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Abstract

ABSTRACT

DNA methylation  ar  epigene __ related molecular mechanism, which is necessary
to generate different cells with specific functions or control gene expression. In plants,
due to the plasticity possess, DI n  wylation is an important mechanism in order to
respond very quickly to activate or inactivate the genes and this way to respond to
different stresses caused by € ronmental effects. Today it is known that, in plant
tissue culture the variation occurs in global DNA methylation and the methylation
events associated with auxins  hich is known as a basic growth requlator. In plant
tissue culture it is a tool that allows mass propagate the plants form ‘elite”, Agave
fourcroydes and Agave angustifolia are species they have established protocols to
micropropagation because of the importance that this has a making household fibers,
manufacture of alcoholic beverages respectively. In the present work, the percentage
of global DNA methylatior nd the ever  from DNA methylation presents in DNA of
Agave spp exposed to different concentrations and auxin types were evaluated. In
conclusion, different concei... ations and types of @ 1S induce changes in global
methylation and metl ition events were identified, and this which can possibly
indicate the control in auxin related gene regulation.
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1.2.1. MICROPROPAGACION

£l cultivo in vitro forma parte de la multiplicacién masiva de plantas, en el cual una de

las herramjentas mas utilizadas es la microprope., _cién. La micropropagacion es una

técnica de gran imp. ancia biotecnolc,..a que consiste basicamente en la
propagacion de plantas en un ambiente artificial __trolado empleando un medio de
cultivo adecuado y es una! iica ampliamente usada para la propagacién de muchas
especies de plantas con intereses de cualquier indole como pueden ser

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

Esta técnica es asi una herramienta muy atil 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 multiplicacion 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 cuar ) estan sufefos a los estimulos adecuados. La
micropropagacion puede realizarse a través de dos vias de regeneracion: brotacion de
yemas adventicias preexic tes, produccién de yemas de novo (Mroginski et al.,
2010); (Gamborg et al., 1976; Murashige y Skoog, 1962).

Las etapas de micropropagacién son cuatro:

1) Establecimiento del iltivo, Desarrollo y multiplicacién, 3) Enraizamiento y 4)
Aclimatacién de las plantas. En casos particulares es de importancia considerar una
etapa previa (Etapa 0) que es etapa de preparacion de los explantes para el
establecimiento del cultivo (Mroginski et al., 2010).

Etapa 1: Establecimiento del cultivo

£l objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y axénicos. El éxito esta
determinado por la calidad del explante a utilizar y los principales procesos a controlar
son la seleccién, el aislamiento y esterilizacion de los explantes. Uno de los materiales
que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los obtenidos de tejidos
meristematicos, embriones o semillas. En esta etapa es donde se puede observar
contaminacién por baterias y hongos asociados a los microorganismos que resisten a
tratamientos de esterilizacién y que pueden sobrevivir a los tratamientos de

esterilizacion. También la contaminacion puede deberse a patdgenos enddgenos
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formacién de callo, es por ello que para cada cultivo es necesario optimizar un

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

1.3. REGULA . RECIEMIENTO.

Los reguladores de crecimiento, enddgenos y exégenos 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 biosintesis y transporte
dentro de la célula. | _ro de los rey..adores del crecimiento que han sido
caracterizado se encuentran el cido abcisico, los brasinoesteroides, el etileno, las
poliaminas, las giberelinas, el acido jasmonico, el acido salicilico, las citocininas, y por
ultimo a las auxinas (Depuydt y Hardtke, 2011).

Las auxinas se pueden encontrar tanto de origen natural como sintético. Dentro de las
auxinas naturales ei...ntramos al acido indol acético (AlA), y el acido indol butirico
(IBA) y de origen sintéti__ las mas conocidas ampliamente usadas esta el 2,4 di-cloro-
fenoxi acético (2,4-D), y acido naftalén ac...2o (ANA). Las funciones de las auxinas
dentro de la planta son pr.. . >ver la dominancia apical, promover la divisién celular,
favorecer la elongacién e uniformidad de crecimiento, también se han definido los
mecanismos de trasporte, vias de sefializacion y biosintesis de las auxinas dentro de
la célula vegetal (Santner et al., 2009; Santner y Estelle, 2010). Las auxinas como ya
se hamenci  do 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 metilaciones
en el ADN pueden causar cierfos efectos que pueden verse reflejado tanto en un
cambio en el fenotipo de la planta asi como también pueden presentar un cambio en
su regulacién genética ,. _r modificaciones en los mecanismos epigenéticos (Gao et al.,
2010; Jaligot et al., 20C., Kaeppler et al., 2000; Miguel y Marum, 2011, Park et al.,
2009; Smykal et al., 2007; Vidal y De Garcia, 2000).
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1.5. CAMBIOS EN LA METILACION DEL ADN POR EFECTO DE LAS AUXINAS.

Hoy en dia ya existen varios estudios en los cuales se relaciona los cambios de
metilacién del ADN con las auxinas. LoSchiavato y colaboradores (LoSchiavo et al.,
1989) analizaron la metilacion del ADN en cultivos embriogénicos y celulares de
zanahoria, y la variacién ¢ ada por las hormonas y agentes des-metilantes. El
estudio se enfocé en evaluar los niveles de metilacién durante el proceso de
embriogénesis somatica, c6  estaba determinada y como diferentes concentraciones
de auxinas tanto naturales como sintéticas influian en la metilacion del ADN. El primer
experimento que realizaron ‘e adicionarle a células de zanahorias al inicio de la
embriogénesis 0.5 mg/l de 2,4-D, __spués de 5 dias ésta concentracién se incremento
a2mg/ly 5 mg/ Los resultados que se encontraron en el porcentaje de metilacion
fueron de 16 % para condiciones normales, 40% para 2mg/l de 2,4-D y 45% para
5mg/l de 2,4-D. Este mismo experimento se realizé con otras auxinas; sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas. También se usé agentes des-metilantes y el
porcentaje de metilacion disminuyé en un 70%. Los autores sugieren que la
hipermetilacion del ADN esta relacionada con el tratamiento de altas concentraciones
de 2,4-D (LoSchiavo et al., 1989), Xianggain (Xianggian et al., 2002) trabajando con
manzana sugirié que la variacion somaclonal se suscita durante el cultivo de tejidos
posiblemente me . nte alteraciones en la cromatina, especificamente a causa de los
cambios en los niveles de metilacién del ADN. Los autores evaluaron los perfiles de
metilacién del ADN y las alteracion  de estos perfiles de metilacion ADN del genoma
de la manzana durante su crecimiento in vitro y mediante el uso de los marcadores
moleculares AFLP. La conclusién a la que llegaron fue que las alteraciones de los
niveles de metilacion se dan durante el crecimiento de las plantas en cultivo in vitro y
que los cambios en los niveles de metilacién del ADN son atribuidos principalmente
por el uso de los reg......ores de crecimiento especificamente el 2,4-D (Xianggian et
al., 2002).

1.6. CAMBIOS EN LA h_.._ACION DEL ADN DURANTE EL PROCESO DE
MICROPRL. AG ION.

El primer trabajo documentado con respecto a la variacion somaclonal y el cambio en
los eventos de metilacién fue reportado por un grupo de investigadores del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) (Peraza-Echeverria et al., 2001) en donde
observo que mas del 50% de las bananas cultivadas in vitro por micropropagacion
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viviendas y elaboracién de implementos agricolas (Garcia-Mendoza, 1995). El Agave
fue una de las primeras plantas utilizadas por los pobladores de Mescamérica y el
empleo como alimento y fibras proviene de México desde hace por lo menos 7 mil
afios (Garcia-Mendoza, 2002) aprovechando los magueyes, estos pueblos hicieron de
México su centro de domesticacion y diversificacion mediante la selecciéon humana
puesto que escogian al agave por fibras, asi como también por sus altas
concentraciones de azucares entre otras, por lo que el agave tiene su maxima
expresion en diversidad morfolégica, filogenética y evolutiva de México (Garcia-
Mendoza, 2002).

El Agave ha sido micropropagado con éxito por muchos afios utilizando técnicas de
cultivo que conlleva a la utilizacion de diferentes tipos y concentraciones de auxinas
dejando preguntas sobre como éstos reguladores del crecimiento pueden afectar la
epigenética de la planta. Es por ello que esta tesis esté enfocada al estudio del efecto
de las auxinas y su concentracién en la metilacion del ADN.

14






Capitulo |

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar el efecto de algunas auxinas (AIA, ANA, IBA y 2,4-D) bajo diferentes
concentraciones (0.05, 0.125, 0.5 uM) en el grado de metilacion del ADN en
plantulas in vitro de Agave  gustifolia y Agave fourcroydes

OBJETIVOS E_. _CiFICOS.

s Determinar el peso en fresco y altura de la planta en las lineas clonales in vitro de
Agave fourcroydes y Agave angustifolia bajo diferentes concentraciones (0.05, 0.125,
0.5 uM) y tipos de auxinas (AlA, ANA, IBA, 2,4-D).

« Determinar el porcentaje de metilacion global del ADN por medio de la cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) en plantas in vitro de Agave fourcroydes y Agave
angustifolia bajo diferentes concentraciones (0.05, 0.125, 0.5 uM) y tipos de auxinas.

» Determinar el porcentaje de eventos de metilacién del ADN por medio de la
amplificacién polimérfica sensible a la metilacién (MSAP) en plantas in vitro de Agave
fourcroydes y Agave angustifolia bajo diferentes concentraciones (0.05, 0.125, 0.5 uM)
y tipos de auxinas (AIA, ANA, IBA, 2,4-D)
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2.5 cm), fueron sometidas por dos fases de adaptacién 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 adaptacion se tomaron 10 plantas (n=10) y se pusieron en
medio MS (Murashige y Skoog, 15 ), agar al 2%, y cada uno de los tratamientos con
los que se trabajo que fueron 2,4-D, IBA, AIA y ANA a diferentes concentraciones
0.05, 0.125, 0.5 uM, y como testigo se utilizaron plantas sin auxinas. Los muestreos se
realizaron al dia cero, a los 3 y 21 dias con y sin auxinas en ambas especies. Los
parametros que se evaluaron fueron peso en fresco y la altura de la planta (Fig. 2.1).
Una vez evaluadas las plantas fent icamente, estas fueron congeladas con

nitrégeno liquido y almacenas a -80°C hasta su analisis.

Figura 2.1.- Esquematizacién del disefio experimental durante el muestreo y analisis de las
muestras.
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Figura 2.2.- Peso fresco en Agave fourcroydes a los 3 y 21 dias en cada una de las auxinas
utilizadas (IBA, AIA, ANA y 2,4-D). a) Corresponde a la concentracion de 0.05 uM que esta
representado por el color rojo en cada una de las auxinas IBA, AIA, ANA, y 2,4-D en
comparacion con el testigo (sin auxinas) representado por el color azul; b) Corresponde a la
concentracion de 0.125 uM que se representa con el color verde en cada uno de los
tratamientos en comparacién con el testigo que estd representado por el color azul, c)
Corresponde a la concentracion de 0.5 uM que se representa con el color rosa en cada uno de
los tratamientos en comparacién con el testigo que est4 representado por el color azul.
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Para A. angustifolia, de igual manera que se realizé para A. fourcroydes, se analizé el
peso fresco y la altura de las plantas a los cero, 3 y 21 dias 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 uM.
Para el peso fresco (Fig. 2.3) se partié de plantas con un peso promedio de 0.350 g. Al
igual de lo que se encontré en A wrcroydes a los 3 dias, A. angustifolia a los 3 dias
en los diferentes tratamientos no se encontraron diferencias significativas. Las
diferencias que se observaron entre tratamientos fue a Jlos 21 dias; a una
concentracion 0.05 uM (Fig. 2.3 a) se observo una resy 3sta favorable en ganancia
en peso en IBAy 2,4-D. Por otro lado, a una concentracién de 0.125 uM (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 concentracién mas alta, 0.5
uM (Fig. 2.3 ¢c), se observé que el peso fresco en IBA, ANA y 2,4-D era
significativamente mayor que en la auxina natural AlIA. En resumen, la auxina que
mejores resultados presenté en cuanto a ganancia en peso en plantas de A
angustifolia fue IBA en cualquiera de las tres concentraciones evaluadas (0.05, 0.125 y
0.5 uM). Los andlisis estadisticos 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 dia 21 en los tratamientos.

Para la evaluacion de la altura (cm) en A. angustifolia, las plantas fueron medidas al
tiempo cero, a los 3 y 21 dias en todos los tratamient = (Fig. 2.4). Se encontré que
para la concentraciéon de 0.05 uM a los 21 dias habia una respuesta favorable
mostrando diferencias estadist ._nente significativas en la altura de las plantas
tratadas con AIA en comparacion con el testigo. Para una concentracion 0.125 uM, en
el dia 21, se observé una me,.. respuesta en altura en AIA en comparacion con el
testigo; sin embargo, cuando se re _.__ la comparacion entre la misma concentracion y
las diferentes auxinas se observé una mejor respuesta en altura en 2,4-D. En la
concentracion de 0.5 uM se observo diferencias estadisticamente significativas a los
21 dias con una ganancia en altura en IBA y AlA en comparacion con el testigo. Por
otro lado, cuando se realizaron las mparaciones entre las auxinas y sus diferentes
concentraciones en cada uno de los @  evaluados, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. Para la altura de la planta, el mejor tratamiento se
o rvo en 2,4-D en una co.._2nl  i6n de 0.05 y 0.125 uM siendo estadisticamente
significativa en una concentracion de 0.125 uM; en IBA se observé unas ganancia en
altura en una concentracion de 0.1__. y 0.5 uM observandose una mejor respuesta en
0.5 uM y en AIA tan...5n observé una respuesta muy favorable en una
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Figura 2.4.- Peso fresco en Agave a stifolia a los 3 y 21 dias en cada una de las auxinas
utilizadas (IBA, AIA, ANA y 2,4-D). a) Corresponde a la concentracién de 0.05 uM que esta
representado por el color rojo en cada una de las auxinas IBA, AIA, ANA, y 2,4-D en
comparacion con el testigo (sin auxinas) representado por el color azul;, b) Corresponde a la
concentracion de 0.125 uM que se representa con el color verde en cada uno de los
tratamientos en comparacién con el testigo que estd representado por el color azul, ¢)
Corresponde a la concentracion de 0.5 uM que se representa con el color rosa en cada uno de
los tratamientos en comparacion con el testigo que esta representado por el color azul.
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2.3. DISCUSION.

La mejor ganancia en peso fresco  Agave fourcroydes fue en un curso temporal de
21 dias en las concentraciones 0.125 y 0.5 UM con 2,4-D y AlA, en la altura de la
planta en una concentracién 0. ) uM fue similar y en el caso de 2,4-D en una
concentracion 0.5 uM era sign. _ itivamente maés alta en comparacioén con las otras
auxinas, para el caso de Agave angustifolia se observd que la mejor ganancia en peso
fresco fue en un curso temporal de 21 dias con 2,4-D a una concentracion de 0.125 y
0.5 uM, y en altura de la planta se observé una mejor altura en una concentracion de
0.125 uM y para una concel... acion 0.5 uM no se observa una altura mejor pero si la
formacién de callo en los brotes , en otros protocolos de propagacion de plantas
monocotiledéneas como es en el so de Allium cepa (cebolla) por via organogénesis
directa se utiliza una concentracién 2 uM de 2,4-D para que se para que se pueda
aumentar la cantidad de numero de brotes por explante ( Kamastaityte,D. y Stanys,
2002) y una concentracion de 4.52 uM para que se dé la generacion de callo
embriogénico y de esa manera realizar la propagacion de esa planta por
embriogénesis somatica (Saker,M.M. 1997), otra planta monocotiledonia que tambien
se propaga via organogénesis directa es maiz en donde utilizan 1 uM de 2,4-D
aplicado al medio de cultivo para 1e se pueda observar una buena regeneracion de
brotes durante el proceso de micropropagacion (Shyamala, B. y R.H. Smith 1990), por
lo que la concentracién optima que le es aplicada al medio del cultivo durante el
proceso de multiplicacion por via organogénesis directa depende del tipo de planta
que se desea propagar, por otro lado existen reportes en donde se relaciona que la
induccién o formacién de callos, por la accién del 2,4-D, origina la aparicion de
variaciones somacionales que res in indeseables cuando se pretende obtener una
multiplicacion clonal de individuos (Garcia et al., 1992; Bai y Knott, 1993 cit. por Molina
y Garcia, 1998).

2.4. CONCLUSION.

% La mejor concentracién en las cuales se observé 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 uM tal y como fue reportado por Manuel
L. Robert en el afio de 1997.

% Los parametros que se podrian evaluar para que se pueda observar mejor la

respuesta de las plantas de Agav spp con las auxinas aplicadas al medio de
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Zhong, H., C. Srinivasan y M.B. Sticklen (1992a). In vitro morphogenesis of corn (Zea
mays L) |. Differentiation of multiple shoot clumps and somatic embryos from
shoot tip. Planta 187: 483-489.

Zhong, H., C. Srinivasany M.B. . klen (1992b). In vitro morphogenesis of corn (Zea
mays L) Il. Diffe  tiation of ear and tassel clusters from culture shoots apices
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Para cada una de las condiciones que se evalud, se extrajo el ADN por triplicado,
partiendo de 0.5 g de diferentes muestras.

3.2.2. PORCENTAJE _ _M....L ONGLOBAL ,Z PLC).

Se determino la cantidad de aetildesoxitocitidina (5mdC), presente en el ADN
gendmico y mediante la cuant .._acién de nucledeidos presentes en el ADN, para ello
se utilizo la técnica descrita por Maldonado-Santoyo (Maldonado-Santoyo et al., 2011).
Para cada muestra y tratamiento, se partio de 5ug de ADN gendmico disuelto en agua
ultra pura, al cual se le adicioné 5ul de amortiguador 10X (200mM de acido 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 adicion6 1yl (10 U) de ADNasa
(D2821-Sigma) y 1 ul (10 U) nucleasa P1 (N8630-Sigma). Las muestra se incubaron a
37°C durante 16 h, al términ  as muestras fueron centrifugadas y congeladas a -20°C
aproximadamente 20 min. Posteriormente, las muestras se llevaron a una temperatura
de 100°C durante 5 min y se le adicion6 5ul de NaOH 100 mM, y 2 ul (2U) de fosfatasa
alcalina (P4879-Sigma). Las muestras se incubaron durante 3 hy media a 37°C y se le
adicionaron 100 wl de agua ultra pura y 50 w de la fase movil (amortiguador de
fosfatos pH =4.1). Las mues se centrifug n a 18000 X g por 10 min, y el
sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0.22 um en unos insertos dentro de los

viales para HPLC.

e Condiciones crec..._to¢ 5.

Se inyectaron 50 ul de las muestras para cada una de las condiciones por triplicado en
el HPLC (Aligent Series 1200®), a  vés de una columna de fase reversa Kromasil
C18 (250 x 4.6 mmy 5um tamario Phenomenex). Para determinar la absorbancia,
se utilizé un detector de diodos a 286 nm. La separacién de nucleécidos se logro con
una mezcla de cuatro fases moviles: fase A, agua desionizada, fase B, Acetonitrilo,
fase C, metanol; fase D, am ¢ dor de ..sfatos (50mM de fosfato de amonio
dibasico, 15mM acetato de amonio, pH=4.1;el pH fue ajustado con é&cido fosforico).El
gradiente utilizado para la separacion fue: 0 a 4 min, 80% Ay 20% D; 4 a 11 min, 78%
A 2% Cy20% D; 11 a 15 min, 77% A, 3% C y 20%D; 15 a 15.8 min, 35% A, 20%B,
25% C y20%C; 15.8 A 16 min, 30%A, 25%B,25% C y20%D, con un total de flujo de 1
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porcentajes de metilacion del ADN en el primer curso temporal tal y como se observa
en AlA y 24-D en una concentracién 0.5 uM hasta la tendencia observable de

aumentar los porcentajes de metilacién en el dia 21 el valor de p= 0.00673 (Fig. 3.2).
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La reaccién de pre-amplificacion se realizé en un volumen final de 20 ul, en una
mezcla que contenia 5 ul de la dilucion 1:5 (v:v) del producto de ligacién, 2 ul de
amortiguador para PCR (10X), 0.6 ul MgCl, (1.5 mM), 0.4 ul dNTPs (0.2 mM), 1 ul de
cebador MH (1 pmol), 1 ul de __>ador Eco (1 pmol), 0.1 ul de la ADN Tag polimerasa
(0.5 U) y 9.9 uL de agua. Las condiciones de la PCR fueron: 94 °C por 5 min, 94 °C
por 30s, 20 ciclos de 56 °C por s, 72 °C por 60 s seguido de una temperatura de
extension de 72 °C por 7 min. Los productos digeridos, ligados y pre-amplificados
fueron verificados en un gel de agarosa al 1.5 % corridos a 80 volts durante 15 min.

La reaccién de amplificacion sele __va se realizé en 10 ul de volumen final de una
mezcla que contenia 5 pl de la dilucién 1:25 (v:v) del producto de la pre-ampilificacion,
1 ul del amortiguador para PCR (1X), 0.3 yl MgCl, (1.5 mM), 0.2 ul dNTPs (0.2 mM),
2.25 ul del cebador MH con tres nucelétidos selectivos (15 ng), 1 pl del cebador EcoR
(2.5 mM) marcado con tres nucledtidos selectivos, 0.1 ul de la ADN Tag polimerasa
(0.5 U) y 0.15 pylde agua. Es importante mencionar que cada cebador del tipo Eco Rl
fue marcado con un fluorocromo para poderlo detectar posteriormente mediante
secuenciacion. Para las reac  nes ¢ mplificacién de la PCR se utilizaron ciclos bajo
las siguientes condiciones: 94 °C . 5r , 12 ciclos de touch-down de 94 °C por 45
s, 65- 59 °C por 60 s (disminuye 0.5 °C por ciclo) y 72 °C por 60 s; 16 ciclos continuos
de 94 °C por 45 s, 52 °C por 45 sy 72 °C por 30 s, seguido de una extensién a 72 °C
por 7 min.

Posteriormente, se tomaron 25 pl SLS (Sample Loading Solution-GenomelLabTM
N° 608082), se le adicionaron 5 ul STD 400 [DNA Size Standard Kit-400
GenomelLabTM N° 608098], y 2 ul de la muestra diluida (2 pl del producto de la
amplificacion selectiva y4 ul de SLS formamida) mas una gota de aceite para evitar
que se evapore la muestra. Los fragmentos de restriccién amplificados selectivamente
fueron visualizados por medio de un secuenciador automatico empleando iniciadores
especificos EcoRI/Msp1y EcoR1/Hpal marcados con fluoroforos (ACA/CTA D4™ color
azul) en cada combinacién de cebadores y el estandar interno D1™ 400 Size
Standard el analisis se realizé con un software denominado GeneMarker®.

Los datos crudos obtenidos como resultado de la deteccién 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 saturacién, suavizar curvas de la gréfica, eliminar traslape de
sefiales entre fluorocromos y ajustar la intensidad desplegada respecto a la escala
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Cuadro 3.- Secuencias de adaptadores y cebadores utilizados en este estudio.

Adaptadores

Secuencia

Hpall/Mspl- adaptador 1
Hpall/Mspl- adaptador Il
EcoRI- adaptador |
EcoRI- adaptador /i
Cebador de pre-amplificacion
Hpall/Mspl- pre

Eco- pre

Eco- pre

M-pre

Cebadores selectivos
Hpall/Mspl cebadores
HM-CTA

EcoRI- cebadores
E-ACA

5-CGACTCA. _ACTCAT-3
5-GACGATGAGTCCTGAGT-3'
5-CTCGTAGACTGCGTACC-3’
5-AATTGGTACGCAGTCTAC-3

5-GATGAGTCCTGAGTCGG-3’

5-GACTGCGTACCAATTCA-3
5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

5-GATGAGTCCTGAGTCGGCTA-3

5-GACTGCGTACCAATTCACA-3’

Figura 4.1.- Electroferograma completo generado por el secuenciador Beckman CQ800 y

analizado en el software GeneMarker®
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para 0.5 uM lo que se observa es que para él dia 3 se encuentra ligeramente
disminuido y después se aumenta de manera considerable lo que no sucede en un dia
21 ya que se mantiene muy disminuido las primeras dos concentraciones y en la mas

alta concenltracién se observa aumentada.

Cuadro 4.- IBA en Agave fourcrc, e  iestra cada una de |  zoncentraciones (0.05, 0.125,
0.5 uM) en el dia 3 y dia 21 en comparacion con el control con cada uno de los eventos de
metilacién y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creé a partir de los fragmentos
obtenidos.

Agave Fourcroydes

Patrondef _  os IBADia3 oA wia 21
005 0125 05 005 0125 05 Total de
Sitio de metilacion Mspl Hpall Testigo uM uM uM  uM uM uM Fragmentos
No mewauo (NM)

Tipo 1 - - 23 24 17 39 27 40 15 213
Met. completa (MC)

Tipo 2 + - 13 38 31 64 22 19 41 213
Hemimetilado (HM)

Tipo 3 - + 28 21 48 42 9 10 51 213
Hipermetilado (HP)

Tipo 4 + + 149 130 117 68 165 144 106 213

Para AlA (tabla 2) el niumero total de fragmentos obtenidos fue de 213 de ese total de
fragmentos se generaron para el tipo de metilacion 1 no metilado (NM) en el testigo 23
para el dia 3 en una concentracién de 0.05 uM se obtienen 42 fragmentos, 56
fragmentos para 0.125 uM, 44 fragmentos para 0.5 uM en el dia 21 fueron 15
fragmentos para 0.05 uM, 33 fragmentos para 0.125 uM, 44 fragmentos para 0.5 UM,
en el tipo 2 metilacién completa (MC) en el testigo se obtienen 13 fragmentos en el dia
3 en 0.05 uM se obtienen 67 fragmentos, 65 fragmentos para 0.125 uM, 52 fragmentos
para 0.5 uM, para el dia 21 se obtienen 54 fragmentos para 0.05 uM, 13 fragmentos
para 0.125 uM, 15 fragmentos para 0.5 uM, para el tipo 3 hemimetilado (HM) se
obtiene 28 fragmentos para el testigo, 39 fragmentos para 0.05 uM, 50 fragmentos
para 0.125 uM, 32 fragmentos para 0.5 uM , en el dia 21 se obtienen 59 fragmentos
para 0.05 uM, 33 fragmentos para 0.125 uM y 36 fragmentos para 0.5 uM.
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Cuadro 6.- ANA en Agave fourcroydes muestra cada una de las concentraciones (0.05, 0.125,
0.5 uM) en el dia 3 y dia 21 en comparacién con el control con cada uno de los eventos de
metilacién y el total de fragmentos obtenidos, la tabla se creé a partir de los fragmentos
obtenidos

Aqave Fourcroydes

Patron d Nus dia3 ANA Dia21
005 0.125 05 005 0125 05 Total de
Sitio de metilacién Mspl Hpall Testigo uM uM uM  uM uM uM Fragmentos

No metilado (NM)

Tipo 1 - - 23 34 34 15 15 36 24 213
Metilacion completa (MC)
Tipo 2 + - 13 73 34 34 32 32 36 213
Hemimetilado (HM)
Tipo 3 - + 28 45 34 45 43 25 49 213
Hipermetilado (HP)
Tipo 4 + + 149 61 134 119 123 120 104 213

Para 2,4-D (tabla 4) se observa que el numero total de fragmentos obtenidos fue de
213 fragmentos de las cuales los _..0s no metilados para _. testigo fue de 23 en un dia
3 en 0.05 uM se obtuvieron 8 fragmentos, 19 y 16 fragmentos para 0.125 y 0.5 uM
respectivamente, para el dia 21 se obtuvieron 19, 17 y 37 fragmentos obtenidos para
0.05, 0.125 y 0.5 uM respectivamente, para el tipo 2 metilacion completa para el
testigo se obtienen 28 fragmentos, un dia 3 para 0.05 se obtienen 48 fragmentos,
41 y 50 fragmentos para 0.125 y 0.5 uM, en un dia 21 se obtienen 38, 31 y 23
fragmentos para 0.05, 0.125 y 0.5, I por lo que se puede observar que para cada una
de las concentraciones aumenta en nimero de ...gmentos generados en mayor o
menor proporcién en comparacién con el testigo, ,. . 2 el tipo 3 hemimetiladas (HM) se
obtienen para el testigo un numero 28 fragmentos para el dia 3 en una concentracion
de 0.05 uM se obtienen 46 fragmentos, se obtienen 46 y 49 fragmentos para 0.125 y
0.5 uM para un dia 21 se obtienen 42, 48 y 20 fragmentos para 0.05, 0.125 y 0.5 uM
respectivamente para los sitios hemimentilados (HM) se observa que en la mayoria de
los casos en comparacién con el control el namero de fragmentos generados aumento

con excepcion de 0.5 uM.
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sitio de metilacion lo que podemos observar es que todas las concentraciones de
auxinas utilizadas estan aumentadas en menor o mayor proporcién con respecto al
control, para el tipo 3 hemimetiladas (HM), muestra que en el testigo se obtiene 28
fragmentos, para el dia 3 se obtiene 36 fragmentos para 0... JM, 26 fragmentos para
0.125 uM, 73 fragmentos par: UMy .. ultimo para el dia .. en 0.05 uM se
obtiene 49 fragmentos, 60 fragi.._....s para 0.125 uM y 10 .. _.gmentos para 0.5 uM .

Cuadro 8.- IBAen Agave a _ st " muv__tra cada una de las conc=rtraciones (0.05, 0.125, 0.5
uM) en el dia 3 y dia 21 en crmp. n con el controlcon« ‘aunod s eventos de metilacién y
el total de fragmentos obteni. . ., I ._._.a se cre6 a partir de I.. fragmentos obtenidos.

Agave angustifolia

Patréi 2 fragmentos IBA Dia 3 .-\ Dia 21
005 0.125 05 005 0125 05 Total de
Sitio de metilacion Mspl Hpall Control uM uM UM M uM - uM Fragmentos

No metilado (NM)

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)

Tipo 3 - + 28 17 23 17 49 60 10 412
Hipermetilado (HP)

Tipo 4 + + 149 345 347 316 291 250 322 412

Para AlA (tabla 5) el nimero total de fragmentos obtenidos fue de 412 de ese total de
fragmentos se generaron para el tipo de metilacion 1 no metilado (NM) en el testigo 23
para el dia 3 en una concentraciéon de 0.05 uM se obtienen 25 fragmentos, 38
fragmentos para 0.125 uM, 10 fragmentos para 0.5 uM en el dia 21 fueron 6
fragmentos para 0.05 uM, 54 fragmentos para 0.125 uM, 31 fragmentos para 0.5 uM,
en el tipo 2 metilacion completa (MC) en el testigo se obtienen 13 fragmentos en el dia
3 en 0.05 uM se obtienen 40 fragmentos, 35 fragmentos para 0.125 uM, 81 fragmentos
para 0.5 uM, para el dia 21 se obtienen 53 fragmentos para 0.05 uM, 17 fragmentos
para 0.125 uM, 81 fragmentos para 0.5 uM, en este sitio de metilacion podemos
observar que todos se encuentran aumentados con respecto al testigo y que para 0.5
UM se aumenta el niumero de fragmentos obtenidos pero del dia 3 al 21 se mantiene,
para el tipo 3 hemimetilado (HM) se obtiene 28 fragmentos para el testigo, 45
fragmentos para 0.05 uM, 65 fragmentos para 0.125 uM, 6 fragmentos para 0.5 UM ,
en el dia 21 se obtienen 26 fragmentos para 0.05 uM, 46 fragmentos para 0.125 uM y
55 fragmentos para 0.5 uM.
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Agave angustifolia

Patrén de fragmentos ANA Dia 3 ANA Dia21
005 0125 05 005 0125 0.5 Total de
Sitio de metilacion Mspl Hpall Control uM uM uM  uM uM uM Fragmentos

No metilado (NM)

Tipo 1 - - 23 19 11 25 35 54 31 412
Metilacién completa (MC)
Tipo 2 + - 13 41 25 19 49 17 81 412
Hemimetilado (HM)
Tipo 3 - + 28 57 40 56 52 46 55 412
Hipermetilado (HP)
Tipo 4 + + 749 295 336 312 276 295 245 412

Para 2,4-D (tabla 4) se observa que el nimero total de fragmentos obtenidos fue de
412 fragmentos de las cuales los sitios no metilados para el testigo fue de 23 en un dia
3 en 0.05 uM se obtuvieron 27 fragmentos, 5 y 40 fragmentos para 0.125 y 0.5 uM
respectivamente, para el dia 21 se obtuvieron 37, 25 y 31 fragmentos obtenidos para
0.05 0.125 y 0.5 uM respectivamente, para el tipo 2 metilacion completa para el
testigo se obtienen 28 fragmentos, en un dia 3 para 0.05 se obtienen 24 fragmentos,
11 y 41 fragmentos para 0.125 y 0.5 uM, en un dia 21 se obtienen 63, 27 y 24
fragmentos para 0.05, 0.125 y 0.5 uM por lo que se puede observar que para la
mayoria de las concentraciones aumenta en numero de fragmentos generados en
mayor 0 menor proporcion en comparacion con el testigo, para el tipo 3 hemimetiladas
(HM) se obtienen para el testigo 1 numero 28 fragmentos para el dia 3 en una
concentracion de 0.05 uM se obtienen 31 fragmentos, se obtienen 59 y 43 fragmentos
para 0.125 y 0.5 uM para un dia 21 se obtienen 75, 43 y 14 fragmentos para 0.05,
0.125 y 0.5 uM respectivamente para los sitios hemimentilados (HM) se observa que
en la mayoria de los casos en comparacion con el control el nimero de fragmentos

generados aumento con excepcion de 0.5 uM.
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bajas temperaturas (Finnegan et al., 1998) provoca una regulaciéon desmedida de
elementos moviles, los cuales son frecuentemente silenciados por medio de metilacién
(Kakutani et al., 2004), y la activacién de los mismos no siempre oocasiona un efecto
negativo en la planta pues durante el proceso de division celular y en la
gametogénesis los elementos viles tienen informacién necesaria de la
heredabilidad de sus p:  tales (Tanurdzic et al., 2008).

Dentro del cultivo in vitro ocu. . ) u, _ serie de eventos importantes y uno de ellos es el
proceso de division celular par. ue se pueda generar tejido des-diferenciado. El uso
de auxinas en el medio de cultivo permite favorecer la divisién celular, pero a su vez se
les ha relacionado directamente 1 los cambios en la metilacién global del ADN y en
los eventos de metilacién. Por  emplo, los cambios en los eventos de metilacion
observados en diferentes cultivos in vitro como los manzana (Xiangqian et al., 2004) y
Rosa Hybrida L.(Minliang et al., 2004). Por otro lado, Mdller et al. 1990 (Brown et al.,
1989; Brown et al., 1990; Brown et al., 1993; Muller et al., 1990) encontraron cambios
en los perfiles de metilacién que ocurrian con alta frecuencia en plantas de maiz
regeneradas in vitro. Keappler y Philips(Kaeppler y Philips, 1993) realizando un estudio
en cultivo in vitro de maiz ob. /6 que mar.__ ian algunas metilaciones por varias
generaciones, cambios en la metilacion del ADN y cierfos patrones de metilacion
podian ser heredables.

Recientemente se le relacioné a los cambios en la metilacién del ADN con el proceso
de organogénesis tanto directa como indirecta de Clivia n  ata (lirio amarillo) (Qin-Mei
et al., 2012) en donde hacen mencién que la variacién somaclonal en una planta in
vitro se puede generar por varias motivos: (a) por el tipo de explante inicial para la
propagacion, (b) por la fase del ¢, (c) por el proceso de regeneracion de la planta,
(d) y por la acumulacién de errores en la regulacién genética en el tiempo. También
varios autores (Benzion et al., 1984, Jaligot et al., 2000b; Kour et al., 2009; Smy Kal et
al., 2007; Yang et al., 2007) proponen que los cambios en los eventos de metilacién se
relacionan con la naturaleza de donde obtienen el tejido para la propagacion ya que si
lo toman directamente de las plantas derivadas del meristemo obtienen menos
variacién en los event de metilacién en comparacién con los evaluados en los
tejidos directamente obtenidos de callo donde se encuentran mayor numero de

alteraciones.

En A. tequilana se ha estudiado la implicacién que tiene la expresion de transposones
con los cambios genéticos y _ igeneticos en plantas (.. .pagadasy se encontré que la
relacién entre la variabilidad genética y los patr " de metilacion podrian favorecer la
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CAPITULO VL.

CONCLUSIONES.

Los resultados de peso fresco y la altura tanto para A. fourcroydes y A. angustifolia
fueron diferentes entre especies y respondieron también de diferente forma bajo los
tratamientos.

Los cambios en los porcentajes gloi  3s y eventos de metilacion fueron muy variables
por lo que se puede decir que la metil  n del ADN es una pronta respuesta en la
planta micropropagada para adaptarse mejor los diferentes tratamientos.

A. fourcroydes tuvo una mejor ¢ iptacion ya que en todos los tratamientos con
auxinas los niveles de metilacion se mantuvieron relativamente bajos. Esta
disminucién en los niveles de metilacion puede estar relacionada con la expresién de
genes relacionados a la sefialize n de auxinas. En el caso de A. angustifolia se
observé un efecto totalmente contrario al de A. fourcroydes, es decir A. angustifolia
tenia mayores niveles de metilacion lo que indica una regufacién diferente a ia

encontrada en la otra especie.
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Regulador, LS Means
Current effect: F(3, 64)=4.9270, p= 00385
Vertical bars denote +/- sandard emors
56

54

52

50

48

46

% Metilacion del ADN

44

42

40

38

Regulador

Diferencias entre cada una de las auxinas utilizadas donde 1= IBA, 2= AlA, 3= ANA,
4= 2,4-D (eje de las X) en relaci... a los porcentajes globales de metilacion del ADN
(eje de las Y) en Agave angustifolia con un valor de p= 0.00385.

Dia“Concentracién; LS Means
Current effect. F(3, 64)=7.3815, p= 00025
Vertical bars denote +/- standard errors
70

65

60

55

50

45

% Metilacion del ADN

40

35

‘estigo

1.05 uM

3 21 125 pM
5 pM

30

Dia
Diferencias entre cada curso temporal dia 3 y 21 (eje de las X) donde cada uno de los
colores representa una concentracién azul (testigo), rojo (0.05 uM), verde (0.125 uM),

rosa (0.5 uM) En relacién a los porcentajes globales de metilacion del ADN (eje de las
Y) en Agave angustifolia con un valor de p= 0.00025.
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