JJM; en IBA se observó unas ganancia en 

altura en una concentración de O. 125 y O. 5 J.iM observándose una mejor respuesta en 

O. 5 J.iM y en AlA también se observó una respuesta muy favorable en una 
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concentración de O. 5 ¡JM, se trabajó con una significancia de O. 05 lo que quiere decir 

que tiene un 95% de significancia el valor de P=0.45520 y F= 1.0019. 
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Figura 2.4.- Peso fresco en Agave angustifolia a Jos 3 y 21 días en cada una de las auxinas 
utilizadas (IBA, AJA, ANA y 2,4-0). a) Corresponde a la concentración de 0.05 pM que está 
representado por el color rojo en cada una de las auxinas IBA, AJA, ANA, y 2,4-0 en 
comparación con el testigo (sin auxinas) representado por el color azul; b) Corresponde a la 
concentración de O. 125 pM que se representa con el color verde en cada uno de los 
tratamientos en comparación con el testigo que está representado por el color azul; e) 
Corresponde a la concentración de 0.5 pM que se representa con el color rosa en cada uno de 
los tratamientos en comparación con el testigo que está representado por el color azul. 
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Figura 2.5.- Altura de Agave angustifolia los 3 y 21 días en cada una de las auxinas utilizadas 
(IBA, AlA, ANA y 2,4-0). a) Corresponde a la concentración de 0.05 ¡.¡M que está representado 
por el color rojo en cada una de las auxinas IBA, AlA, ANA, y 2,4-0 en comparación con el 
testigo (sin auxinas) representado por el color azul; b) Corresponde a la concentración de 0.125 
¡.¡M que se representa con el color verde en cada uno de los tratamientos en comparación con 
el testigo que está representado por el color azul; e) Corresponde a la concentración de 0.5 ¡.¡M 
que se representa con el color rosa en cada uno de los tratamientos en comparación con el 
testigo que está representado por el color azul. 
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2.3. DISCUSIÓN. 

La mejor ganancia en peso fresco de Agave fourcroydes fue en un curso temporal de 

21 días en las concentraciones O. 125 y 0.5 J.1M con 2,4-0 y AlA, en la altura de la 

planta en una concentración O. 125 J.1M fue similar y en el caso de 2, 4-0 en una 

concentración 0.5 J.1M era significativamente más alta en comparación con las otras 

auxinas, para el caso de Agave angustifolia se observó que la mejor ganancia en peso 

fresco fue en un curso temporal de 21 días con 2,4-0 a una concentración de O. 125 y 

O. 5 J.1M, y en altura de la planta se observó una mejor altura en una concentración de 

O. 125 J.1M y para una concentración O. 5 J.1M no se observa una altura mejor pero si la 

formación de callo en los brotes , en otros protocolos de propagación de plantas 

monocotiledóneas como es en el caso de Allium cepa (cebolla) por vía organogénesis 

directa se utiliza una concentración 2 J.1M de 2, 4-0 para que se para que se pueda 

aumentar la cantidad de numero de brotes por explante ( Kamastaityte,O. y Stanys, 

2002) y una concentración de 4.52 J.1M para que se dé la generación de callo 

embriogénico y de esa manera realizar la propagación de esa planta por 

embriogénesis somática (Saker,M.M. 1997), otra planta monocotiledonia que tambien 

se propaga vía organogénesis directa es maíz en donde utilizan 1 J.1M de 2,4-0 

aplicado al medio de cultivo para que se pueda observar una buena regeneración de 

brotes durante el proceso de micropropagación (Shyamala, B. y R. H. Smith 1990}, por 

lo que la concentración optima que le es aplicada al medio del cultivo durante el 

proceso de multiplicación por vía organogénesis directa depende del tipo de planta 

que se desea propagar, por otro lado existen reportes en donde se relaciona que la 

inducción o formación de callos, por la acción del 2,4-0, origina la aparición de 

variaciones somaclonales que resultan indeseables cuando se pretende obtener una 

multiplicación clona/ de individuos (García et al., 1992; Bai y Knott, 1993 cit. por Malina 

y García, 1998). 

2.4. CONCLUSIÓN. 

•!• La mejor concentración en las cuales se observó una buena ganancia tanto en 

peso fresco como en altura de la planta para las dos especies de Agave spp 

con las que se trabajo fue la de 0.125 J.1M tal y como fue reportado por Manuel 

L. Robert en el año de 1997. 

•!• Los parámetros que se podrían evaluar para que se pueda observar mejor la 

respuesta de las plantas de Agave spp con las auxinas aplicadas al medio de 
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cultivo también pueden ser taza de multiplicación, conteo de brotes por 

explante, y peso seco. 
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CAPÍTULO 111. 

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE METILACIÓN GLOBAL EN EL 
ADN DE AGAVE FOURCROYDES Y A. ANGUSTIFOLIA MEDIANTE 
CUANTIFICACION POR CROMATOGRAFÍA DE ALTA EFICIENCIA LIQUIDA 
DE ALTA RESOLUCIÓN CON LOS DIFERENTES TIPOS Y 
CONCENTRACIONES DE AUXINAS. 

3.1. INTRODUCCIÓN 

Para poder evaluar el porcentaje de metí/ación global del ADN, se realizo por medio de 

cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC) en in vitro plantas para cada una de las 

especies de Agave spp que se analizó. 

La cromatografía liquida de alta eficiencia (HPLC) es una técnica que nos permite 

detectar de manera cuantitativa los componentes de un analito, se representa por dos 

fases móvil y estacionaria, la fase móvil consiste en el solvente que arrastra a la 

muestra atreves de la fase estacionaria que a su vez esta fase va a estar representada 

en un sólido o liquido fijo para que de ese manera se pueda realizar la separación del 

analito, la cromatografía de fase reversa que es la que se utilizó en este estudio se 

basa en la separación de compuestos en base a si polaridad debido a que la fase 

estacionaria se compone de partículas de sílice químicamente modificados con 

hidrocarburos saturados (C18), debido a esta característica se puede utilizar para la 

separación de aminoácidos y péptidos, por lo cual se los porcentajes de metí/ación 

global se evaluaron por medio de esta metodología en donde se determinó la 5 metil­

desoxitosina (5mdC) en el ADN genómicos, por medio de la separación y 

cuantificación de nucleócidos en el HPLC. 

3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.2.1. EXTRACCIÓN DEL ADN GENÓMICO 

Para la extracción del ADN genómico se utilizó la metodología reportada por 

Echevarría - Machado (Echevarría-Machado et al., 2005). La integridad del ADN se 

visualizó en geles de agarosa al 1. 5% y la concentración y pureza fueron 

determinadas mediante espectrofotometría (Thermo Scientific Nano Drop TM 1 000). 
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Para cada una de las condiciones que se evaluó, se extrajo el AON por triplicado, 

partiendo de O. 5 g de diferentes muestras. 

3.2.2. PORCENTAJE DE METILACION GLOBAL (HPLC). 

Se determino la cantidad de 5-metildesoxitocitidina (5mde), presente en el AON 

genómico y mediante la cuantificación de nucleócidos presentes en el AON, para ello 

se utilizo la técnica descrita por Maldonado-Santoyo (Maldonado-Santoyo et al., 2011). 

Para cada muestra y tratamiento, se partió de 5¡.tg de AON genómico disuelto en agua 

ultra pura, al cual se le adicionó 5¡.tl de amortiguador 10X (200mM de ácido acético, 

200mM de glicina, 50 mM de cloruro de magnesio, 5mM de acetato de Zinc y 2mM de 

cloruro de calcio a un pH=5.3). Seguidamente, se le adicionó 1¡.tl (10 U) de AONasa 

(02821-Sigma) y 1 ¡.t/ (10 U) nucleasa P1 (N8630-Sigma). Las muestra se incubaron a 

3re durante 16 h, al término las muestras fueron centrifugadas y congeladas a -2o·e 

aproximadamente 20 min. Posteriormente, las muestras se llevaron a una temperatura 

de 1oo·e durante 5 min y se le adicionó 5¡.tl de NaOH 100 mM, y 2 ¡.t/ (2U) de fosfatasa 

alcalina (P4879-Sigma) . Las muestras se incubaron durante 3 h y media a 3re y se le 

adicionaron 100 ¡.ti de agua ultra pura y 50 ¡.t/ de la fase móvil (amortiguador de 

fosfatos pH =4.1). Las muestras se centrifugaron a 18,000 X g por 10 min, y el 

sobrenadante se filtró a través de un filtro de 0.22 ¡.tm en unos insertos dentro de los 

viales para HPLe. 

• Condiciones cromatografías. 

Se inyectaron 50 ¡.t/ de las muestras para cada una de las condiciones por triplicado en 

el HPLe (Aiigent Series 1200®}, a través de una columna de fase reversa Kromasil 

e18 (250 x 4. 6 mm y 5¡.tm tamaño de Phenomenex). Para determinar la absorbancia, 

se utilizó un detector de diodos a 286 nm. La separación de nucleócidos se logró con 

una mezcla de cuatro fases móviles: fase A, agua desionizada; fase 8 , Acetonitrilo; 

fase e, metano/; fase O, amortiguador de fosfatos (50mM de fosfato de amonio 

dibásico, 15mM acetato de amonio, pH=4.1;el pH fue ajustado con ácido fosfórico) .EI 

gradiente utilizado para la separación fue: O a 4 min, 80% A y 20% O; 4 a 11 min, 78% 

A, 2% e y 20% O; 11 a 15 min, 77% A, 3% e y 20%0; 15 a 15.8 min, 35% A, 20%8, 

25% e y20%e; 15. 8 A 16 m in, 30%A, 25%8,25% e y20%0, con un total de flujo de 1 

38 



Capítulo 111 

mllmin, el tiempo del programa de gradiente de fases móviles fue de 16 min, con un 

tiempo de estabilización de la columna de 5 min en 75%A y 25%0. 

El porcentaje de metilación del ADN genómico se calculó tomando en cuenta el área 

bajo la curva de los cromatogramas (Figs. 2 y 3). Para calcular el porcentaje de 

metilación global se utilizó la siguiente fórmula : 

[5mdC] 

% Metilación global = 
[(5mdC + dC)] 

5mdC= mUA 5 metil, 2- desoxitosina, 

dC= mUA 2-desoxitosina. 

X100 

DAD 1 C, Slg=286 ,6 Ref=360 ,6 (ZAA1123 201 3-03-27 19-09-4 7\001-01 01.D ) 

mAU 

25 

20 

15 

·to 

S 

o 2 4 13 8 10 

Tiempo de retención (m in) 

12 14 

Figura 3.1.- Cromatograma del HPLC de una muestra estándar que muestra la separación de 
nucleósidos hidro/izados a una de onda de 286 nm. 
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S~gnal 1 : DAD1 C, S~g=286 , 8 Ref=360 , 8 

Peak RetTi me Ty pe Width Ar ea He igh t Ar ea 

# [min ) [min] [mAU *s) [mAU) % 

-- --l---- ---l- - -- 1------- l-------- -- l---------- l- ----- -- l 
1 5 . 3 64 BB 0 .1 3 1 1 164. 8 6194 19 .02 52 8 18 . 5331 

dC 2 6. 541 BB 0.0 91 0 18 1. 63 747 29. 838 4 7 20 . 4189 

SmdC 

3 6 . 899 BB o. 0 931 38.255 47 6 . 272 9 6 4 . 3 005 

4 8 . 750 BV 0.101 0 15 8 . 4 61 82 23. 4161 5 17 . 8 136 

----..j5 9 . 0 48 VB o .1072 8 7. 653 59 12.2 9447 9 .8 5 37 

6 9. 8 92 BB o. 114 1 9 5. 7 5 632 12 . 68 163 10.76 45 

7 11. 935 BB o . 128 4 8 4. 9 18 60 9 . 8 6302 9 . 5 4 62 

8 13 .. 405 BB 0.1 311 1 6 . 9393 8 l. 95531 l. 90 43 

9 1 6. 8 3 4 BB 0.08 18 6. 310 55 1 . 15452 0 . 7094 

10 18 .7 3 1 BBA o. 2 14 7 54. 7 59 41 3 .42233 6.1558 

Figura 3.2.- Cuantificación de la concentración de la 2 - desoxicitidina y 5-meti/, 2-
desoxicitidina mediante el área bajo la curva (mAU). 

3.3. RESULTADOS. 

El porcentaje de metí/ación global se cuantificó en A. fourcroydes y A. angustifo/ia 

tratadas con IBA, ANA, AlA y 2,4-D a una concentración de 0.05, 0.125 y 0.5 J.lM y sin 

auxinas (testigo) . Los análisis se realizaron usando cromatografía líquida de alta 

eficiencia como se describe en la sección de materiales y métodos. 

A. fourcrovdes 

Al realizar la cuantificación de la metí/ación global se pudo observar una diferencia 

significativa entre el día 3 y 21. En el día 21 se observó una disminución en el 

porcentaje de metí/ación global aunque no de manera significativa ya que el valor de p 

= 0.36583 (Fig. 10.1 anexos}, en las diferencias encontradas por concentración hay 

diferencias altas con un valor de p = 0.00815 (Fig.10.2 anexos) entre el testigo y las 

concentraciones O. 05, O. 125 y O. 5 J.lM ya que disminuye significativamente los 

porcentajes globales de metí/ación. Se observó que hay diferencias significativas 

principalmente en ANA y 2,4-0 siendo 2,4-0 quien presenta una mayor diferencia al 

reducir significativamente los porcentajes de metí/ación global del ADN en cada una de 

las concentraciones y días evaluados. En presencia de 2, 4-D a una concentración de 

Q_ 5 J.lM se observó una disminución en los porcentajes de metí/ación global de manera 

considerable. A una concentración de o_ 05 J.lM se encontró que la menor metí/ación 
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global fue en presencia de 2,4-0 a /os 3 días y el que obtuvo mayor metilación tanto a 

/os 3 días como a /os 21 fueron las plantas tratadas con IBA. Sin embargo, conforme la 

concentración de /as auxinas aumentaba, el porcentaje de metilación aumentaba para 

AlA y ANA (Fig 3. 1 ). 

A. anqustifolia 

En esta especie también se encontraron diferencias significativas en O. 125 y O. 5 ¡JM 

entre las diferentes auxinas. En el caso de O. 05 11M en el día 3 no se observaron 

cambios entre las auxinas. Sin embargo, en el día 21 /as diferencias observadas 

fueron que las auxinas ANA y 2,4-0 aumentan el porcentaje de metilación que IBA o 

AlA. Esto indica fuertemente que la respuesta en los porcentajes globales de 

metilación del AON depende de la auxina utilizada, las diferencias entre /as 

concentraciones y /os días con el tratamiento. También son evidentes observando que 

para todas /as concentraciones aumenta la metilación en relación con el testigo 

durante todo el curso temporal mantiene /os porcentajes de metilación, /as diferencias 

observadas son altas ya que tienen un valor de p=O. 00025 (Fig. 1 O. 8 anexos), /as 

diferencias entre los reguladores y /os días 3 y 21. También es evidente para AlA, ANA 

y 2,4-0 ya que aumentan su porcentaje en la metilación global, en el caso de IBA se 

mantienen /os porcentajes de metilación con un valor de p= 0.00134 (Fig. 10.9), en 

IBA en /as diferentes concentraciones utilizadas no presenta cambios en /os 

porcentajes de metilación, para AlA se observan diferencias entre la concentración 

O. 125 11M aumentando /os porcentajes de metilación del AON en relación a sus demás 

concentraciones utilizadas, en el caso de ANA se hay diferencias entre la 

concentración 0.125 y 0.5 ¡JM, no presentando diferencias para /as demás 

concentraciones restantes y para el caso de 2,4-0 se observa únicamente diferencias 

en la concentración 0.125 11M en relación a /as demás concentraciones en donde no 

se observan diferencias significativas valor de p= 0.00163 (Fig.10. 10 anexos) y por 

último las diferencias encontradas en curso temporal, concentración y auxina son altas 

donde lo podemos observar que para la concentración de 0.05 11M ANA y 2,4-0 

aumentan /os porcentajes de metilación global del día 3 al 21 , de igual manera ocurre 

en O. 125 ¡JM pero también aumentando /os porcentajes de metilación global en AlA, 

para O. 5 ¡JM también se muestran aumentados significativamente, en el caso de IBA 

en todas /as concentraciones mantiene sus porcentajes de metilación global, en Agave 

angustifolia es donde se observan más cambios en /os porcentajes de metilación 

global para todas /as concentraciones estos cabios abarcan desde disminuir sus 
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porcentajes de metí/ación del ADN en el primer curso temporal tal y como se observa 

en AlA y 2, 4-0 en una concentración O. 5 ¡.;M hasta la tendencia observable de 

aumentar los porcentajes de metí/ación en el día 21 el valor de p= 0.00673 (Fig. 3.2). 
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Figura 3 3.- Muestra el análisis que se realizó para mostrar los porcentajes de metilación global de Agave fourcroydes en cada uno de sus concentraciones y 
auxinas utilizadas encontrando en el eje de las X porcentaje de metilación en el de las y el curso temporal de 3 y 21 días, el color azul corresponde a IBA, el 
color rojo corresponde a AlA, el color verde corresponde a ANA y el rosa corresponde a 2,4-D. 
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Figura 3.4.- Muestra el análisis que se realizó para mostrar los porcentajes de metí/ación global de Agave angustifolia en cada uno de sus concentraciones y 
auxinas utilizadas encontrando en el eje de las X porcentaje de metí/ación en el de las y el curso temporal de 3 y 21 días, el color azul corresponde a IBA , el 
color rojo corresponde a AlA, el color verde corresponde a ANA y el rosa corresponde a 2,4-D. 
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3.4. DISCUSIÓN. 

En el caso de la cuantificación de los porcentajes globales de metilación se observó 

que en el caso de Agave fourcroydes la disminución significativa de los porcentajes de 

metilación con 2,4-0 en una concentración de 0.5 pM cuando realzar la comparación 

entre el curso temporal3 y 21 también se observa esa disminución en la metilación así 

como también se encuentra reducida cuando lo comparas con el testigo utilizado y 

para Agave angustifolia se encontró un efecto contrario en el día 21 al estar 

aumentado significativamente el porcentaje de metilación para 0.125 y 0.5 pM con la 

auxina 2,4-0 siendo más significativo en O. 125 pM, cuando se realizó la comparación 

entre el día 3 y 21 en la concentración O. 125 pM se observa el aumento en los 

porcentajes de metilación y lo mismo se observa cuando se realiza la comparación con 

el testigo, los reportes generados con respecto a la disminución de la metilación global 

existe uno realizado en Acca sellowiana (Fraga et al 2008) durante el proceso de 

embriogénesis somática de esta planta en cada uno de los estadios disminuye la 

metilación en los cursos temporales de 10, 30 y 45 ellos sugieren que esta reducción 

en la metilación del AON se puede relacionar con el uso de 2,4-0 en el proceso de 

embriogénesis, y relacionado con el aumento del porcentaje de metilación global ha 

sido elucidado por LoShiavo et al 1989 (LoShiavo et al., 1989) donde observa un 

comportamiento dosis dependiente aumenta la concentración de 2,4-0 aumenta la 

metilación global, tanto la disminución como el aumento de las porcentajes de 

metilación se relacionan con variaciones en el fenotipo dentro del proceso de cultivo 

de tejidos denominado "variación somaclonal" lo cual se podría sugerir que si no se 

llega a un restablecimiento de la metilación durante ese proceso al ser una condición 

estable podría ser que se empiecen a observar variaciones de este tipo. 

3.5. CONCLUSIÓN 

•:• La respuesta en porcentajes de metilación global del AON se observaron en el 

día 21 en una concentración de 0.5 pM para el caso de Agave fourcroydes y 

O. 125 pM para Agave angustifolia cuando le es aplicado 2, 4-0 al medio de 

cultivo. 

•!• La respuesta entre especies en porcentajes globales de AON fue diferente para 

cada una de las especies. 
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CAPÍTULO IV. 

PERFILES DE METILACIÓN POR MEDIO DE AMPLIFICACIÓN 
POLIMÓRFICA SENSIBLE A METILACIÓN (MSAP) EN AGAVE 
FOURCROYDES Y AGAVE ANGUSTIFOLIA EN DIFERENTES TIPOS Y 
CONCENTRACIONES DE AUXINAS. 

4.1. INTRODUCCIÓN 

Para evaluar los perfiles de metí/ación se utilizó la técnica de amplificación polimórfica 

sensible a metí/ación (MSAP) (Mingliang et al. , 2000) que es una modificación de la 

técnica de amplificación de longitud de fragmentos polimórficos (AFLP) reportada por 

Vos (Vos et al. , 1995). El desarrollo de MSAP se utiliza enzimas de restricción de tipo 

isozquisomeros lo que significa que reconocen el mismo sitio de corte y son sensibles 

a la metí/ación tanto interna (Hpa //) como externa (Msp /). 

Al hacer la evaluación a nivel de eventos de metí/ación nos permite conocer de 

manera más fina que tipo de metí/ación se está llevando acabó con cada uno de /os 

tratamientos utilizados en este análisis. 

4.2. MATERIAL Y METÓDOS 

Para el análisis de MSAP se partió de una mezcla de tres ADN genómicos por cada 

condición a la que fueron sometidas las plantas. Esta mezcla se le denominó bu/k, el 

cual fue digerido por cada una de las combinaciones de las enzimas de restricción 

EcoR1/Hpall y EcoR1/Mspl/ en un volumen total de 20 pi. La mezcla de digestión 

contenía 3 ¡J/ de la muestra (300 ng de AON), 2 pi de amortiguador (1X) para cada una 

de las enzimas Msp 1 y Hpa 11, 1 pi de cada una de las enzimas Msp 1 y Hpa 11 (2U), O. 5 

pi de EcoR1 (0.5 U), y por último 13.5 pi de agua ultra pura. Las muestras se 

incubaron a 3rC durante 3 h, y fueron inactivadas a ao·c (Msp 11) y 65•c (Hpa/1) por 

20 min. 

La reacción de ligación se llevó a cabo en un volumen final de 30 pi en donde 20 pi 

son el contenido del producto de digestión, 6 pi del amortiguador para la /igasa (1X), 1 

pi adaptador Eco R1 (5 pmol), 1 pi de adaptador Hpa 111 Mspl, 1 pi de la ligasa T4 (1U) 

y 1 pi de agua ultra pura y la mezcla se incubó 16•c durante 16 h. 
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La reacción de pre-amplificación se realizó en un volumen final de 20 Jll, en una 

mezcla que contenía 5 Jll de la dilución 1:5 (v:v) del producto de ligación, 2 Jll de 

amortiguador para PeR (10X), 0.6 Jll Mgel2 (1.5 mM), 0.4 Jll dNTPs (0.2 mM), 1 Jll de 

cebador MH (1 pmol), 1 Jll de cebador Eco (1 pmol), O. 1 Jll de la ADN Tag polimerasa 

(0.5 U) y 9.9 JJL de agua. Las condiciones de la PeR fueron: 94 ·e por 5 min, 94 ·e 
por 30s, 20 ciclos de 56 ·e por 60s, 72 ·e por 60s seguido de una temperatura de 

extensión de 72 •e por 7 min. Los productos digeridos, ligados y pre-amplificados 

fueron verificados en un gel de agarosa al1.5% corridos a 80 volts durante 15 min. 

La reacción de amplificación selectiva se realizó en 1 O Jll de volumen final de una 

mezcla que contenía 5 Jll de la dilución 1:25 (v:v) del producto de la pre-amplificación, 

1 Jll del amortiguador para PeR (1X) , 0.3 Jll Mgel2 (1 .5 mM), 0.2 Jll dNTPs (0.2 mM), 

2.25 Jll del cebador MH con tres nucelótidos selectivos (15 ng), 1 Jll del cebador EcoRI 

(2.5 mM) marcado con tres nucleótidos selectivos, O. 1 Jll de la ADN Tag polimerasa 

(0. 5 U) y O. 15 Jllde agua. Es importante mencionar que cada cebador del tipo Eco Rl 

fue marcado con un f/uorocromo para poderlo detectar posteriormente mediante 

secuenciación. Para las reacciones de amplificación de la PeR se utilizaron ciclos bajo 

las siguientes condiciones: 94 ·e por 5 min, 12 ciclos de touch-down de 94 ·e por 45 

s, 65- 59 ·e por 60s (disminuye 0.5 ·e por ciclo) y 72 ·e por 60s; 16 ciclos continuos 

de 94 ·e por 45 s, 52 ·e por 45 s y 72 ·e por 30 s, seguido de una extensión a 72 ·e 
por 7 min. 

Posteriormente, se tomaron 25 Jll de SLS (Sample Loading Solution-GenomeLabTM 

N" 608082), se le adicionaron 0.25 Jll STO 400 [DNA Size Standard Kit-400 

GenomeLab TM N" 608098}, y 2 Jll de la muestra diluida (2 Jll del producto de la 

amplificación selectiva y4 Jll de SLS formamida) más una gota de aceite para evitar 

que se evapore la muestra. Los fragmentos de restricción amplificados selectivamente 

fueron visualizados por medio de un secuenciador automático empleando iniciadores 

específicos EcoRI!Msp1y EcoR1/Hpal marcados con fluoroforos (AeA!eTA 04™ color 

azul) en cada combinación de cebadores y el estándar interno 01™ 400 Size 

Standard el análisis se realizó con un software denominado GeneMarker®. 

Los datos crudos obtenidos como resultado de la detección de los fragmentos 

amplificados en el secuenciador fueron importados al programa GeneMarker™. Una 

vez importados, se aplicaron los filtros con el fin de eliminar errores de intensidad 

excesiva, corregir saturación, suavizar curvas de la gráfica, eliminar traslape de 

señales entre fluorocromos y ajustar la intensidad desplegada respecto a la escala 
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(Fig. 4) . Así mismo, se revisó el patrón desplegado por el estándar interno en cada 

muestra, procurando que éste presentara un puntaje de correlación mínimo de 80 con 

respecto a la intensidad y tamaño de los fragmentos conocido, asegurando así la 

capacidad de comparación de los datos obtenidos en cuanto al tamaño de los 

fragmentos. Las muestras cuyos datos no cumplieron con el anterior requisito se 

eliminaron del análisis. Los criterios de detección automática de fragmentos incluyeron 

una intensidad de fluorescencia superior a 50 unidades y con un tamaño de fragmento 

entre 55 a 240 pares de bases posteriormente se genera una matriz binaria de O y 1 

que nos permite identificar de manera más accesible la presencia (1) o ausencia (O) de 

fragmentos generados, los tipos de eventos de metí/ación que se observaron van a 

depender del tipo de corte (sitio de restricción) de la enzima Msp 1 solo es sensible (o 

es bloqueada) a la metí/ación externa 5 'mCC-GG 3 ', Hpa 1 es sensible (o es 

bloqueada) a la metí/ación en cualquier isla metilada 5 'mCC-GG 3', 5 'CmC-GG 3', 

5 'mCmC-GG 3 '. En el cuadro 2 se muestra los tipos de eventos de metí/ación de 

acuerdo con los sitios de corte de la enzima y en el cuadro 3 se muestran las 

secuencias de los adaptadores usados para el análisis. 

Cuadro 2.- Tipos de enzimas que se utilizaron en el MSAP 

Mspl Hpal 

+ + 

+ 

+ 

Tipo 

Tipo 1: No me tila do 

Tipo 2: Metilación completa 

Tipo 3: Hemi-Metilación (solo en me y en la C) 

Tipo 4: Hipermetiladas. 
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Cuadro 3.- Secuencias de adaptadores y cebadores utilizados en este estudio. 

Adaptadores 

Hpa/1/Mspl- adaptador 1 

Hpa/1/Mspl- adaptador 11 

EcoRI- adaptador 1 

EcoRI- adaptador 11 

Cebador de pre-amplificación 

Hpa/1/Mspl- pre 

Eco- pre 

Eco- pre 

M-pre 

Cebadores selectivos 

Hpa/1/Mspl cebadores 

HM-CTA 

EcoRI- cebadores 

E-ACA 

.. 

r 

Secuencia 

5'-CGACTCAGGACTCAT-3' 

5'-GACGATGAGTCCTGAGT-3' 

5 "-CTCGTAGACTGCGTACC-3' 

5 "-AATTGGTACGCAGTCTAC-3' 

5'-GATGAGTCCTGAGTCGG-3' 

5 "-GACTGCGTACCAA TTCA-3 ' 

5 "-GATGAGTCCTGAGTAAC-3' 

5 '-GATGAGTCCTGAGTCGGCTA-3' 

5'-GACTGCG TACCAA TTCACA-3 ' 

.... .. 

, 1~ \;, A fr · A A A d , A A A 

'""'<A"'"'·'""""""' ; \ 1 "': ... • l1!.ll IZO-" I!UJ """ """ ""á: . "". 
4 SI $1 5:2 $S S. SS a 51 58 s.:iQ 11 12" $4 &$ ~ $1 8111 et 10 71 72 n 1• 1S ti n 711 7'1 .. t'l 82 8) 1 • liS • fl1 8111 11111 8ll a Sl2 113 .. M "' M 110 

., AA .~A ll A l ~ A A A A ' ~ 
• 1• 7 1 

Figura 4.1 .- Electroferograma completo generado por el secuenciador Beckman CQBOO y 
analizado en el software GeneMarker® 
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4.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS. 

El análisis que se aplicó para conocer la distribución de los datos en una superficie fue 

un análisis de homogeneidad de varianza es de tipo multivariado, donde se evalúo 

patrones de disimilitud para conocer distribución en una superficie, como también se 

evalúa la similitud de los datos en función en este caso fue para todas las auxinas 

utilizadas por cada una de las especies utilizadas y posteriormente entre especies y 

cada uno de los reguladores, resaltando que este tipo de análisis multivariado se eligió 

debido a los datos que se obtuvieron de la matriz binaria que fueron datos por 

frecuencia. 

4.4. RESULTADOS. 

En el número de fragmentos obtenidos por especie en cada una de las 

concentraciones, días evaluados y auxinas para IBA (tabla1), AlA (tabla 2}, ANA (tabla 

3}, 2,4-0 (tabla 4), los niveles de fragmentos obtenidos muestran cambios de ganancia 

y perdida de sitios en las islas de metí/ación tanto en CG como en CHG en 

comparación con el control en el cual no se observan un patrón de metí/ación entre 

curso temporal y auxinas utilizadas el comportamiento es muy variado. 

Agave fourcrovdes 

Para IBA (tabla 1) observamos que en el número de fragmentos obtenidos en los no 

metilados (NM}, iniciamos con el testigo que presento 23 fragmentos obtenidos , en el 

día tres en la concentración de 0.05 pM se obtienen 24 fragmentos, para 0.125 pM se 

obtienen 17 y por ultimo para 0.5 pM se obtienen 39 en el día 21 se generan 27 

fragmentos para 0.05 pM, 40 fragmentos para 0.125 pM, y 15 para 0.5 pM, para el tipo 

2 metilación completa se obtienen 13 en el testigo, 38 fragmentos para 0.05 pM, 31 

fragmentos para 0.125 pM, 64 fragmentos para 0.5 pM para el día 21 en 0.05 pM se 

obtienen 22 fragmentos, 19 fragmentos para 0.125 pM, 41 fragmentos para 0.5 pM en 

este tipo de sitio de metí/ación lo que podemos observar es que todas las 

concentraciones de auxinas utilizadas están aumentadas en menor o mayor 

proporción con respecto al control, para el tipo 3 hemimetiladas (HM}, muestra que en 

el testigo se obtiene 28 fragmentos, para el día 3 se obtiene 21 fragmentos para 0.05 

pM, 48 fragmentos para 0.125 pM, 42 fragmentos para 0.5 pM y por ultimo para el día 

21 en 0.05 pM se obtiene 9 fragmentos, 10 fragmentos para 0.125 pM y 51 fragmentos 
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para O. 5 pM lo que se observa es que para él día 3 se encuentra ligeramente 

disminuido y después se aumenta de manera considerable lo que no sucede en un día 

21 ya que se mantiene muy disminuido las primeras dos concentraciones y en la más 

alta concentración se observa aumentada. 

Cuadro 4.- IBA en Agave fourcroydesmuestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 
0.5 pM) en el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de 
metí/ación y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos 
obtenidos. 

Agave Fourcroydes 

Patron de fragmentos IBA Día 3 IBA Día 21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Testigo pM pM pM pM pM pM Fragmentos 

No metilado (N M) 

Tipo 1 23 24 17 39 27 40 15 213 

Met. completa (MC) 

Tipo2 + 13 38 31 64 22 19 41 213 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 21 48 42 9 10 51 213 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 130 117 68 155 144 106 213 

Para AlA (tabla 2) el número total de fragmentos obtenidos fue de 213 de ese total de 

fragmentos se generaron para el tipo de metí/ación 1 no metilado (NM) en el testigo 23 

para el día 3 en una concentración de 0.05 pM se obtienen 42 fragmentos, 56 

fragmentos para 0.125 pM, 44 fragmentos para 0.5 pM en el día 21 fueron 15 

fragmentos para 0.05 pM, 33 fragmentos para 0.125 pM, 44 fragmentos para 0.5 pM, 

en el tipo 2 metí/ación completa (MC) en el testigo se obtienen 13 fragmentos en el día 

3 en O. 05 pM se obtienen 67 fragmentos, 65 fragmentos para O. 125 pM, 52 fragmentos 

para 0.5 pM, para el día 21 se obtienen 54 fragmentos para 0.05 pM, 13 fragmentos 

para 0.125 pM, 15 fragmentos para 0.5 pM, para el tipo 3 hemimetilado (HM) se 

obtiene 28 fragmentos para el testigo, 39 fragmentos para O. 05 pM, 50 fragmentos 

para 0.125 pM, 32 fragmentos para 0.5 pM , en el día 21 se obtienen 59 fragmentos 

para 0.05 pM, 33 fragmentos para 0.125 pM y 36 fragmentos para 0.5 JJM. 

52 



Capítulo IV 

Cuadro 5.- AJA en Agave fourcroydes muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 
0.5 ¡.;M) en el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de 
metí/ación y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos 
obtenidos 

Agave Fourcroydes 

Patrón de fragmentos AlA Día 3 AlA Día 21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Testigo ¡.;M ¡.;M ¡.;M ¡.;M ¡.;M ¡.;M Fragmentos 

No metilado (N M) 

Tipo 1 23 42 56 44 15 33 44 213 

Met. completa (MC) 

Tipo2 + 13 67 65 52 54 13 15 213 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 39 50 32 59 33 36 213 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 65 42 85 85 134 118 213 

Para ANA (tabla 3) de un número total de 213 fragmentos obtenidos para el tipo 1 o 

sitios no metilados observamos que para el testigo se obtienen 23 fragmentos, en el 

día 3 se generaron 34 fragmentos para O. 05 ¡.;M, 34 fragmentos para O. 125 ¡.;M, 15 

fragmentos para 0.5 f.JM, en el día 21 se obtiene 15 fragmentos para 0.05 f.JM, 36 

fragmentos para 0.125 f.JM, 24 fragmentos para 0.5 f.JM, para el tipo 2 metilación 

completa (MC) para el testigo se obtiene 13 fragmentos para el día 3 se obtienen 73 

fragmentos para 0.05 f.JM, 34 fragmentos para O. 125 J.iM y 0.5 f.JM en el día 21 se 

obtienen 32 fragmentos para 0.05 f.JM y 0.125 f.JM y 36 fragmentos para 0.5 f.J, en el 

tipo 3 hemimentilado (HM) en el testigo se obtienen 28 fragmentos para el día 3 en 

0.05 f.JM se obtienen 45 fragmentos, 34 fragmentos para O. 125 f.JM, 45 fragmentos 

para 0.5 f.JM, para un día 21 se obtienen 43 fragmentos para 0.05 J.iM, 25 fragmentos 

para O. 124 f.JM, 49 fragmentos para 0.5 f.JM. 
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Cuadro 6.- ANA en Agave fourcroydes muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 
0.5 JJM) en el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de 
metilación y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos 
obtenidos 

Agave Fourcroydes 

Patrón de fragmentos ANA Día 3 ANA Día21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Testigo ¡.¡M ¡.¡M ¡.¡M ¡.¡M ¡.¡M ¡.¡M Fragmentos 

No metilado (NM) 

Tipo 1 23 34 34 15 15 36 24 213 

Metí/ación completa (MC) 

Tipo2 + 13 73 34 34 32 32 36 213 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 45 34 45 43 25 49 213 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 61 134 119 123 120 104 213 

Para 2,4-0 (tabla 4) se observa que el número total de fragmentos obtenidos fue de 

213 fragmentos de /as cuales /os sitios no metilados para el testigo fue de 23 en un día 

3 en 0.05 pM se obtuvieron 8 fragmentos, 19 y 16 fragmentos para 0.125 y 0.5 JJM 

respectivamente, para el día 21 se obtuvieron 19, 17 y 37 fragmentos obtenidos para 

0.05, 0.125 y 0.5 pM respectivamente, para el tipo 2 metilación completa para el 

testigo se obtienen 28 fragmentos, en un día 3 para O. 05 se obtienen 48 fragmentos, 

41 y 50 fragmentos para 0.125 y 0.5 pM, en un día 21 se obtienen 38, 31 y 23 

fragmentos para O. 05, O. 125 y O. 5 pM por lo que se puede observar que para cada una 

de /as concentraciones aumenta en número de fragmentos generados en mayor o 

menor proporción en comparación con el testigo, para el tipo 3 hemimetiladas (HM) se 

obtienen para el testigo un numero 28 fragmentos para el día 3 en una concentración 

de O. 05 pM se obtienen 46 fragmentos, se obtienen 46 y 49 fragmentos para O. 125 y 

0.5 JJM para un día 21 se obtienen 42, 48 y 20 fragmentos para 0.05, 0.125 y 0.5 pM 

respectivamente para los sitios hemimentilados (HM) se observa que en la mayoría de 

/os casos en comparación con el control el número de fragmentos generados aumento 

con excepción de O. 5 pM. 
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Cuadro 7.- 2,4-D en Agave fourcroydes muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 
0.5 JJM) en el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de 
metí/ación y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos 
obtenidos. 

Agave Fourcroydes 

Patrón de fragmentos 2,4-D Día 3 2,4-D Día 21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Control JlM JlM JlM JlM JlM JlM Fragmentos 

No metilado (NM) 

Tipo 1 23 8 19 16 19 17 37 213 

Metilación completa (MC) 

Tipo2 + 13 48 41 50 38 31 23 213 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 46 44 49 42 48 20 213 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 111 109 98 114 117 133 213 

Cuando se analiza la distribución y se realiza el porcentaje de metilación por 

concentración como se observa en la gráfica 4. 2, 4. 3 y 4. 4, logramos observar que de 

igual manera /os cambios en cada uno de /os tratamientos es variable cambia en cada 

concentración, concentración y curso temporal lo que podemos decir al respecto que 

puede haber una gran actividad en las islas de metilación. 
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Agave fourcroydes 0.05 !JM 
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Figura 4.2.- Eventos de metí/ación del ADN en Agave fourcroydes a una concentración de 0.05 
f.JM con cada uno de las auxinas utilizadas (IBA, AlA, ANA y 2,4-D) en el día 3 y 21 el color azul 
corresponde a los sitios no metilados (NM- Tipo 1), el color morado a sitios de metí/ación 
completa (MC-Tipo 2), el color gris a los sitios de hemimetilados (HM- Tipo 3), y el color gris 
obscuro a los sitios hipermetilados (HIPM- Tipo 4). 
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Figura 4.3.- Eventos de metí/ación del ADN en Agave fourcroydes a una concentración de 
0.125 f.JM con cada uno de las auxinas utilizadas (IBA, AlA, ANA y 2,4-D) en el día 3 y 21 el 
color azul corresponde a los sitios no metilados (NM- Tipo 1), el color morado a sitios de 
metí/ación completa (MC-Tipo 2), el color gris a los sitios de hemimetilados (HM- Tipo 3), y el 
color gris obscuro a los sitios hipermetilados (HIPM- Tipo 4). 
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Agave fourcroydes 0.5 JJM 
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Figura 4.4.- Eventos de metí/ación del ADN en Agave fourcroydes a una concentración de 0.5 
pM con cada uno de las auxinas utilizadas (IBA, AJA, ANA y 2,4-D) en el día 3 y 21 el color azul 
corresponde a los sitios no metilados (NM - Tipo 1 }, el color morado a sitios de me ti/ación 
completa (MC-Tipo 2), el color gris a los sitios de hemimetilados (HM- Tipo 3), y el color gris 
obscuro a los sitios hipermetilados (HIPM- Tipo 4). 

Agave anqustifolia 

En Agave angustifolia se muestran las tablas de cada una de las auxinas utilizadas 

(tabla 5), AlA (tabla 6), ANA (tabla 7), 2,4-0 (tabla 8), con cada una de las 

concentraciones en el día 3 y 21 con el número total de fragmentos, ), donde muestran 

a nivel de fragmentos obtenidos los cambios de ganancia y perdida de sitios en las 

islas de metí/ación tanto en CG como en CHG en comparación con el control no se 

observan un patrón de metilación entre curso temporal y auxinas utilizadas el 

comportamiento es muy variado 

Para IBA (tabla 5) observamos que en el número de fragmentos totales obtenidos fue 

de 412 en las cuales en los sitios no metilados (NM), se inicia con el testigo que 

presento 23 fragmentos obtenidos , en el día tres en la concentración de O. 05 pM se 

obtienen 14 fragmentos, para 0.125 pM se obtienen 16 y por ultimo para 0.5 pM se 

obtienen 6 en el día 21 se generan 23 fragmentos para 0.05 pM, 23 fragmentos para 

O. 125 pM, y 6 para O. 5 pM, para los sitios no metilados podemos observar que para la 

concentración más alta el número de fragmentos es similar para el tipo 2 metí/ación 

completa se obtienen 13 en el testigo, 36 fragmentos para O. 05 pM, 26 fragmentos 

para 0.125 J.iM, 73 fragmentos para 0.5 J.lM para el día 21 en 0.05 J.iM se obtienen 49 

fragmentos, 79 fragmentos para O. 125 J.lM, 7 4 fragmentos para O. 5 J.iM en este tipo de 
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sitio de metilación lo que podemos observar es que todas las concentraciones de 

auxinas utilizadas están aumentadas en menor o mayor proporción con respecto al 

control, para el tipo 3 hemimetiladas (HM), muestra que en el testigo se obtiene 28 

fragmentos, para el día 3 se obtiene 36 fragmentos para 0.05 f.JM, 26 fragmentos para 

0.125 f.JM, 73 fragmentos para 0.5 f.JM y por ultimo para el día 21 en 0.05 f.JM se 

obtiene 49 fragmentos, 60 fragmentos para 0.125 f.JM y 10 fragmentos para 0.5 f.JM . 

Cuadro 8.- IBA en Agave angustifolias muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 0.5 
JJM) en el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de metilación y 
el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos obtenidos. 

Agave angustifolia 

Patrón de fragmentos IBA Día 3 IBA Día 21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Control fJM fJM fJM fJM fJM fJM Fragmentos 

No metilado (N M) 

Tipo 1 23 14 16 6 23 23 6 412 

Met. completa (MC) 

Tipo 2 + 13 36 26 73 49 79 74 412 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 17 23 17 49 60 10 412 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 345 347 316 291 250 322 412 

Para AlA (tabla 5) el número total de fragmentos obtenidos fue de 412 de ese total de 

fragmentos se generaron para el tipo de metilación 1 no metilado (NM) en el testigo 23 

para el día 3 en una concentración de O. 05 f.JM se obtienen 25 fragmentos, 38 

fragmentos para 0.125 f.JM, 10 fragmentos para 0.5 f.JM en el día 21 fueron 6 

fragmentos para 0.05 f.JM, 54 fragmentos para 0.125 f.JM, 31 fragmentos para 0.5 f.JM, 

en el tipo 2 metí/ación completa (MC) en el testigo se obtienen 13 fragmentos en el día 

3 en 0.05 f.JM se obtienen 40 fragmentos, 35 fragmentos para 0.125 f.JM, 81 fragmentos 

para 0.5 f.JM, para el día 21 se obtienen 53 fragmentos para 0.05 f.JM, 17 fragmentos 

para 0.125 f.JM, 81 fragmentos para 0.5 f.JM, en este sitio de metí/ación podemos 

observar que todos se encuentran aumentados con respecto al testigo y que para O. 5 

f.JM se aumenta el número de fragmentos obtenidos pero del día 3 al 21 se mantiene, 

para el tipo 3 hemimetilado (HM) se obtiene 28 fragmentos para el testigo, 45 

fragmentos para 0.05 f.JM, 65 fragmentos para 0.125 f.JM, 6 fragmentos para 0.5 f.JM , 

en el día 21 se obtienen 26 fragmentos para 0.05 f.JM, 46 fragmentos para 0.125 f.JM y 

55 fragmentos para 0.5 JJM. 
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Cuadro 9.-AIA en Agave angustifolia muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 
0.5 JJM) en el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de 
metí/ación y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos 
obtenidos. 

Agave angustifolia 

Patrón de 

fragmentos AlA Día 3 AlA Día 21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Control J.lM l.lM J.lM l.lM l.lM J.lM Fragmentos 

No metilado (NM) 

Tipo 1 23 25 38 10 6 54 31 412 

Met. completa (MC) 

Tipo2 + 13 40 35 81 53 17 81 412 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 45 65 6 26 46 55 412 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 302 274 315 327 295 245 412 

Para ANA (tabla 7) de un número total de 412 fragmentos obtenidos para el tipo 1 o 

sitios no metilados observamos que para el testigo se obtienen 23 fragmentos, en el 

día 3 se generaron 19 fragmentos para 0.05 JJM, 11 fragmentos para O. 125 J.JM, 25 

fragmentos para 0.5 J.1M, en el día 21 se obtiene 39 fragmentos para 0.05 J.JM, 54 

fragmentos para O. 125 J.1M, 31 fragmentos para 0.5 J.JM, para el tipo 2 metí/ación 

completa (MC) para el testigo se obtiene 13 fragmentos para el día 3 se obtienen 41 

fragmentos para 0.05 J.1M, 24 y 19 fragmentos para 0.125 J.JM y 0.5 J.lM en el día 21 se 

obtienen 49 y 17 fragmentos para 0.05 J.lM y 0.125 J.JM y 81 fragmentos para 0.5 J.l, en 

el tipo 3 hemimentilado (HM) en el testigo se obtienen 28 fragmentos para el día 3 en 

O. 05 J.1M se obtienen 57 fragmentos, 40 fragmentos para O. 125 J.lM, 56 fragmentos 

para 0.5 J.lM, para un día 21 se obtienen 52 fragmentos para 0.05 J.lM, 46 fragmentos 

para O. 124 J.1M, 55 fragmentos para O. 5 J.1M. 

Cuadro 10.- ANA en Agave angustifolia muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 
0.5 JJM) en el día 3 y dfa 21 en comparación con el control con cada uno de los eventos de 
metí/ación y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de los fragmentos 
obtenidos. 
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Agave angustifolia 

Patrón de fragmentos ANA Día 3 ANA Día21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Control pM pM JJM JJM JJM JJM Fragmentos 

No metilado (NM) 

Tipo 1 23 19 11 25 35 54 31 412 

Metí/ación completa (MC) 

Tipo 2 + 13 41 25 19 49 17 81 412 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 57 40 56 52 46 55 412 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 295 336 312 276 295 245 412 

Para 2,4-0 (tabla 4) se observa que el número total de fragmentos obtenidos fue de 

412 fragmentos de las cuales los sitios no metilados para el testigo fue de 23 en un día 

3 en 0.05 J..iM se obtuvieron 27 fragmentos, 5 y 40 fragmentos para 0.125 y 0.5 J..iM 

respectivamente, para el día 21 se obtuvieron 37, 25 y 31 fragmentos obtenidos para 

0.05, O. 125 y 0.5 J..iM respectivamente, para el tipo 2 metilación completa para el 

testigo se obtienen 28 fragmentos, en un día 3 para O. 05 se obtienen 24 fragmentos, 

11 y 41 fragmentos para O. 125 y 0.5 J..iM, en un día 21 se obtienen 63, 27 y 24 

fragmentos para O. 05, O. 125 y O. 5 J..iM por lo que se puede observar que para la 

mayoría de las concentraciones aumenta en número de fragmentos generados en 

mayor o menor proporción en comparación con el testigo, para el tipo 3 hemimetiladas 

(HM) se obtienen para el testigo un numero 28 fragmentos para el día 3 en una 

concentración de 0.05 J..iM se obtienen 31 fragmentos, se obtienen 59 y 43 fragmentos 

para 0.125 y 0.5 J..iM para un día 21 se obtienen 75, 43 y 14 fragmentos para 0.05, 

0.125 y 0.5 J..iM respectivamente para los sitios hemimentilados (HM) se observa que 

en la mayoría de los casos en comparación con el control el número de fragmentos 

generados aumento con excepción de O. 5 J..iM. 
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Cuadro 11.- 2,4-D en Agave angustifolia muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125, 0.5 JJM) en 
el día 3 y día 21 en comparación con el control con cada uno de /os eventos de metilación y el total de 
fragmentos obtenidos, la tabla se creó a partir de /os fragmentos obtenidos. 

Agave angustifolia 

Patrón de fragmentos 2,4-D Día 3 2,4-D Día 21 

0.05 0.125 0.5 0.05 0.125 0.5 Total de 

Sitio de metilación Mspl Hpa/1 Control J1M pM pM pM pM pM Fragmentos 

No metilado (N M) 

Tipo 1 23 27 5 40 36 25 31 412 

Metilación completa (MC) 

Tipo2 + 13 24 11 41 63 27 24 412 

Hemimetilado (HM) 

Tipo3 + 28 31 59 43 75 43 14 412 

Hipermetilado (HP) 

Tipo4 + + 149 330 337 288 238 318 344 412 

Cuando se analiza la distribución y se realiza el porcentaje de metilación por 

concentración como se observa en la gráfica 4. 5, 4. 6 y 4. 7, logramos observar que de 

igual manera los cambios en cada uno de los tratamientos es variable cambia en cada 

concentración, concentración y curso temporal lo que podemos decir al respecto que 

puede haber una gran actividad en las islas de metilación. 
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Figura 4.5.- Eventos de metí/ación del ADN en Agave angustifolia una concentración de 0.05 
JJM con cada uno de las auxinas utilizadas (IBA, AJA, ANA y 2,4-D) en el día 3 y 21 el color azul 
corresponde a los sitios no metilados (NM- Tipo 1), el color morado a sitios de metí/ación 
completa (MC-Tipo 2), el color gris a Jos sitios de hemimetilados (HM- Tipo 3), y el color gris 
obscuro a Jos sitios hipermetilados (HIPM- Tipo 4). 
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Figura 4.6.- Eventos de metí/ación del ADN en Agave angustifolia a una concentración de 
0.125 JJM con cada uno de las auxinas utilizadas (IBA, AJA, ANA y 2,4-D) en el día 3 y 21 el 
color azul corresponde a Jos sitios no metilados (NM - Tipo 1), el color morado a sitios de 
metí/ación completa (MC-Tipo 2), el color gris a los sitios de hemimetilados (HM- Tipo 3), y el 
color gris obscuro a los sitios hipermetilados (HIPM- Tipo 4). 
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Agave angsutifolia 0.5 JJM 
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Figura 4.7.- Eventos de metilación del ADN en Agave angustifolia a una concentración de 0.5 
pM con cada uno de las auxinas utilizadas (IBA, AlA, ANA y 2,4-0) en el día 3 y 21 el color azul 
corresponde a los sitios no metilados (NM - Tipo 1), el color morado a sitios de metí/ación 
completa (MC-Tipo 2), el color gris a los sitios de hemimetilados (HM- Tipo 3), y el color gris 
obscuro a los sitios hipermetilados (HIPM- Tipo 4). 
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4.5. DISCUSIÓN. 

Para el caso de los eventos de metí/ación no se observa un patrón en los perfiles de 

metí/ación entre los cursos temporales y cada una de las auxinas utilizadas en este 

trabajo, lo que sí es evidente es que entre cada una de las especies se observa que 

los tipos de eventos de metí/ación son más abundantes y ligeramente "homogéneos" 

en Agave fourcroydes que en el caso de Agave angustifolia que se observan menos 

abundantes y no tan homogéneos como en el caso de Agave fourcroydes, se han 

realizado diversos estudios como en el caso de Arabidopsis tha/iana Smy Ka/ et al., 

2007 que los eventos de metí/ación durante el desarrollo de la planta tampoco se 

observa un perfil en los patrones de metí/ación, en el caso otros estudios durante el 

proceso de organogénesis vía directa tenemos el caso de manzana/ in vitro (Xiangqian 

et al., 2004), Rosa Hybrida L. (Minliang et al., 2004), C/ivia miniata (lirio amarillo) (Qin­

Mei et al., 2012) en donde tampoco se observa un patrón en los eventos de metí/ación 

pero sin embargo estos cambios en los eventos de metí/ación si son atribuidos al uso 

de 2, 4-0 adicionada al medio para la propagación de dichas especies, otro caso de no 

encontrar una un perfil en los eventos de metí/ación tenemos durante el proceso in 

vitro de palma aceitera en donde también se observa una hipometilación que es 

relacionada con la variación somac/onal que presenta esta planta durante este 

proceso. 

4.6. CONCLUSIÓN. 

•!• No se observó un patrón en los eventos de metí/ación pero se logró observar 

que los cambios en los eventos de metí/ación son más activos con el uso de 

2,4-0 tanto para Agave fourcooydes como Agave angustifolia. 

•!• Los eventos de metí/ación fueron más abundantes en Agave fourcroydes que 

en Agave angustifolia donde probablemente sea por el número de fragmentos 

obtenidos en cada línea ya que los fragmentos totales de Agave fourcroydes 

fue de 213 y para Agave angustifolia fueron 412. 
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CAPÍTULO V 

DISCUSION GENERAL. 

Las plantas poseen alto grado de plasticidad la cual es una característica que está 

fuertemente influenciada por los factores bióticos y abióticos a los cuales están 

expuestas. Las plantas interaccionan con el medio ambiente que las rodea lo cual 

influye en su desarrollo debido a los estímulos que van a estar coordinados por la 

organización de la cromatina (Reyes - Rosa y Gruissem, 2002). Debido a una pronta 

respuesta ante esos estímulos, la planta modifica la expresión de sus genes mediante 

la metilación del ADN (Finnegan et al. , 1996). 

La metilación en las plantas se realiza de manera simétrica (CG, CHG) y asimétrica 

(CHH) y los dos fungen como mecanismos de control en la regulación. Sin embargo, 

cuando las metilaciones se realizan de manera simétrica en las islas CG y CHG, éstas 

pueden ser transmitidas durante los ciclos de replicación del ADN; y las metilaciones 

asimétricas muy raramente se conservan si los factores externos a la que fue sometida 

no perduran (Brid y Southern, 1978) pero son de igual manera cruciales para se pueda 

realizar una pronta respuesta en la expresión genética. 

La metí/ación del ADN tiene un papel esencial durante el desarrollo en donde se 

muestra la evidencia por varios autores que una disminución en la metí/ación del ADN 

o utilizando mutantes en Arabidopsis thaliana que reducen de manera considerable la 

metí/ación, se encuentran efectos pleiotrópicos en la morfología de la planta, 

transformaciones homeóticas en los órganos florales y alteraciones en el tiempo de 

floración (Burn et al. , 1993);(Vongs et al., 1993);(Kakutani et al., 1995);(Finnegan et al., 

1996; Ronemus et al., 1999). También en el desarrollo de las semillas, la metí/ación 

puede estar actuando como un control en el mecanismo de regulación en la expresión 

diferencial de genes maternos y paternos (Chaudhuri y Messing, 1994; Kermicle, 

1978). La metí/ación también es importante durante el proceso de vernalización ya que 

se ha observado que éste proceso está mediado por una desmetilación en regiones 

promotoras en los genes que están involucrados en la floración (Burn et al. , 1993). 

La metí/ación no sólo se ha visto en procesos normales de desarrollo, también se ha 

visto sus efectos en cultivos in vitro. Por ejemplo, en cultivos celulares de tabaco a 
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bajas temperaturas (Finnegan et al., 1998},provoca una regulación desmedida de 

elementos móviles, los cuales son frecuentemente silenciados por medio de metilación 

(Kakutani et al., 2004}, y la activación de los mismos no siempre oocasiona un efecto 

negativo en la planta pues durante el proceso de división celular y en la 

gametogénesis los elementos móviles tienen información necesaria de la 

heredabilidad de sus parietales (Tanurdzic et al., 2008). 

Dentro del cultivo in vitro ocurren una serie de eventos importantes y uno de ellos es el 

proceso de división celular para que se pueda generar tejido des-diferenciado. El uso 

de auxinas en el medio de cultivo permite favorecer la división celular, pero a su vez se 

les ha relacionado directamente con los cambios en la metí/ación global del ADN y en 

los eventos de metí/ación. Por ejemplo, los cambios en los eventos de metí/ación 

observados en diferentes cultivos in vitro como los manzana (Xiangqian et al., 2004) y 

Rosa Hybrida L.(Minliang et al., 2004). Por otro lado, Müller et al. 1990 (Brown et al. , 

1989; Brown et al., 1990; Brown et al., 1993; Müller et al., 1990) encontraron cambios 

en los perfiles de metí/ación que ocurrían con alta frecuencia en plantas de maíz 

regeneradas in vitro. Keappler y Philips(Kaeppler y Philips, 1993) realizando un estudio 

en cultivo in vitro de maíz observó que mantenían algunas metilaciones por varias 

generaciones, cambios en la metí/ación del ADN y ciertos patrones de metí/ación 

podían ser heredables. 

Recientemente se le relacionó a los cambios en la metí/ación del ADN con el proceso 

de organogénesis tanto directa como indirecta de Clivia miniata (lirio amarillo) (Qin-Mei 

et al. , 2012) en donde hacen mención que la variación somaclonal en una planta in 

vitro se puede generar por varias motivos: (a) por el tipo de explante inicial para la 

propagación, (b) por la fase del callo, (e) por el proceso de regeneración de la planta, 

(d) y por la acumulación de errores en la regulación genética en el tiempo. También 

varios autores (Benzion et al. , 1984; Ja/igot et al., 2000b; Kour et al., 2009; Smy Ka/ et 

al., 2007; Yang et al., 2007) proponen que los cambios en los eventos de metí/ación se 

relacionan con la naturaleza de donde obtienen el tejido para la propagación ya que si 

lo toman directamente de las plantas derivadas del meristemo obtienen menos 

variación en los eventos de metí/ación en comparación con los evaluados en los 

tejidos directamente obtenidos de callo donde se encuentran mayor número de 

alteraciones. 

En A. tequilana se ha estudiado la implicación que tiene la expresión de transposones 

con los cambios genéticos y epigeneticos en plantas propagadasy se encontró que la 

relación entre la variabilidad genética y los patrones de metí/ación podrían favorecer la 
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activación de transposones (Díaz-Martínez et al., 2012). Dentro de la evidencia que se 

han documentado sobre el cultivo in vitro, las auxinas y los cambios en la metí/ación se 

puede sugerir que en las dos especies que se trabajó en esta tesis A. foucroydes y A. 

angustifo/ia en condiciones a las que normalmente son propagadas, los niveles en la 

metí/ación global disminuían y aumentaban respectivamente debido a la concentración 

y tipo de auxinas. La disminución en la metí/ación del ADN por cuantificación de HPLC 

se han relacionada con el uso de las auxinas dentro del proceso de cultivo de tejidos, 

como fue en el caso de la hipometilación encontrada en palma aceitera por Ja/igot et al 

2000 (Ja/igot et al. , 2000a) el efecto de la disminución significativa en la metí/ación 

global del ADN observaron yariación en el fenotipo, en el caso de Agave fourcroydes 

encontramos una disminución en la metí/ación dentro del curso temporal de 3 y 21 

días aunque la disminución entre los tratamientos y concentraciones no fue de manera 

significativa para el caso de 2,4-D si se observa que en una concentración de 0.5 J.1M 

disminuye significativamente la metilación del ADN en donde esa reducción de la 

metí/ación global en diferentes cursos temporales también se observó en Acca 

sellowiana (Fraga et al 2008) durante el proceso de embriogénesis somática de esta 

planta en cada uno de los estadios disminuye la metí/ación en los cursos temporales 

de 1 O, 30 y 45 ellos sugieren que esta reducción en la metí/ación del ADN se puede 

relacionar con el uso de 2,4-D en el proceso de embriogénesis, pero también puede 

ser que esa diminución observada también se pueda atribuir a que se involucran 

también procesos de formación de tejidos lo cual también origina disminución en la 

me ti/ación global (Valledor et al. , 201 0), en el diseño experimental que se desarrolló en 

esta investigación nos ayuda a descartar al hecho de que la reducción en la metí/ación 

global se deba a algún proceso tanto de desarrollo como de formación de tejidos 

debido a que se utilizó plantas de Agave spp en ausencia de auxinas en sus dos 

cursos temporales (3 y 21 días) y estos presentan una metí/ación global más alta que 

la cuantificada en 2,4-D en una concentración de 0.5 J.1M, por lo que se puede sugerir 

que la disminución en la metí/ación global del ADN si es una respuesta al uso de este 

regulador dentro del cultivo in vitro de Agave fourcroydes. 

Muy probablemente puede ser que la disminución en los niveles de metí/ación puede 

estar ejerciendo un control sobre la r;egu/ación en el proceso de división celular, 

desarrollo de la planta y un control en los procesos de activación de genes implicados 

en el transporte de auxinas. Por otro lado los niveles en los eventos de metí/ación se 

observaron una disminución en un 50% de los sitios metí/ación completa (CG) y 

hemimentilados (CHG) y una ganancia de sitios no metilados lo cual se relaciona con 

los niveles bajos de metí/ación global. La metilación en los sitios CHG son llevadas a 
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cabo por la familia metiltransferasas CMT (CROMOMETHYLASES) cuando están 

presentes estas metiltransferasas indican la metí/ación en regiones heterocromaticás 

(Paro y Harte, 1996).En Maíz se llevó acabó una inserción en el gen ZmMET2, que es 

un gen que codifica a la familia metiltransferasa CMT, y se determinó que esta 

mutación provocaba la reducción de la metí/ación en regiones centrometicas, 

ribosoma/es y en secuencias repetidas (Finnegan et al. , 1996; Finnegan et al. , 2000; 

Finnegan y Kovac, 2000).Por otro lado, las metiltransferasas MET1son las 

responsables de metilar islas CG y se relacionan con el mantenimiento del sitio 

metilado (Pradhan et al., 1998) y con el mantenimiento de metilaciones en secuencias 

repetidas (Finnengan y Oennis, 1993}, por lo que se puede sugerir que el 

silenciamiento de regiones repetidas pueda ser un mecanismo de respuesta para que 

se pueda ejercer un control sobre su regulación ya que si estas regiones, en particular 

transposones, se activarán generarían variabilidad genética tal y como se observó en 

A. tequilana (Oíaz-Martínez et al., 2012). 

En los resultados de A. angustifolia se observó que para el caso de ANA, los sitios de 

metí/ación completa en las islas CG aumentaron en un 8% y como ya se comentó 

éstas islas generalmente son metiladas por la MET1 que está involucrada en el 

mantenimiento de los sitios metilados en plantas. 

Se conoce que en A. tequilana, las disminuciones en los niveles de metí/ación están 

relacionados con la activación de transposones (Oíaz-Martínez et al., 2012) por lo que 

en otras especies de Agave, como las estudiadas en este trabajo, puede estar 

pasando lo mismo con la adición de 2,4-0. 

El aumento de la metí/ación global cuantificado por HPLC ha sido elucidado por 

LoShiavo et al 1989 (LoShiavo et al., 1989) donde el relaciona el aumento de la 

metí/ación del AON donde observa un comportamiento dosis dependiente aumenta la 

concentración de 2, 4-0 aumenta la metí/ación global, la evaluación también se realizó 

con otras auxinas utilizadas en cultivo de tejidos como ANA y AlA, mencionando que 

no tuvo cambios significativos en la metí/ación global del AON en las diferentes 

concentraciones que utilizo, lo cual este experimento realizado por Lo Shiavo coincide 

con lo que se observa en Agave angustifolia cuando se encuentra la planta en con 2, 4-

0 en sus diferentes concentraciones aumenta significativamente la metí/ación global, 

en relación a las demás auxinas utilizadas se observa aumento en la metí/ación global 

en ANA desde la primera concentración utilizada para AlA a partir de la 2 

concentración utilizada, lo cual no coincide con lo observado en zanahoria por Lo 
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Shiavo, a su vez hubo cambios en la metilación del ADN durante en AlA y 2, 4-D en 

una concentración de O. 5 J.iM en un día 3 se encuentra reducida de manera 

significativa la meti/ación y en un día 21 aumentada la metilación global de manera 

significativa, los cambios en la metilación global en función con las auxinas si pueden 

llegar a generar el cambio en la morfología en la planta como puede ser para el caso 

de Doritaenopsis (Park et al., 2009), bananna (Peraza-Echeverria et al., 2001), palma 

aceitera (Jaligot et al. , 2004), pero en el caso de Agave angustifolia los cambios no 

son observables lo cual concuerda con lo postula Keappler et al 1998 (Keappler et al. , 

2000; Keappler y Phillips, 1993) donde sugiere que los cambios en la metilación del 

ADN se pueden generar en respuesta algún estrés pero no se asegura que estos 

cambios sean heredados a la siguiente generación y es menos probable que se 

herede si la condición a la que fue expuesta desparece. 

Debido al análisis de los resultados y la literatura reportada en la presente tesis se 

proponer el siguiente modelo de lo que pudiera estar pasando en el cultivo de A 

angustifolia y A fourcroydes en condiciones in vitro sometidas a diferentes tipos y 

concentraciones de auxinas. 
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CAPITULO VI. 

CONCLUSIONES. 

Los resultados de peso fresco y la altura tanto para A. fourcroydes y A. angustifo/ia 

fueron diferentes entre especies y respondieron también de diferente forma bajo los 

tratamientos. 

Los cambios en /os porcentajes globales y eventos de metí/ación fueron muy variables 

por lo que se puede decir que la metí/ación del ADN es una pronta respuesta en la 

planta micropropagada para adaptarse mejor /os diferentes tratamientos. 

A. fourcroydes tuvo una mejor adaptación ya que en todos /os tratamientos con 

auxinas /os niveles de metí/ación se mantuvieron relativamente bajos. Esta 

disminución en /os niveles de metí/ación puede estar relacionada con la expresión de 

genes relacionados a la señalización de auxinas. En el caso de A. angustifo/ia se 

observó un efecto totalmente contrario al de A. fourcroydes, es decir A. angustifo/ia 

tenía mayores niveles de metí/ación lo que indica una regulación diferente a la 

encontrada en la otra especie. 
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PERSPECTIVAS 

./ Micropropagar plantas de Agave angustifolia una concentración alta (0.5 J.lM) 

por varios ciclos de resiembra haciendo una toma de muestra por ciclo para ver 

de qué manera cambia la metí/ación por cada ciclo y si se presenta una 

variante derivada del proceso de micropragación realizarle estudios de 

variabilidad genética AFLP's para saber el origen de esa variación que sea por 

cambios genéticos o epigenéticos . 

./ Analizar la señalización de auxinas en /as dos especies de Agave. Esto puede 

ser mediante el estudio de los transportadores de auxinas como PIN y también 

con el análisis de los factores de transcripción involucrados en la regulación de 

las auxinas . 

./ Aislar los eventos únicos de metí/ación por medio de geles de acrilamida y 

hacer la identificación de estas secuencias únicas mediante clonación y 

secuenciación para utilizarlos como posibles marcadores relacionados a una 

condición in vitro específica. 
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CAPITULO VIl 

ANEXOS 

Figuras anexas del análisis de varianza (ANOVA) realizado en el programa Stadistica 

8 para poder observar las diferencias significativas entre cada uno de los parámetros 

evaluados. 

Ola; LS Means 

Current effect F{1 , 64)=.82953 , p=.36583 

Vertical barsd enote +/- a anda rd errors 
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Representa las diferencias que se observan entre el curso temporal de 3 y 21 días (eje 

de las X) en Agave fourcroydes en los porcentajes globales de metí/ación del ADN (eje 

de las Y) graficando el error estándar y el valor de p= O. 36583. 

Concentración ; LS Means 

Current effect: F(3, 64)=4 .2782 , p= .00815 

Vertical bars denote +/- standard errors 
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Concentración 

Diferencias observadas para cada una de las concentraciones donde O es el testigo, 1 

es la concentración 0.05 JJM, 2 es la concentración O. 125 JJM, 3 es la concentración 

0.5 JJM (eje de las X) para Agave fourcroydes en relación a los porcentajes globales de 

metí/ación (eje de las Y) con un valor de p= O. 00815. 
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Regulador. LS Means 

Current effect: F(3, 64)=13.786, p=.OOOOO 

Vertical barsdenote +1- standard errors 
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Diferencias entre las auxinas utilizadas donde 1 = IBA, 2 =AA, 3 = ANA y 4 = 2,4-D 

(eje de las X) en Agave fourcroydes con los porcentajes globales de metilación del 

ADN (eje de las Y) con un valor de p> O. 05. 

Diferencias entre cada una de las concentraciones donde 1 = Testigo, 2 = 0.05 ¡JM, 3 = 
O. 125 ¡JM, 4 = 0.05 ¡JM (eje de las X), en Agave fourcroydes en donde en cada 

concentración se concentra cada una de las auxinas utilizadas representadas en cada 

uno de los colores azul (IBA), rojo (AlA), verde (ANA), rosa (2,4-D) en relación con sus 

porcentajes globales de metilación del ADN. 
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Current etfect: F(1 , 64)=49.864, p= .OOOOO 

Vertical bars denote +1· standard errors 
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Diferencias entre los cursos temporales 3 y 21 (eje de las X) y los porcentajes globales 

de metí/ación (eje de las Y) con un valor mayor a en Agave angustifolia p> 0.05. 

Concentración; LS Means 

Curren! effect: F(3. 64)=3.7415, p=.01531 

Vertical bars denote +1- standard errors 
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Concentraci ón 

Diferencias entre las concentraciones donde O= Testigo, 1= 0.05 J.iM, 2= 0.125 J.iM, 3= 

O. 5 J.iM (eje de las X) en relación a los porcentajes globales de metí/ación (eje de las Y) 

en Agave angustifolia con un valor de p=0.01531. 
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Current effect: F(3, 64)=4 .9270 , p= .00385 

Vertical barsdenote +/- standard errors 
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Diferencias entre cada una de las auxinas utilizadas donde 1= IBA, 2= AJA, 3= ANA, 

4= 2,4-D (eje de las X) en relación a los porcentajes globales de metí/ación del ADN 

(eje de las Y) en Agave angustifolia con un valor de p= O. 00385. 
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Current effect: F(3, 64)=7 .3815 , p= .00025 

Vertical bars denote +/-standard errors 
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Diferencias entre cada curso temporal día 3 y 21 (eje de las X) donde cada uno de los 

colores representa una concentración azul (testigo), rojo (0.05 J.1M), verde (0. 125 J.1M) , 

rosa (0.5 J.1M) En relación a los porcentajes globales de metí/ación del ADN (eje de las 

Y) en Agave angustifolia con un valor de p= 0.00025. 
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Capítulo VI/ 

Dia•Regulador, LS Means 

Current effect: F(3, 64)=5.8589 , p=.00134 

Vertical bars denote +/-standard errors 
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Diferencias entre el curso temporal día 3 y 21 (eje de las X)donde cada día está 

representado por cada auxina utilizada donde el color azul (IBA), rojo (AlA), verde 

(ANA), rosa (2,4-D), en relación a los porcentajes globales de metí/ación del ADN (eje 

de las Y) en Agave angustifolia con un valor de p= O. 00134. 

Concentración•Regulador; LS Means 

Curren! effect: F(9, 64)=3.4432 , p=.00163 

Vertical bars denote +/- standard errors 
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Diferencias entre la concentración donde O=testigo, 1= 0.05 ¡JM, 2= 0.125 ¡JM, 3= 0.5 

¡JM (eje de las X) donde en cada una concentración están cada una de las auxinas 

utilizadas azul (IBA), rojo (AlA), verde (ANA), rosa (2,4-D) en relación a los porcentajes 

de metí/ación global del ADN (eje de las Y) en Agave angustifolia con un valor de p= 

0.00163. 
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