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RESUMEN

La biotecnologia vegetal tiene como finalidad, aprovechar todas aquellas
caracteristicas agrondmicas Utiles que pueden ocurrir eventualmente en el cultivo
de tejidos vegetales; para ello fue conveniente aplicar en este estudio, la
regeneracion de plantas del “maguey tequilero” (Agave tequilana Weber cultivar
azul) via embriogénesis somaticas se siguié la metodologia ya implementada
previamente, ya que se deben utilizar como explantes segmentos de raiz de
plantas previamente establecidas, a fin de producir callos, dichos explantes fueron
obtenidos de plantas micropropagadas mediante proliferacion de yemas axilares,
en medio MS. Se emplearon dos tratamientos; el primero con 2.0 mg L* de &acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0.3 mg L de benciladenina (BA). El segundo con
3 mg L* de 2,4-D, 2 mg L de &cido naftaleneacético (ANA) y 2 mg L1de cinetina
(KIN). En ambos tratamientos se produjo baja induccion de callo, el cual fue de
apariencia friable, con caracteristicas estructurales de callos embriogénicos. Con
la finalidad de diferenciar células embriogénicas se aplico una contratincién para
ubicar células con division asimétrica. La expresién de embriones somaticos se
hizo en ausencia de reguladores de crecimiento con base en dos experimentos, el
primero en un sistema de inmersiéon temporal Orbitabion® y el segundo en medio
s6lido, ambos con 40 u 80 mg L de adenina y 500 mg L de hidrolizado de
caseina. Se encontrd que el nimero de embriones fue mas evidente en el medio
liquido que en medio sélido. A partir de 100 d de cultivo se obtuvieron plantulas
completas y para evaluar su homogeneidad genética se utilizo la técnica de RAPD
(polimorfismo de ADN amplificado aleatoriamente). La amplificacion se hizo a
partir de la combinaciéon de nueve iniciadores de la serie Amersham®y Operon® en
un volumen final de reaccion de 25 pL. Los resultados obtenidos mostraron 229
bandas diferenciales, entre 50 y 1000 pares de bases, de las cuales 69 fueron
monomorficas y 169 polimorficas. El dendrograma obtenido basado en el
coeficiente de similitud de Jaccard permitié revelar la variacion somaclonal
existente, la cual se detect6é con polimorfismos entre 33 a 90 %, con un coeficiente

de similitud entre 16 a 50 %. Asimismo se obtuvo la diferenciacion entre grupos,

VI
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donde se confirmo la existencia de diferencias genéticas entre los somaclones
originados via embriogénesis somatica, asi como con la planta madre de la cual
procedieron, que se agruparon de acuerdo al nivel de discrepancia por su origen
en dos sistemas de expresion (Orbitabion® y medio sélido). Las plantas
regeneradas tuvieron una adaptacion ex vitro exitosa lo que valida el proceso de

embriogénesis somatica en esta especie.

VIl



VARIACION SOMACLONAL EN EMBRIONES SOMATICOS DE Agave tequilana WEBER CULTIVAR AZUL -

1. INTRODUCCION

Los Agaves son de las plantas mas representativas de México, su importancia va
desde su valor econdémico valor y cultural (Sagarpa, 2004). Son considerados
plantas excepcionales por sus propiedades metabdlicas que se alberga en su
genoma, enorme riqueza genética. Ofrece un potencial de aplicacion
biotecnolégica por su gran adaptabilidad y capacidad de subsistir aun en
ambientes extremos (Martinez y col., 2007). La estrecha relacion establecida entre
los antiguos mexicanos y los Agaves permanece hasta hoy; ya que la amplia
diversidad de usos que tienen estas plantas, satisface varias de las necesidades
de los pobladores de las zonas aridas y semiaridas del pais, e incluso llegan a ser
el soporte de importantes actividades econémicas generadoras de riqueza como lo
son la industria tequilera, mezcalera, de fibras naturales (Dominguez y col., 2008)
y otras como las productoras de miel, metabolitos y recientemente de bioenergias
(biodiesel, bioetanol). Desafortunadamente las especies de Agave han sido
descuidadas desde el punto de vista del mejoramiento genético. De manera
tradicional, para aprovechar estas plantas el sistema utilizado para su propagacion
convencional es por hijuelos de rizoma. Esto ha contribuido a una disminucion en
la variabilidad genética de las poblaciones cultivadas, segun lo mencionan Gil-
Vega y col. (2001) y Alfaro y col. (2007), que tiene en Agave tequilana Weber cv.
Azul, uno de los casos mas severos que se ve afectado por enfermedades y
plagas (Consejo Regulador del Tequila, 2000). Ademas esta especie desde el
punto de vista comercial, presenta tiempos de cosecha muy largos (Robert y col.,
1992), lo que es considerado una desventaja que se suma a la baja resistencia. La
manera asexual de propagar esta planta durante afios, ha conducido a la
clonacion de diversos genotipos seleccionados y por lo tanto a encontrar pocas
variantes fenotipicas dentro de las poblaciones cultivadas (Fucikovsky, 2004).
Debido a la problemética anterior, a las herramientas de la biotecnologia vegetal
se les considera como alternativa para la obtencion de plantas sanas, (Portillo y

Santacruz-Ruvalcaba, 2006). Por ello surge el interés el desarrollar tecnologias
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para facilitar su manejo y mejoramiento, como el cultivo y la propagacion masiva in
vitro, que permite la micropropagacion en tiempos cortos y espacios reducidos.

De acuerdo con Mansilla (2004), el cultivo de tejidos comprende una gama de
técnicas, métodos y estrategias in vitro, las cuales consisten basicamente en el
cultivo de células, érganos o tejidos bajo condiciones estériles, en medios con la
composicién quimica adecuada para la produccion de plantas (Flores y Brenes,
1999). Se basa en dos principios fundamentales, la totipotencia y la
desdiferenciacion celular (Hartmann y Kester, 1995). La totipotencia, consiste en la
propiedad que tiene la célula vegetal de contener la informacidn genética
necesaria para generar una nueva planta. La desdiferenciacion es la capacidad
que tienen las células maduras de volver a una condicibn meristematica y
desarrollar un punto de crecimiento nuevo (George, 1993; Hurtado y Merino,
1994). El cultivo de tejidos vegetales se ha convertido en una alternativa
importante, dentro de los métodos convencionales de propagaciéon en una amplia
gama de especies. En lo que se refiere a A. tequilana, uno de los principales retos
que se tiene, es la necesidad de incrementar la productividad por un lado y por el
otro disminuir los costos de produccion (Mondal y col., 2004). En este sentido, la
biotecnologia ha conducido al desarrollo de una serie de técnicas que permiten un
adecuado aprovechamiento y conservacién de los recursos genéticos (Flores y
Abdelnour, 2000). Sin embargo, segun Torres-Moran y col. (2005), no existe en la
actualidad un método probado de cultivo de tejidos que mantenga la uniformidad
fenotipica de las plantas y cada uno de los métodos tiene diferente posibilidad de
originar variacion. Esta variabilidad es llamada variacibn somaclonal, la cual se
define como el cambio que puede ocurrir en una poblacion de células que son
manipuladas bajo condiciones in vitro (Mansilla, 2004); es un evento en el que
pueden aparecer modificaciones genéticas en las plantas que se producen en
laboratorio. Esta variacion se ha usado en procesos de mejoramiento genético y
para ampliar la variacion genética natural (Medina y col., 2007).

El cultivo de tejidos vegetales actia como un intermediario entre los avances
hechos por la biologia molecular en el aislamiento y modificacién de genes y la
regeneracién de plantas trasformadas (Smith y Drew, 1990). Las técnicas de
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micropropagacion se utilizan con el objetivo de obtener plantas sanas, y establecer
cultivos libres de enfermedades (Torres-Moran y col., 2005). En especifico la
embriogénesis somatica se usa como una técnica efectiva en la obtencion de
plantas completas y mejoradas en poco tiempo (Pérez, 1998); por ello es un
importante instrumento para el mejoramiento genético vegetal (Grapin y col.,
2000), que permite la propagacion clonal, transformacioén genética y estudios de
desarrollo de embriones (Vendrame y col.,, 1999). Sin embargo, la fidelidad
genética de los embriones somaticos debe ser evaluada y asimismo, verificar la
produccion de verdaderos clones, ya que, segun Larkin y Scowcroft (1981), puede
existir una variabilidad genética que surge como consecuencia de la
desdiferenciacion celular que ocurre durante el cultivo in vitro (Kaeppler, 2000).
Cuando el principal objetivo es la propagaciéon clonal in vitro, la variacién
somaclonal es un fenomeno no deseado (Polanco y col., 2002). En el entendido
de que pueda ocurrir cierta inestabilidad genética dentro del cultivo in vitro, ha
obligado a usar sistemas de deteccion a nivel molecular para la identificacion de
estas variaciones y conocer el grado de estabilidad genética. El analisis genético
es un complemento importante en los procesos de micropropagacion, por lo que
se emplea a la biologia molecular, como una herramienta necesaria para
determinar las diferencias génicas que puedan presentarse (Riasco y col., 2003).
A primera instancia se considera el uso de marcadores moleculares utiles para
determinar niveles de integridad o estabilidad génica, los cuales detectan
polimorfismos a nivel de ADN (acido desoxirribonucleico), proporcionando el perfil
genético de cada individuo (Pardo y col., 2008).
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2. ANTECEDENTES

2.1Descripcién del género Agave

El nombre del género Agave proviene del griego que significa “admirable” y fue
descrito por Linneo en 1773 (Vasquez-Garcia y col., 2007). Las especies de
Agave presentan una enorme importancia ecolégica, econémica y cultural en
Norteamérica, especialmente en México donde existe una mayor diversidad de
este género. Han sido importantes para los pobladores de México desde tiempos
remotos y se mantienen como una opcidn productiva interesante en diversas
zonas aridas y semiaridas del pais (Dominguez y col., 2008). Asimismo el género
esta representado por una gran diversidad de especies con una gran variabilidad
de formas y tamafos, colores y estrategias de vida. Se calcula que surgié hace
apenas 10 millones de afios (Colunga-GarciaMarin, y col., 2007), producto de una
espectacular radiacion adaptativa (Eguiarte y col., 2000). Tan so6lo en México
crecen y prosperan al menos 136 especies, 26 subespecies, 29 variedades y 7
formas de magueyes (Garcia y Serrano, 2009), desde los pequefios magueyes
henequeneros hasta los gigantescos magueyes del altiplano mexicano. Este
elevado numero de especies corresponde a que México se le considere su centro
de origen y diversificacion (Vazquez-Garcia y col., 2007). Morfolégicamente son
plantas adaptadas a condiciones de aridez, perennes, rizomatosas, tienen una
forma caracteristica de roseta y poseen raices muy ramificadas, hojas suculentas
con cuticula gruesa con estomas hundidos; flores protandricas de color amarillo
verdoso; fruto capsular lefioso alargado dehiscente (Gonzalez y col 2009). Con
metabolismo acido de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés) (Dominguez
y col., 2008). El metabolismo CAM es un mecanismo de adaptacion de las plantas
de zonas aridas para facilitar la fotosintesis y ahorrar agua (Nobel y Hartsock
1976), atributo que les permite establecerse en zonas carentes de agua.

Desde el punto de vista reproductivo, la mayoria son semélparas, florecen una
sola vez a lo largo de su ciclo, aquellas policarpicas florecen a lo largo de éste
(Guillot y Meer, 2006). Para su propagacion asexual generan hijuelos de rizoma
subterrdneos y bulbillos en el escapo floral (Gonzalez y col 2009).
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2.1.1 Usos del género

Desde la época prehispanica los agaves han sido usados por los seres humanos.
Esto se debe a la amplia diversidad de usos que tienen estas plantas, ya que son
productoras de alimento, de fibras naturales, de materia prima para elaborar
bebidas alcohdlicas y por su importancia reciente como plantas ornamentales
(Garcia-Mendoza, 1995) y fuente de bioenergias. El cultivo de diferentes especies
de Agave (maguey) se desarrolld6 durante el florecimiento de las culturas
mesoamericanas (Gentry, 1982). Al jugar un papel importante para el hombre, al
proporcionarle alimento, calor, techo, vestido, medicina, bebida, uso religioso,
ornato, implementos agricolas, y otros usos diversos (Garcia-Mendoza,1998).
Antes que el maiz se constituyera como un alimento esencial, los agaves fueron la
principal fuente de carbohidratos para estas culturas (Colunga-GarciaMarin, 2008).
Sus origenes se remontan 9,000 a 10,000 afios, cuando los pueblos recolectores-
cazadores empezaron a utilizarlos como fuente de bebida espirituosa (Granich,
2007). En general, antes de la llegada de los espafioles a América, la utilidad de
los agaves fue para la obtencion de azucares y fibras. Los magueyes mezcaleros
como se conocen hoy, son resultado de miles de afios de interaccion con los
grupos humanos que los ha seleccionado, mejorando sus caracteristicas
deseables, generalmente azucares y/o fibras. En la actualidad se sefialan mas de
70 formas de empleo, las principales son, la obtencion de bebidas alcohdlicas
(como el pulque), bebidas destiladas (como lo son el tequila y el mezcal) y
numerosos productos derivados de fibras naturales. A menor escala se usan en la
construccion, como alimento, medicina y para la elaboracion de articulos
domésticos (Garcia-Mendoza, 1998). El metabolismo secundario de los agaves, es
tan complejo, que incluso producen sustancias con actividad antiinflamatoria,
anticonceptiva, y presumiblemente hasta anticancerigena (Garcia, 2000). Ademas
de emplearse para el control de la erosion y conservacion de los suelos; los
agaves son, frecuentemente, uno de los pocos sustentos econdémicos de los
agricultores en regiones con suelos pobres y pocas precipitaciones (Villalobos y
col., 1986).
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2.1.2 Distribucion

El género Agave es endémico de América y se distribuye en el sur de Canada,
México, Centroameérica, norte de Sudamérica e islas del Caribe (Briones y col.,
2008). México se considera el centro de origen y diversificacién (Vazquez-Garcia y
col., 2007), actualmente se reconocen mas de 250 especies pertenecientes a este
género, y en México se encuentran 75 % de las especies conocidas en el mundo,
dentro de las cuales el 55 % son endémicas de este pais (Garcia y Serrano,
2009). Los estados que poseen un numero mayor d e representantes son,
Oaxaca, Puebla, seguidos por Sonora, Jalisco, Coahuila, Chihuahua, San Luis
Potosi, Nuevo Leon y Zacatecas (Garcia-Mendoza, 1995). Son particularmente
abundantes en matorrales xeroéfilos, chaparrales, bosques estacionalmente secos
de Pinus-Quercus y bosques tropicales deciduos, pero hay especies en casi

cualquier bioma (Garcia-Mendoza, 2002).

2.2 Métodos para la propagacién de plantas

La propagacion de plantas consiste en efectuar su multiplicacion por medio tanto
sexual como asexual. De forma sexual a partir de semillas, donde se asegura la
variacion genética (Klug y Cummings, 1999) o bien de forma asexual empleando
partes vegetativas de la planta; este ultimo tipo de propagaciéon es muy utilizado
en muchos cultivos para mantener y explotar las caracteristicas genéticas que

presenta alguna planta en especial (Hartmann y col., 2002).
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2.2.1 Propagacioén sexual

La formacion de nuevas plantas a partir del cruzamiento de dos progenitores,
constituye el proceso de propagacion sexual. Cada progenitor aporta sus gametos
(células sexuales) masculino y femenino, ello lleva al desarrollo de un embrién y

posteriormente a la formacion de la semilla (Bewley y Black, 1985).

2.2.2 Propagacion asexual o vegetativa

Consiste en la propagacion de nuevos individuos a partir de partes vegetativas de
la planta original. Esta via se utiliza para producir una planta que posea el mismo
genotipo que la planta madre (planta donadora), es posible dado que en muchas
de éstas, los Organos vegetativos tienen capacidad de regeneracion (Mansilla,
2004). Se debe a que cada célula de las planta contiene la informacion genética
necesaria para generar una nueva planta, esta caracteristica es conocida como
totipotencia celular (Hartmann y Kester, 1995). Segun Ingram (1993), el método de
propagacion vegetativa mas utilizado es mediante estacas o esquejes, que
consiste en separar alguna porcion de la planta que posea algun tipo de yema
activa, como por ejemplo, trozo de tallo o raices que tengan estos meristemos,
para inducir el desarrollo del sistema radical o aéreo. Dentro de la propagacion
asexual in vitro se tiene cultivos tales como cultivo de 6vulos, embriones, polen,

esporas, células y tejidos (Soltero-Quintana, 2006).

2.3 El cultivo in vitro

El cultivo de tejidos puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten el
cultivo en condiciones asépticas de oOrganos, tejidos, células y protoplastos, en
medios nutritivos artificiales (Pérez, 1998). Como técnica consiste en aislar una
porcion de la planta (explante) y proporcionarle artificialmente las condiciones
fisicas y quimicas adecuadas. Esta técnica se ha convertido en una alternativa
importante dentro de los métodos convencionales de propagacion en una amplia
gama de especies (Hartmann y Kester, 1995). Tiene la ventaja de producir altos

nameros de plantas en espacios pequefios durante cualquier época del afo; de
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igual manera el crecimiento de las propagalos a menudo es mas vigoroso que las
plantas propagadas in vivo, debido principalmente al rejuvenecimiento de la planta
y la obtencién de plantas libres de enfermedades (George, 1993). El empleo de
estas técnicas en aplicaciones agricolas, puede ser muy importante en cuatro
aspectos fundamentales; segun refiere Santacruz-Ruvalcaba y col. (2008), la
micropropagacion de cultivares, la preservacion de germoplasma, produccion in
vitro de metabolitos secundarios y el mejoramiento de las especies mediante

ingenieria genética (Cheny col., 2014).

2.3.1 Fisiologia del cultivo in vitro

Las tasas de crecimiento, desarrollo y muchas de las caracteristicas fisioldgicas y
morfologicas de las plantas formadas in vitro, estan influenciadas por el ambiente
fisico, quimico y gaseoso que se origina dentro de los recipientes (Kozai y col.,
1994). Las respuestas morfogénicas pueden ser alteradas por la temperatura de
incubacion (Martin, 1980), asi como por la calidad, intensidad y duracion de la luz
(Seiber y col., 1980). Segun Rakoczy-Trojanowska (2002), la eficiencia en la
regeneracion in vitro de plantas depende de las concentraciones éptimas de
reguladores de crecimiento y el genotipo. El genotipo es un factor determinante en
todos los procesos morfogénicos, desde la capacidad del explante para su
establecimiento in vitro, asi como para la proliferacion de callo o la diferenciacion y

crecimiento de nuevos organos (Rietveld y col., 1993).

2.3.2 Procesos morfogénicos en el cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales envuelve una gama de técnicas, métodos y
estrategias in vitro, las cuales se basan esencialmente en el cultivo de células,
organos o tejidos (Flores y Brene, 1999). Esta técnica se fundamenta en el
principio de totipotencia celular (Hartmann y Kester, 1995), distinguiéndose tres
métodos de micropropagacion (George, 1993), estas son: Proliferacion de yemas,
en la cual se estimula la formacion de brotes, que se desarrollan de los

meristemos preexistentes en los explantes, manteniendo (en teoria) la fidelidad
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geneética con respecto a la planta madre. Organogénesis, que implica la obtencion
directa o indirecta a través de callo, de brotes y raices a partir de segmentos
carentes de meristemos. Embriogénesis somatica es la tercera ruta, consiste en el
desarrollo de estructuras bipolares con las caracteristicas morfologicas de
embriones cigoticos generados de células somaticas reprogramadas (Endress,
1994).

2.3.3 Embriogénesis somatica

Entre las técnicas de regeneracion se reconoce a la embriogénesis somatica como
la mas efectiva en la obtencién de plantas completas y mejoradas en poco tiempo
(Pérez, 1998), y constituye un importante instrumento para el mejoramiento
genético vegetal (Grapin y col., 2000). La embriogénesis somatica se define como
el proceso por el cual células somaticas desarrollan los estados de embriogenia y
dan como resultado plantas completas sin fusion de gametos; se puede realizar de
manera directa, donde el embribn soméatico (embrioide) se desarrolla de las
células somaticas, o indirectamente mediante la obtencion previa de callos
(Endress, 1994). Sin embargo en ambos casos los embriones somaticos se
caracterizan por ser estructuras bipolares con eje apical y radical que no poseen
conexion vascular con las células maternas (Jiménez, 1999). El gran potencial de
esta técnica radica, no solo en la rapidez del proceso de propagacion, sino en la

calidad de los materiales que se producen (Kelly y col., 2013).

2.3.4 Propagacion in vitro de Agave tequilana

En la actualidad el desarrollo de tecnologias para cultivar in vitro células, tejidos y
organos vegetales ha cobrado interés, ya que permite reproducir clones en
tiempos y espacios minimos. Para Santacruz-Ruvalcaba y col. (2008), las técnicas
de propagacion in vitro tienen la ventaja de producir altos niameros de plantas
durante cualquier época del afio; de este modo, el crecimiento de las plantas
propagadas in vitro con frecuencia es mas vigoroso que el de las plantas

propagadas in vivo, debido principalmente al rejuvenecimiento de la planta y a la
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obtencion de plantas libres de enfermedades (George, 1993). Ademas estas
técnicas sirven para el estudio y micropropagacion in vitro de metabdlitos
secundarios o el mejoramiento mediante ingenieria genética (Dominguez-Rosales,
2008). Trabajos realizados sobre el cultivo de tejidos vegetales en agavaceas y
otros géneros afines, han fijado como principal objetivo la propagacion masiva de
los mismos (Portillo, 1997); ya sea mediante la produccion de brotes adventicios
por organogeénesis (Valenzuela-Sanchez y col, 2006) 6 por la proliferacion de
yemas axilares (Robert y col.,, 1992) y embriogénesis somatica (Portillo y
Santacruz-Rubalcaba, 2006), utilizando especies de importancia economica 6 de
interés comercial (Santiz y col., 2012).

La propagacion de A. tequilana por cultivo de tejidos se inicié en la década de los
80 como propuesta para incrementar la cantidad de plantas seleccionadas con
caracteristicas deseables y homogéneas (Valenzuela, 1994). El decremento en la
calidad de los propagalos y la propagacion sexual limitada por problemas de
polinizacion y viabilidad de las semillas, asi como su crecimiento lento, son
factores que hacen a los agaves dificiles de multiplicar masivamente por métodos
convencionales (Dominguez y col., 2008). Por ello ha cobrado el interés el
desarrollo de tecnologias para facilitar su manejo y mejoramiento, como el cultivo
y propagaciéon masiva in vitro. (Dominguez-Rosales y col., 2008). En este sentido
el cultivo de tejidos constituye una de las alternativas tecnolégicas mas utilizadas
para conseguir la propagacion clonal rapida de cultivos que presentan bajos
indices de multiplicacion, puesto que se puede lograr la produccién masiva de
plantas sanas de alta calidad, libre de cualquier patdgeno que pueda afectar el
desarrollo y aprovechamiento del cultivo (Hurtado y Merino, 1994). Existen
trabajos acerca de la propagacion in vitro en especies de Agave (Robert y col.,
1987; Nikam, 1997; Martinez-Palacios, 2003; Nikam y col., 2003). Particularmente
para A. tequilana se tienen desarrollados sistemas de proliferacion de yemas
(Castro-Concha y col., 1990; Robert y col., 1992) y embriogénesis somatica
(Portillo y col., 2007). Ademas de la micropropagacion, la biotecnologia aporta

otras técnicas que pueden resultar importantes para el estudio, mejoramiento y
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conservacion de los agaves. Entre éstas, destacan los marcadores moleculares o

de ADN y la transformacién genética (Dominguez y col., 2008).

2.3.5 Propagacion tradicional

La propagacion de A. tequilana se puede dar por semillas o bulbillos o méas
eficientemente mediante hijuelos de rizoma. Por semillas es poco utilizado por los
productores, ya que al provenir de polinizacién cruzada puede presentar cierta
variacion genética en su descendencia (Portillo, 2007). Si bien es cierto que cada
planta produce una gran cantidad de semillas, este procedimiento presenta las
desventajas de bajos indices de germinacion y alta variabilidad genética. Por lo
tanto la propagacion mas convencional se hace mediante seleccién de los hijuelos
de rizoma formados en la base del tallo de la planta madre (Portillo y Santacruz-
Ruvalcaba, 2006). Este es el tipo de propagacion mas conocido y utilizado por los
productores de A. tequilana, pues su manejo es mas facil y el establecimiento se
logra mas rapido, siendo el tiempo de cosecha menor (Ruvalcaba-Ruiz, 2003).
Cada propagalo es en teoria genéticamente igual a la planta madre y se puede
trasplantar para dar origen a una nueva planta. La produccion de hijuelos por
planta después de dos a tres afios de haber sido cultivada, observada por los
cultivadores del mezcal tequilero, coincide con lo encontrado en la literatura, en

promedio entre cuatro a ocho hijuelos por rizoma Segun Ruiz y col. (2000).

2.4 Técnicas de cultivo en medio liquido y soélido

Las técnicas clasicas de micropropagacion de plantas requieren un medio de
sustento, el cual les proporcione a las plantas, tejidos o células en cuestion, los
nutrientes, agua, vitaminas y azucares entre otros, indispensables para
mantenerlos con vida y realizar los procesos morfogénicos (Soltero-Quintana,
2006). Generalmente segun su consistencia es comun dividirlos en dos grandes
grupos: cultivos en medios solido (semisdlido dependiendo de la aplicacion del
agar) y cultivos en medios liquidos, donde el explante se encuentra sumergido de
manera parcial (Mroginski y col, 2004). De acuerdo con George (1993) un medio

11
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de cultivo basico esta compuesto por macro y micronutrientes, vitaminas y fuentes
de carbono. Las concentraciones en las cuales estan dadas son necesarias para

el desarrollo del explante.

2.4.1 Biorreactores de Inmersion Temporal

La micropropagacion tiene un gran potencial comercial, debido a la velocidad con
la que se realiza la propagacion de plantas genéticamente homogéneas, por lo
general de alta calidad, vigorosas y libres de enfermedades (Amhed y col., 2001).
Si bien muchas de las veces el uso de esta técnica limitada a los cultivos de valor
agregado, debido a los costos asociados con las técnicas convencionales in vitro
(Escalona y col., 2003); demoran mucho tiempo y trabajo por lo que requieren de
un gran numero de mano de obra. Esto sin duda encarece la labor de
multiplicacion e incrementa los costos de produccion.

En la actualidad, se favorece el desarrollo de métodos de micropropagacion que
utiizan medios liquidos, ya que permiten el escalonamiento de la
micropropagacion (Eide y col., 2003). Tal es el caso de los biorreactores de
inmersion temporal (BIT), que constituyen una herramienta eficaz en la
propagacion de plantas in vitro (Aragén y col., 2004), pues aumentan su
coeficiente de multiplicacién y reafirman la calidad de las mismas. Estos medios
de cultivo se emplean para propagar masivamente material vegetal, con la ventaja
de que son sistemas semiautomatizados que permiten reducir los costos de
produccion y la manipulacién (Etienne y Berthouly, 2002). La aplicacion de la
inmersion temporal, como técnica de micropropagacion, constituye una de las
variantes mas novedosas y de gran utilidad en varios cultivos (Escalona y col.,
2003). La estrategia de adaptacion de las plantas a las condiciones de los
biorreactores de inmersion temporal es una combinacidn de caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas vy fisiologicas que permiten un uso mas eficaz de los
recursos del medio interno en el frasco (Aragon y col., 2004). Pues el disefio de
los pequefios reactores biotecnolégicos permite mantener las plantas en el mismo

contenedor, durante periodos largos de tiempo mediante la renovacion del medio
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de cultivo, lo que hace factible la automatizacion del proceso (Portillo y Santacruz-
Ruvalcaba, 2006).

2.5 Variacién somaclonal

Durante el cultivo in vitro de plantas, puede existir una variabilidad genética que
surge como consecuencia de la desdiferenciacion celular (Medina y col., 2007).
Este proceso denominado variacion somaclonal por Larkin y Scowcroft (1981),
involucra cambios fenotipicos y genéticos en las plantas regeneradas. Esta
variacion depende del genotipo, de la fuente de explante, del tiempo en que el
material ha estado sometido al cultivo in vitro, de las condiciones y composicién
del medio de cultivo y de la via de regeneracion (Cardone y Picca, 2000). Por otra
parte, se han descrito varios cambios genéticos responsables de la variacion
somaclonal en plantas, que incluyen cambios en el cariotipo, mutaciones génicas
de los genomas nucleares y citoplasmaticos, translocaciones, deleciones,
inversiones y modificaciones en los cromosomas (Peschke y Phillips, 1992). La
variacion somaclonal generalmente es espontanea y los cambios pueden ser
heredables o no (Kaeppler y col.,, 2000). Cuando la variacion somaclonal es
heredable se le asocia con rearreglos cromosomales, deleciones y mutaciones
(Sanchez-Teyer y col., 2003, Noro y col., 2007). Por otro lado, cuando la variacion
somaclonal no es heredable (epigenética), puede ser resultado de un cambio en la
expresion de los genes, pero reversible (Kaeppler y col., 2000; Smulders, 2005),
que puede estar asociado a alteraciones en los patrones de metilacion del ADN.
Segun Medina y col. (2007) la variaciébn somaclonal es de interés practico debido a
su uso potencial en el mejoramiento de plantas. Puede ser utilizada como
herramienta para inducir variabilidad genética y, en el mejor de los casos, obtener
caracteristicas agrondmicas deseables (Araujo y col., 2004); en este sentido si el
principal objetivo de la propagacion clonal in vitro, es mantener por un lado la
uniformidad y las caracteristicas con valor agronémico, este tipo de variacién es

un fendmeno no deseado (Polanco y col., 2002).
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2.5.1 Diversidad y variabilidad genética

La diversidad genética en sentido amplio es el componente mas basico de la
biodiversidad y se define como las variaciones heredables que ocurren en cada
organismo, entre los individuos de una poblacion y entre las poblaciones dentro de
una especie (Pifiero y col., 2008). La variabilidad genética es una medida de la
tendencia de los genotipos de una poblacion a diferenciarse y entre las
poblaciones dentro de una especie (Araya, 2003). Gracias a la autoduplicacién del
ADN, la informacién genética puede pasar de una generacién celular a la siguiente
y de un individuo a sus descendientes (Peschke y Phillips, 1992). Gran parte de la
variacion en los individuos proviene de los genes, es decir, es variabilidad
genética, la cual se origina por mutaciones, recombinaciones y alteraciones en el
cariotipo (el numero, forma, tamafio y ordenacién interna de los cromosomas)
(Péaez y col., 2005). Los procesos que dirigen o eliminan variabilidad genética son
la seleccion natural y la deriva genética.

La variabilidad genética permite la evolucion de las especies, ya que en cada
generacion solamente una fraccion de la poblacién sobrevive y se reproduce
transmitiendo caracteristicas particulares a su progenie (Alia y col., 2003).

Las mutaciones (de cromosoma, por insercion o eliminacion de fragmentos de
DNA, o transposones), el flujo de genes en las poblaciones (local o a largas
distancias) y la recombinacion, son los principales mecanismos por los cuales se
genera la variabilidad genética (Araya, 2003). Las consecuencias de estos
fendbmenos son los cambios en las frecuencias genotipicas y alélicas. De ahi que
el conocimiento de la diversidad genética dentro y entre las poblaciones vegetales,
sea de vital importancia tanto para la conservacion, como para la sustentabilidad y
productividad agricola (Barraza y col., 2006).

Las técnicas de cultivo in vitro han abierto la posibilidad de generar cierta
variacion, debido a la presién de seleccidén que se ejerce sobre los tejidos que son
utilizados como explantes durante el cultivo; entre ellos, meristemos, embriones
somaticos y yemas, la propia naturaleza de estos tejidos, puede significar

diferentes niveles de variacion de las plantas producidas (Pantaroli y Camadro,
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2005). Por tal razon, las plantas producidas a través de cultivos in vitro deben ser
evaluadas y/o monitoreadas para determinar sus niveles de integridad o
estabilidad genética (Pardo y col., 2008). Esto ha sido realizado al considerar

aspectos morfologicos, bioquimicos y moleculares (Hodgkin y col, 2005).

2.5.2 Medicion de la variabilidad genética

Existen basicamente dos criterios en la valoracién de la variacidn genética: la
multiplicidad y la diversidad. La multiplicidad se refiere a la cantidad de variantes
genéticas que contiene un grupo de individuos y la diversidad considera la
frecuencia con la que estan presentes las distintas variantes (Pastorino y col.,
2008). De esta manera la variabilidad genética puede ser en diferentes niveles,
desde el fenotipo hasta el material hereditario o ADN (Lara y col., 2003). Para
conocer los niveles y patrones de variacion en una especie o poblacion en primera
instancia, es por medio de la medicién de andlisis y caracteristicas morfoldgicas
(Marquez y col., 2007); a pesar de que estos marcadores varian con el ambiente y
muchas veces dependen del estado fisiolégico de las plantas (Arcade y col.,
2000).

En este sentido es necesario el desarrollo de técnicas de biologia molecular, que
permita la deteccidn de variabilidad y relaciones génicas entre individuos (Riasco y
col., 2003), ya que encuentra diferencias a partir de un mismo genoma y se basa
en secuencias tanto aleatorias como especificas, que posteriormente proporcionan
una medida estimada de las diferencias a partir de la presencia o ausencia de

bandas de ADN amplificadas en laboratorio (Sanchez-Chiang y Jiménez. 2009).

2.5.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares basados en ADN se definen como segmentos
particulares de ADN que evidencian polimorfismos, que puede localizarse en una
region codificante o no codificante y revelar la ocurrencia de cambios genéticos
entre dos o mas individuos (Sanchez-Chiang y Jiménez 2009). Son caracteres que

diferencian a un organismo de otro y tiene gran importancia en estudios evolutivos
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y de variabilidad (Azofeifa-Delgado, 2006). En general han sido difundidos gracias
a estudios en genética vegetal y mejoramiento de cultivos. Técnicas como los
RAPDs (Randomly Amplified Poliymorphic DNA), RFLPs (Restriction Fragments
Lenght Polimophism), AFLPs (Amplified Fragments Lenght Polymorphism), SSRs
(Simple Sequence Tagged Repeats), han sido implementadas en analisis de
diversidad, fidelidad genética poblacional, identificaciones de genes de interés,
mapeo y caracterizacion (Torres-Moran, 2009). ), Para determinar el polimorfismo
genético y los niveles de diferenciacion, los marcadores moleculares se han
considerado como una herramienta confiable, dado que utilizan las diferencias
existentes en la secuencia del ADN, generando perfiles y huellas Unicas para cada
organismo (Velazco-Ramirers y col.,, 2014). Este tipo de tecnologias tiene
aplicaciones importantes (Arnold y col., 2002), por ejemplo, la generacién de
huellas genéticas en variedades cultivadas, seleccion de caracteres deseables
ligados a ciertos marcadores en programas de mejoramiento, analisis filogenéticos
y el estudio de la variabilidad genética presente en poblaciones (Arnold y col.,
2002; Dominguez, 2008; Torres-Moran, 2009).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales inconvenientes que se tiene desde que se comenzo con el
cultivo de A. tequilana, es en el proceso productivo-agricola, dado que la manera
convencional de propagacion utilizada por los productores, es de via asexual por
medio de hijuelos de rizomas, ello trae como consecuencia baja variabilidad en la
materia prima, con lo cual incrementa la susceptibilidad a dafios por enfermedades
o plagas, ademas que tiene un ciclo de vida relativamente largo entre 6 y 12 afios,
segun (Ruvalcaba-Ruiz y col. (2000), lo que suscita tiempos de cosecha muy
prolongados; asimismo, limitada fertilidad como lo mencionan Alfaro y col. (2007),
Dominguez-Rosales y col. (2008); ya que las practicas culturales, eliminan la
produccion del escapo floral para concentrar los fotosintatos en la pifia evitando el
intercambio genético entre plantas. Con todo este panorama, es necesario hacer

uso de la biotecnologia como una alternativa sustentable que permita desarrollar y
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optimizar técnicas de mejoramiento, con lo cual se generen especimenes que
posean mejores cualidades, mayor resistencia a factores ambientales,
enfermedades y/o plagas, en si, variantes morfologicas deseables. Para ello hace
falta primero conocer la frecuencia de variacion génica que sucede en los
procesos morfogénicos, como lo es la embriogénesis somatica, y tener una

referencia de comparacion frente a los sistemas tradicionales.

4. JUSTIFICACION

La embriogénesis in vitro tiene gran potencial como herramienta biotecnolégica en
la investigacion, siendo un modelo que permite estudiar y entender las bases
moleculares y celulares de las plantas, asi como la capacidad embriogénica de las
mismas. Existen evidencias publicadas sobre la variacion que se genera en las
plantas que son sometidas a algun proceso de cultivos de tejidos (Infante y col.,
2003; Torres-Moran y col., 2005; 2007; Osorio y col., 2006 ), lo cual puede verse
reflejado en las caracteristicas fenotipicas de los individuos y puede también ser
detectado a nivel molecular (Infante y col., 2007; Santacruz-Ruvalcaba y col.,
2008); sin embargo, ésta variacion no ha sido correlacionada con el método de
propagacion o no se tiene referencia de cuél de los métodos de propagacion
podria generar la mayor fidelidad genética entre los clones. Por tal razon se
pretende implementar el cultivo de tejidos a manera de evidenciar el hecho de que
la clonacion de un individuo en este caso un explante de A. tequilana puede
presentar caracteristicas distintas a las de la planta original.

5. HIPOTESIS

Hay diferencias significativas en cuanto a la variacion somaclonal originada en las
plantas que provienen de células desdiferenciadas de un mismo genotipo via

embriogénesis somatica.
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6. OBJETIVOS

Para probar la hipoétesis se tiene como objetivo general:
»  Desarrollar el proceso de embriogénesis somatica en Agave tequilana
Weber cv. azul, para determinar la variacion somaclonal existentes en

los embriones mediante anéalisis moleculares.

Con los objetivos especificos siguientes:

» 1. Inducir la formacion de callo embriogénico a partir de explantes de
raiz.

» 2. Determinar en diferentes callos la respuesta a la embriogénesis
somatica.

» 3. Estudiar la morfogénesis in vitro en los diferentes estados de
desarrollo (globular, escutelar y coleoptilar) de los embriones somaticos

» 4. Evaluar el nUumero de embriones somaticos expresados en medio
sélido y liquido.

» 5. Establecer la germinacion de los embriones somaticos.

> 6.Analizar la variacion somaclonal de los regenerantes por

embriogénesis somética en medio solido y liquido.
» 7. Conocer la capacidad de adaptacion ex vitro de las plantulas obtenidas

de embriones somaticos.

7. METODOLOGIA
7.1 Areade estudio

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento
de Botanica y Zoologia y en el Laboratorio de Marcadores Moleculares del
Departamento de Produccién Agricola, ambos del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara, ubicado en el km
15.5 carretera Guadalajara-Nogales, Las Agujas, Nextipac, Zapopan, Jalisco.
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7.1.1 Material Vegetal

Se trabajé con una planta de Agave tequilana Weber cv. azul proveniente de
semilla, previamente establecida in vitro y micropropagada mediante proliferacion
de yemas axilares, de acuerdo al protocolo de Robert y col. (1987), Esta planta se

identifico como genotipo ES4.

7.2 Etapa |. Induccion de callo (EI-IC)

Se realiz6 la induccién a partir de raices de la planta ES4, las cuales fueron
segmentadas entre 2 y 4 cm de longitud. Esta actividad se llevdo acabo en
condiciones asépticas, controladas y libres de microorganismos en campana de
flujo laminar, con un mechero y un equipo de diseccibn compuesto por pinzas y
bisturi, previamente esterilizados en una autoclave. Los fragmentos de raiz fueron
cultivados en medio de induccion preparado con MS (Murashige y Skoog, 1962)
que se utilizé en todas las fases del cultivo in vitro (Robert y col., 1992; 2004).
Para el establecimiento del tratamiento 1 (MS-Normal), se emplearon 2.0 mg L de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0.3 mg L* de benciladenina (BA). Para el
establecimiento del tratamiento 2 (MS-322) se utilizaron 3 mg L de 2,4-D, 2 mg L~
de acido naftaleneacético (ANA) y 2 mg L™ de cinetina (KIN). Ambos medios se
trataron con 8 mg L™ de agar en 40 cajas Petri respectivamente y se les ajusto el
pH a 5.8 + 0.05 con hidréxido de sodio y acido clorhidrico, segun lo requeria los
medios. El callo se induce mediante la influencia de substancias reguladoras del
crecimiento vegetal o fitohormonas exdgenas, adicionadas al medio de cultivo
(Yeoman, 1970). EI material fue incubado dentro de un cuarto de cultivo, el cual
estd bajo condiciones reguladas; con una temperatura de 25 += 2° C con
fotoperiodo de 16 h intensidad luminica neta de 1500 lux (54 umol s* m™).

A las cinco semanas de haberse realizado el establecimiento del material vegetal,
se evalud la respuesta regenerativa de los explantes en cuanto a la formacion de
callo. Por lo general, la formacién de callo toma de 3 a 8 semanas, dependiendo
del tipo de explante y hormona utilizada (Hurtado y Merino 1994).
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7.2.1. Tinciones diferenciales

Luego de ser transferido el material vegetal en los medios de expresion, se
seleccionaron callos friables, ya que esta caracteristica se ha mencionado esta
asociada a la presencia de embriogénesis somatica en A. tequilana (Portillo y col.,
2007). La finalidad fue diferenciar grupos de células con estructuras bipolares,
para asi comparar la fase inicial de la embriogénesis somatica. Se tomaron
muestras muy pequefias de células de aproximadamente 8 mm3 de callos
provenientes de medios de expresién, a las cuales se les aplic6 una tincién
diferencial de acuerdo al protocolo de Praymod y col. (1987). El desarrollo de la
técnica consistié en depositar las muestras de callo en un microtubo de 2 mL de
capacidad, al cual se le agregaron dos gotas de acetocarmin al 0.5%; en seguida
el tubo fue llevado a 50 ° C en bafio Maria durante 30 s, para después pasar a la
centrifuga 1500 rpm y asi facilitar el lavado al separar el exceso de tinte, este
paso se repitid hasta agotar la coloracion, sucesivamente se afiadié una gota de
azul de Evans al 0.5 % como contratincion o tinte diferencial. Finalmente se
removid el exceso de este colorante con dos o tres lavados de agua de manera
similar como se realiz6 con el acetocarmin. Al final las muestras fueron
depositadas en un portaobjeto para ser observadas en un microscopio optico y
ubicar asi las divisiones mitéticas asimétricas o cuanticas, las cuales indican las

primeras etapas de la embriogénesis somatica (Margara. 1998).

7.3 Etapa Il. Expresién de embriones somaticos (EII-EES)

Los explantes inducidos (Cuadro 3) fueron trasferidos a medio de expresion
(MSE), bajo dos tratamientos de adenina 40 y 80 mg L™ respectivamente
suplementado con 500 mg L™ de hidrolizado de caseina (HC), en medio sélido y
liquido que contenian las sales basicas del medio MS, gelificado con 8 g L™ de
agar, se trataron durante tres semanas. El uso de la adenina fue debido a que se
reporté como potenciador de la expresion de la embriogénesis somatica (Portillo,
2007). Para el medio liquido; los explantes fueron cultivados en sistema de

inmersion temporal Orbitabion® con las mismas condiciones que en sélido, pero
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sin agar. Las condiciones de incubacion para ambos tratamientos de expresion

fueron similares a las EI-IC.

7.4 Adaptacion ex vitro

La adaptacion a condiciones ex vitro de las plantulas provenientes de embriones
somaticos de los biorreactores, asi como de medio solido, se llevo a cabo en
condiciones de invernadero. Las plantulas tuvieron tratamiento previo de
endurecimiento, como es recomendado por diversos autores (Murashige, 1974;
Agromonte y col., 1998; Pérez-Molphe y col., 1999), para ello se utiliz6 medio MS
sin reguladores de crecimiento, solidificado con 10 g/L de agar por 45 d. Las
plantulas provenientes tanto de biorreactor como de medio soélido, se lavaron con
agua tibia (30 °C) para quitar el excedente de los medios con agar. El sustrato
para el establecimiento ex vitro, consisti6 en 50 % de arena y 50% de sustrato
germinaza, el cual se depositdé hiumedo, sin esterilizar y de manera homogénea en
cajas de crecimiento de 60 orificios de 100 cm? de volumen cada uno. Esta cajas
se cubrieron con bolsas de plastico con el objeto de minimizar el cambio brusco de
humedad relativa, mismas que fueron eliminadas paulatinamente durante los
primeros 20 d del establecimiento. El sustrato de cada plantula se humedecio cada
vez que mostraba deshidratacion y era llevado a capacidad de campo. La
adaptacion se evalué mediante el porcentaje de las plantas que sobrevivieron.

7.5 Extraccién de acido desoxirribonucleico (ADN)

De los embriones regenerados via embriogénesis somatica, se obtuvo el ADN, de
acuerdo con el método propuesto por Saghai-Maroof y col. (1984).

Para los analisis moleculares de variacion somaclonal se tomaron al azar veinte
muestras o brotes obtenidos del tratamiento adenina; nueve a partir de medio
sélido (SOL-ES4) y diez de medio liquido (OB-ES4), como testigo se utilizo la
planta madre (ES4) de los embriones sométicos, la cual se generé mediante
proliferacion de yemas. El protocolo de extraccion se realizé a partir de 0.3 g de

tejido foliar, que se colocaron en un mortero y se pulverizaron con ayuda de -
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nitrogeno liquido. El amortiguador de lisis utilizado se prepar6 a base de CBTA 2X,
(bromuro de hexadeciltrimetilamonio (w/v), 100Mm Triss-HCL (pH 8), 20 mM
EDTA, 1.4 M NaCl, 10% polivinilpirrolidona (PVP 10) (w/v) 0.1% &cido ascorbico
(w/v) y 10 mM de B-mercaptoetanol (Keb-Llanes y col., 2002), del cual se
afiadieron a la muestra en el mortero 500 pL. Posteriormente se coloco en un
microtubo adicionando 500 puL mas del amortiguador y mezcla por inversién. Se
incubd durante 30 min en un bafio Maria a 60 °C, para posteriormente agregarle
un volumen equivalente de cloroformo:octanol (24:1). Luego, se centrifugd a
12,000 rpm por 10 min y el sobrenadante se trasfirié6 a un microtubo limpio donde
se repitieron los dos paso anteriores; posteriormente se precipito el ADN
agregando un volumen igual de isopropanol frio (-20°C), se mezcld por inversion y
se dejo incubar a -20°C para favorecer la precipitacion del ADN.

Posteriormente se centrifug6 a 5,000 rpm por 5 min para después desechar la fase
acuosa. Los lavados de ADN obtenido se realizaron con 800 pL de una solucién
76% EtOH/0.2 M Na-acetato y se volvié a centrifugar a la misma velocidad por 5
min. La muestra se decant6 y se afiadieron 500 uL de etanol 76% con acetato de
amonio 10 Mm, para después decantar y dejar secar la muestra. El paso final del
protocolo es suspender el ADN en una solucion que permite almacenarlo (Tris+
EDTA (TE) a temperatura de -20°C o por largo periodo de tiempo a -80°C.

7.5.1 Concentracién y calidad de ADN

Para determinar la concentracion y calidad del ADN se utilizaron métodos de
electroforesis y espectrofotometria de acuerdo a Sambrook y Russel (2001). Las
mediciones espectrofotométricas permiten determinar tanto la calidad como la
concentracion de ADN en la muestra, ya que se determiné al dividir la lectura de
absorbancia a 260 nm entre la absorbancia a 280 nm (A260/A280). El cociente
obtenido debe marcar un valor entre 1.8 y 2.0 que indica un balance entre las
lecturas de ADN y contaminantes fendlicos y polisacaridos en la muestra
(Sambrook y Russel, 2001). La absorbancia en las muestras se midio utilizando un

espectrofotometro (Jenway® mod. 6305).
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Se elaboraron diluciones utilizadas para la medicion espectrofotométrica, para ello
se mezclaron 990 pL de agua pura y 10 pL del extracto del ADN, lo que produce
una dilucién 1:100, que posteriormente es usada para calcular la concentracion de
las muestras de acuerdo a la siguiente formula:

[ADN] = 50 * Fdil * DO,
Donde:
50 = (50 ng/pL) concentracion de ADN en una muestra que contiene una densidad
Optica de 1
Fdil = Factor de dilucion
DO260 = Lectura de absorbancia obtenida a una longitud de onda de 260 nm
Para utilizar en la reaccion de PCR, se prepararon soluciones de trabajo para cada
muestra a una concentracion de 25 ng/uL

7.5.2 Amplificacion por PCR para RAPD

Si bien existen varias técnicas moleculares, se eligié la técnica de RADPs ya
reportada en la literatura para la especie en cuestion (Gil-Vega y col., 2001; Alfaro
y col., 2007), ya que al ser una técnica con base arbitraria (Van Eck, 1999), ofrece
la posibilidad de analizar al azar el material genético y encontrar de esta manera,
variaciones aleatorias que se hayan generado durante el proceso de regeneracion
de los embriones soméaticos obtenidos.

Se utilizaron como iniciadores, diez secuencias de oligonucleétidos aleatorios
usados comercialmente (Operon Techologies® y Amershame®), cuyas secuencias

se muestran en el (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Lista de iniciadores empleados para generar marcadores RAPD

NOMBRE SECUENCIA MARCA

Iniciador 6 5 [CCCGTCAGCA |3 Amersham®

Iniciador 3 5 [GTAGACCCGT] 3’ Amersham®

T-09 5 [CACCCCTGAG] 3’ Operon Technologies®
B-11 5 [GTAGACCCGT] 3 Operon Technologies®
T-13 5 [AGGACTGCCA] 3 Operon Technologies®
V-19 5 [GGGTGTGCAG] 3’ Operon Technologies®
E-12 5 [TTATTCGCCCC] 3’ Operon Technologies®
V-15 5 [CAGTGCCGGT] 3’ Operon Technologies®
V-11 5 [CTCGACAGAG] 3 Operon Technologies®
T-05 5 [GGGTTTGGCA] 3 Operon Technologies®

S/

7.5.3 Mezcla de reaccién

Las muestras se amplificaron en un volumen de reaccion de 25 pL de acuerdo al
protocolo reportado por Williams y col. (1990). Esta técnica se inici6 con un
volumen total de 25 uL, el mismo que estd conformado por los componentes

indicados en el (Cuadro 2).

Cuadro 2. Preparacion empleada para obtencion de marcadores RAPD.

Reactivo y concentracion Concentracion final Cantidad requerida

Buffer PCR 5X ( MgCl2) 1X 5pL
MgCl2 25 Mm 3 Mm

Taqg. Polim. 5 U/U 0.1U 0.5 puL
dNTPs 10 Mm 0.2 Mm 0.5 uL
ADN 25 ng/U 2ng 2 uL

Iniciador Amersham 25 pmol/uL 1.5 uM
Iniciador Operon 10 pmol/pL 1.5uLM

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador (Flexigene® mod.
FFGO2HSA). Este procedimiento permite obtener una duplicacion exponencial de
la secuencia de interés, por medio de tres pasos fundamentales en un proceso
ciclico de desnaturalizacion, alineacion y polimerizacion, segun Premoli y col.
(2004). El programa utilizado fue: desnaturalizaciéon a 94 °© C por 3 min; 45 ciclos
de 94 ° C por 1 min, alineacion 36 ° C por 2 min; y polimerizacion 72 ° C por 2

min; extension final a 72 °C por 10 min y temperatura de almacenamiento a 4 ° C.
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7.5.4 Electroforesis

Los fragmentos de ADN amplificados fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa a 1.5 % (Sambrook y Russel., 1989), el cual se prepar6 de la siguiente
manera: se afiadieron 1.5 mg/mL™ de agarosa en 100 mL™* TBE buffer 1X (Buffer
tris-Borato-EDTA, pH 8), calentando para licuar la mezcla. Las condiciones de
corrida fueron 120 V durante por 90 min en camara de electroforesis (Thermo
Midicell® mod. EC 330). Los geles se tifieron con bromuro de etidio (10 mg/mL")
para su visualizacion (Rickoow y Hames, 1990). En el primer carril del gel fue

incluido un marcador de 1 kb (1000 pares de bases) como referencia.

7.5.5 Analisis de datos

Para analizar el porcentaje de explantes que formaron callo y el numero de
embriones somaticos, se empled un disefio experimental bi y trifactorial con
arreglo completamente al azar, asi como comparacion mdultiple de medias de
Tukey, ambos algoritmos se analizaron mediante el programa Statgraphic® v. 4.0.

Para los datos moleculares se obtuvieron imagenes de los geles de agarosa,
utilizando el sistema de fotodocumentacion kodak® (Ml Sofware 4.X), con el cual
se generaron imagenes que fueron utilizadas para registrar tanto el numero y
tamafio de cada fragmento como la presencia comun de bandas en los individuos
analizados. Se elaboraron matrices de presencia/ausencia para cada iniciador y
gel. A partir de las matrices obtenidas se calculdé la similitud por medio del
coeficiente de Jaccard. Posteriormente se realizé un analisis de agrupamiento por
el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average) con
el programa NTSyS® v. 2.11, (Rohlf, 2002). Los resultados se graficaron en un
dendrograma. Posteriormente se utilizdo el programa STRUCTURE (Pritchard, y
col., 2000; IPGRI, 2003; Evanno y col., 2005) para estimar la estructura genética
de los materiales analizados. Para la aplicacion del algoritmo se usaron 10°
iteraciones y 10° repeticiones (burning periods), con simulaciones desde K = 2

hasta K = 5, donde K = nimero de grupos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1Etapa | Induccién de callo (EI-IC)

La formaciéon de callo fue evaluada en la etapa de induccion (EI-IC) al final de la
quinta semana, de acuerdo a la presencia porcentual del callo. Utilizando: 0 como
ausencia de callo, 1y 2 para el callo cubriendo un area menor o mayor al 50% del
area total del explante, respectivamente. De acuerdo con las observaciones

realizadas se obtuvieron los siguientes resultados en esta etapa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Respuesta de los explantes en la etapa de induccién EI-IC con diferente
concentracion de reguladores de crecimiento. Tratamiento 1 (medio MS-322) y
tratamiento 2 (medio MS-Normal).

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Explantes que formaron callo 25 % 20 %
Contaminados 19 % 21 %
Sin respuesta 56 % 59 %
Tiempo trascurrido 35d 39d

El total de callo generado a partir de la quinta semana en la EI-IC, en el
tratamiento MS-322 mantuvo una cobertura mayor al 50% de los explantes,
encontrandose en el rango 1 y 2. Para el tratamiento MS-Normal el rango se
mantuvo entre 0 y 1, cubriendo una superficie menor al 50% del area total. Para
ambos tratamientos se obtuvieron porcentajes de induccion de callo relativamente
bajos, esto se debe en gran parte al grado de deterioro que sufren los tejidos
producto de una constante desdiferenciacion celular ocasionada por la
permanencia del cultivo in vitro. Para Calva (2005), el éxito en la induccién y
establecimiento de cultivos de callos, y en consecuencia la subsiguiente
regeneracion a tejidos y plantas, son funcion de la calidad del explante usado, que

a su vez depende de la planta madre o del tejido del que se inici6 el cultivo. En el
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presente trabajo el tiempo que tenia el material vegetal previamente de haber sido
establecido y micropropagado mediante proliferacion de yemas axilares era de 11
afos, derivando en un material vegetal mas recalcitrante con el paso del tiempo,
ya que pierde su viabilidad progresivamente y por consiguiente también pierde su
capacidad embriogénica.

Nikam y col. (2003) y Calva (2005) refieren que la fuente del explante, la calidad y
la concentracion de reguladores de crecimiento, son factores importantes al
momento de la induccion. Del mismo modo la interaccion y balance entre
reguladores de crecimiento, incide en la respuesta in vitro de células, tejidos y
organos (George, 1993). Al observar los resultados en cuanto a la cantidad de
callo formado, la produccion que se encontré en ambos tratamientos fue limitada,
como resultado de la poca desorganizacion celular presentada en los tejidos. La
capacidad de respuesta ante los reguladores de crecimiento empleados (auxinas y
citocininas), no se observd como se esperaba, posiblemente contribuido por la
poca viabilidad y condicion fisioldgica de los explantes mencionados.

La prueba de “t” de Student indicO que entre ambos tratamiento existio una
diferencia significativa (p = 0.0200), aunque de manera visual ambos tratamientos
produjeron un numero promedio similar de callo por repeticion (3.76 explantes con
el tratamiento 322 y 3.00 explantes con el tratamiento MS-Normal), lo que sugiere
que el desempefio del tratamiento 322 es superior al tratamiento MS-Normal.

En los explantes que se generd callo, éste tuvo la apariencia tipica de aquellos
con caracteristicas embriogénicas, de un callo blancuzco vy friable (Calva 2005);
presentando células con una proliferacion continua, acelerada y de apariencia
desorganizada, dando origen a una masa amorfa (Figura 1a, b y ¢) y varios tipos
de callo, desde el tipico color blanco hasta pasar por el color crema a beige claro,
asi como callo lustroso (Figura 2a), compacto e incluso fotosintético (Figura 2b).
Sobre la superficie de los callos en algunos se observo rizogénesis, cuyas formas
radiculares presentaron pelos absorbentes (Figura 2c), asi como protuberancias
que indican la incipiente formacion de estructuras embriogénicas (Portillo y col.,
2007) (Figura 2d).
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Figura 1. Cultivo de explantes de raiz de Agave tequilana Weber con presencia de callo
con caracteristicas embriogénicas. a) Vista general, b) Vista en detalle y c) Tipica
coloracioén de callo embriogénico. Barras = 1 cm.

Es importante hacer énfasis en el hecho de que si bien se persigue la proliferacion
de callo, también se trata de evitar otros problemas colaterales, como la oxidacion
de los mismos, porque es un problema serio, que provoca la muerte de los tejidos,
al dafiar la maquina fotosintética de las células (Chakrabarty y col., 2006), lo que
impide el crecimiento. La presencia de callo oxidado fue muy recurrente en los
explantes de raiz, inhibiendo el crecimiento de la masa celular, presentandose
oscurecimiento del tejido producto de la oxidacion fendlica (Sotolongo y col., 2003)
y en otros casos la necrosis y muerte del tejido. Por otro lado la contaminacion

presentada fue consecuentemente producto de una manipulacion inadecuada.
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Figura 2. Distintos tipos de callos de Agave tequilana Weber generados con los
tratamientos de induccién. a) Lustroso, b) Fotosintético, c) Organogénico y d)
Embriogénico. Barras = 1 cm.

8.1.2 Tinciones diferenciales

En relacion a los estudios citoldgicos con acetocarmin al 0.5% y azul de Evans al
0.5 % como contratincion, los explantes de callo friable embriogénico mostraron
células en division activa, asimétricas, citoplasma denso y pared celular definida
(Figura 3a); lo que parece indicar que se trata de células embriogénicas (Urdaneta

y col., 2006) con mitosis cuéntica, pero también con mitosis proliferativa.
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Figura 3. Tincién diferencial en células de callos de Agave tequilana Weber. a) Vista a
detalle de grupo de células en tincion diferencial, b) Célula con division asimétrica (flecha
blanca: célula apical tefiida de acetocarmin, flecha negra: célula basal tefiida de azul de
Evans), c) Células no embriogénicas con division lenta, que muestran el citoplasma en
azul y el ndcleo en rojo. Barras = 0.1 mm.

El procedimiento de la doble tincion permitié determinar el potencial embriogénico
de las células y distinguir los callos embriogénicos de los no embriogénicos, ya
que conforme con lo esperado, el acetocarmin tifié el nucleo y las glicoproteinas
de color rojo intenso; mientras que el azul de Evans, tifio las vacuolas del
citoplasma, que corresponden a la célula apical y célula basal, respectivamente
(Figuras 3b).

Las células sin capacidad embriogénica se mostraron altamente diferenciadas y
vacuoladas presentaron una division mitética lenta como referente manifestaron

como color unico al azul de Evans (Figura 3c). Esto demuestra que en un mismo
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callo pueden existir células con capacidad embriogénica y células no

embriogénicas.

8.2Etapa Il expresion de embriones somaticos (Ell- EES)

Durante las primeras cinco semanas de induccion en presencia de reguladores de
crecimiento, fue evidente la presencia de callos compactos y callos friables (Figura
4a); sin embargo, al inicio de la quinta semana se comenz6 a observar una
degradacion del callo (oxidacion y necrosamiento) (Figura 4b). Cuando los callos
se transfirieron al medio de expresion MSE en ausencia de reguladores de
crecimiento, se observo la aparicion de estructuras embriogénicas (Figura 4c). La
expresion de los embriones somaticos se inicié6 aproximadamente a los 15 d
después de haber sido transferidos los callos al medio de expresion, una vez
cumplido el periodo de induccién. Estos resultados fueron acordes con lo
encontrado para la maduracion y germinacion de embriones soméaticos reportados
por Hurtado y Merino (1994), en el sentido de que los embriones se presentan sin

influencia de reguladores de crecimiento, o0 minima presencia de éstos.
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Figura 4. Diferentes aspectos de la embriogénesis somética de Agave tequilana Weber,
a) Masa amorfa de células desorganizadas, b) Callo oxidado, c) Embriones sométicos.
Barras = 1 cm.

La respuesta de los callos cultivados en medios sélidos y liquidos en Orbitabion®

(OB), vario en el numero de embriones somaticos generados (Figura 5).
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Figura 5. Representacion grafica del nimero de embriones somaticos obtenidos en medio
sélido y liquido en Orbitabion®.

Se encontré una diferencia significancia al 95% de confiabilidad (p = 0.0332), el
efecto fue mas evidente para el medio liquido en OB, en promedio el numero de
embriones germinados fue mas alto que los obtenidos en medio sdlido (Cuadro 4).
Mientras tanto las dosis de adenina no mostraron diferencia significativa (p =
0.1079). Al parecer la formacion de embriones soméaticos esta mas ligada al tipo
del medio que a los componentes.

De lo anterior, queda claro que es importante encontrar condiciones de cultivo no
s6lo para que las células crezcan y se dividan rapidamente, sino también para que
la mayor parte de ellas expresen su capacidad de rediferenciacion y biosintesis
(Juarez y Carrillo-Castafieda, 2003) La interaccion de ambos factores tampoco
arrojo diferencia estadistica (p= 0.1956).

33



S/

VARIACION SOMACLONAL EN EMBRIONES SOMATICOS DE Agave tequilana WEBER CULTIVAR AZUL -

Cuadro 4. Promedio de embriones soméaticos generados en dos tratamientos (medios
s6lido y liquido en Orbitabion®) con diferente dosis de adenina.

Tipo de medio ~DosIs de adenina Promedio de empriones
Obtenidos
Sélido 80 mgL 23.0
40 mg L 20.0
Liquido 80 mglL 50.5
40mg L 29.5

En la mayoria de los embriones somaticos (ES) se observaron entre los 80 y 100 d
de cultivo los tres estados de desarrollo conocidos (Figura 6). En
monocotileddneas el patron de desarrollo de los embriones, tanto cigéticos como
somaticos comprende los estados, globular, escutelar y el estado de coleoptilo
(Gray 2000).

Su presencia ocurri6 de la siguiente manera: Las divisiones asimétricas se
presentaron en la contra tincidbn, como células rojizas, esféricas o alargadas
(Figura 5a); el estado globular (Figura 6b) corresponde segun a lo citado por
Praymod y col.,, (1987). Embriones de tipo escutelar (Figura 6c); con cierto
hundimiento longitudinal, con una estructura ain mas desarrollada a la etapa que
le antecede pero con apariencia limitada aun no definida. Embriones del tipo
coleoptilar; (Figura 6d) caracterizados por ser alargados, con la hendidura ubicada
en el extremo terminal del mismo que separaré al escutelo del coleoptilo; ésta se
forma al final de la fase de regeneracion, indicando que el embridén ya esta listo

para pasar a la fase de germinacion.
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B N

Figura 6. Diferentes estados de desarrollo morfolégico de embriones somaticos de Agave
tequilana Weber a) Células con division asimétrica, b) Estado globular (tomado de Monroy
y col., 2010), Barras 0.01 mm. c) Estado escutelar, d) Estado coleoptilar. Barras = 1 mm.

8.2.2 Capacidad de conversién a plantula completa

La germinacién de los embriones somaticos constituye uno de los pasos mas
importantes para validar in vitro cualquier proceso embriogénico. Al finalizar la
etapa EII-EES, los embriones bien diferenciados se aislaron del medio de
regeneraciéon y una vez germinados, se cultivaron de forma individual (Figura 7).
Se obtuvieron dos lineas de regenerantes, para los andlisis de variacion génica.
La primer linea asignada (SOL-ES4), SOL por el medio de cultivo donde fue

desarrollada y ES4 por el genotipo embriogénico donde provinieron los explantes,
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en este caso la planta madre. La segunda (OB-ES4), denominada OB por el
sistema de inmersion temporal (Orbitabion®) con medio liquido, linea que se

originé del mismo genotipo embriogénico ES4.

Figura 7. Plantulas regeneradas a partir de embriones sométicos de Agave tequilana
Weber.

8.3 Adaptacion ex vitro

De las plantas obtenidas in vitro se efectio la aclimatacion o adaptacion gradual
(ver materiales y métodos) a las condiciones medioambientales del invernadero
(Figura 8). Las técnicas de aclimatacién permitieron la adaptacién de la planta a
un crecimiento autétrofo, en ambientes de menor humedad relativa, con mas luz y

sustratos sépticos.
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Figura 8. Adaptacion de plantas jovenes de Agave tequilana Weber al ambiente ex vitro.

La sobrevivencia de las plantulas establecidas fue superior al 99%, las cuales
luego de cinco meses se trasplantaron a macetas mas grandes para su posterior
establecimiento en suelo (Figura 9). Estas plantas vigorosas que midieron
aproximadamente de 20 a 30 cm de altura se consideraron establecidas y/o

adaptadas y listas para ser llevadas a plantacion.
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Figura 9. Plantas adultas de Agave tequilana Weber obtenidas mediante
micropropagacion con adaptacion ex vitro.

8.4 Calidad y concentracion del ADN

En la figura 10, se muestra el ADN genomico obtenido de cada individuo
estudiado. El andlisis visual de los geles indic6 la presencia de bandas de alto
peso molecular (< 10,000 pb), aunque no se observd banda evidente en los
individuos 8, 15 y 19. Sin embargo, las lecturas mostraron que si habia ADN

presente en las muestras mencionadas (Cuadro 5).
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10,000 pb = —
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Figura 10. Electroforesis en geles de agarosa 1.5 % de ADN de diecinueve embriones
sométicos y una yema axilar de Agave tequilana Weber. Carriles: 1 = Madre; 2 al0 =
OB1-9; muestras 11 a 20 = SOL; R = Marcador de 1 kb (1000 pb).

En la figura anterior, se muestra también la presencia de barridos que indican
contaminantes en las muestras, probablemente polisacaridos contenidos en las

hojas del agave, por lo que se indica en las mediciones de calidad (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Calidad y concentracion del ADN extraido.

Madre 0.09 0.058 1.5 495

0OB2 0.093 0.047 1.9 465

OoB4 0.070 0.036 1.9 350

OB6 0.104 0.067 15 520

OB8 0.040 0.024 1.6 200

OB10 0.102 0.047 2.1 510

SOL2 0.070 0.055 1.2 350

SOL4 0.073 0.051 14 365

SOL6 0.078 0.053 14 390

SOL8 0.070 0.053 1.3 350

Promedio 1.4

En el cuadro 5 se muestra la pureza del ADN aislado, que se midié con el cociente
DO260/D02s0 que produjo valores que van desde 0.6 en la muestra SOL1 hasta 2.1
en OB10. Con un promedio de valor de absorbancia de 1.4, cabe destacar que no
se alcanz6 el rango Optimo que se esperaba de (1.8 y 2) de acuerdo con
Sambrook y Russell (2001).
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8.4.1 Patrones de amplificacion RAPD

Los iniciadores utilizados para el presente trabajo, produjeron patrones de
amplificacion diferentes en cada caso y mostraron bandas diferenciales para
algunos individuos analizados (Figura 11). El porcentaje de polimorfismo

detectado fue diferente para cada caso y se reporta en el (Cuadro 6).

M R 1 23456789 10111213 14151617181920

1000 pb

50 pb

1000 pb

50 ph

~SRN_=2hE==
— —_ =

——
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Figura 11. Patrén de amplificacién obtenido con los distintos iniciadores en los diecinueve
embriones sométicos y una yema axilar de Agave tequilana Weber. Carril R = Marcador 1
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kb (1000 pb); carril 1 = Madre; del 2 a 10 = Productos de Orbitabion® y 11 a 20 de medio
sélido.

Se realizé la estimacién del tamafio molecular de cada uno de los fragmentos
amplificados, con los diferentes iniciadores usados, cuyo peso molecular por
banda fluctu6 entre 50 y 1000 pb.

8.5 Andlisis estadistico

A patrtir de los geles, se generaron un total de 229 bandas, de las cuales 69 fueron
monomorficas y 169 polimorficas, lo que representa un 67.5 % de polimorfismo en
promedio (Cuadro 6). La matriz fue constituida a partir de los productos

amplificados.

Cuadro 6. Productos RADP amplificados con nueve iniciadores.

Iniciador Bandas amplificadas Polimorfismo
Clave Total de Bandas %
Bandas Polimorficas
producidas
6 19 12 63.0
E-12 29 17 58.0
T-05 27 24 88.0
T -09 32 29 90.0
T-13 27 9 33.0
B-11 18 12 66.0
V-19 27 22 81.0
V-15 31 22 70.0
3 22 13 59.0
Promedio 25.7 16.4 67.5
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8.6 Analisis de similitud y agrupamiento

El andlisis de similitud con el método UPGMA reunid a los individuos generados
por embriogénesis somatica en dos grupos principales, dependiendo el sistema
con el que fueron producidos, es decir, un grupo formado por los individuos del
medio solido y otro correspondiente al medio OB (Figura 12). A su vez derivando

en cuatro SUng’UpOS consecuentes.

Madre

SOLL

SOL2

SOL3

SOL4

SOL6

SOL5

SoL7

SOL8

S0L9

(O:1

0B2

|OB3

— 0B5

0B4

0OB6

0B7

0OBS

,—059

0B10

0.16 024 0.33 041 050
Coeficiente de Jaccard

Figura 12. Dendrograma que muestra el agrupamiento de individuos de Agave tequilana
Weber generados por embriogénesis somatica mediante dos métodos de cultivo (medios
s6lido y liquido en Orbitabion®).
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El analisis de similitud mostré valores que van de 0.16 a 0.50, por tanto no hay
individuos que se asemejen en un 100%, considerando la region del genoma
analizada con las secuencias aleatorias de los RAPD. Esto es un indicador inicial
de cambios en los individuos estudiados debidos a variacion somaclonal. A nivel
0.50 del coeficiente de similitud, sélo los individuos OB3 y OB5 son iguales, siendo
ambos provenientes de medio liquido en OB, el resto son diferentes. Resultados
similares se encontraron con marcadores moleculares con base en
retrotransposones, donde los embriones regenerados presentaron un coeficiente
de variacion de 0.40 a 0.85 (Portillo, 2007), lo que sugiere que el proceso de
variacion somaclonal en A. tequilana ocurre en diferentes regiones del ADN.

Con el programa Structure se obtuvo un diferencial entre los individuos
provenientes de los dos sistemas de expresion: en medios sélido y liquido OB,
agrupandolos en categorias de acuerdo al nivel de discrepancia presentado para
cada uno (Figural3). Este analisis mostro para K = 2 una separacion clara entre la
poblacién de embriones somaticos originados en medio sélido con respecto a los
originados en medio liquido. En K = 3 muestra un analisis de tres grupos (sélido,
liquido y una tercera subdivisidn con caracteristicas compartidas), formacion que
se atribuye a la variabilidad de los individuos somaticos en términos de bandas
RAPDS. En K = 4 muestra la separacion clara de 19 embriones somaticos en
cuatro grupos y una yema axilar de A. tequilana de la cual procedieron (Madre),
dicha separacion corresponde a la separacion observada en el dendrograma
(Figura 12). Para K = 5 muestra subdivisiones de los grupos que van mas alla del

objetivo de este trabajo
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Figura 13. Representacion grafica de la estructura genética de los 19 embriones
somaticos y una yema axilar de Agave tequilana, donde muestra cuatro simulaciones (K =
2 a K = 5). En cada simulacion (K) se presentan los grupos simulados con diferente color
de acuerdo a su procedencia de medio de expresion (solido en rojo y liquido en verde
para K = 2, y para los individuos con caracteristicas compartidas de K =3 a K =5, en azul,
amarillo y rosa). 1) Madre. 2) individuos originados en medio soélido. 3) individuos
originados en Orbitabion®.

Este resultado sugiere que las plantas regeneradas in vitro consideradas en este
estudio, representa una separacion clara respecto al origen de expresion de los
materiales (embriones expresados en medio sdélido y en medio liquido con

biorreactores Orbitabiéon®, con respecto a la planta madre), los valores

proporcionados por el programa, indicaron que el numero adecuado de grupos es
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K = 4, lo cual concuerda con expuesto con el analisis de agrupamiento UPGMA.
Los 7 meses del periodo de regeneraciéon de los somaclones pudo contribuir a las
variaciones encontradas en el presente trabajo. Este dato concuerda con
resultados previos de andlisis con RAPD, en los cuales se ha demostrado, que la
frecuencia de variacion aumenta significativamente con la duracién del cultivo in
vitro (Barier y Dulieu, 1980). Otros factores que también influyen en la aparicion de
un mayor o menor grado de variaciéon es el genotipo (Rietveld y col., 1993);
método de cultivo in vitro empleado (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2009); estado
fisiologico del cultivo (Cardone y Pica, 2000), y algunos componentes del medio
(Rakoczy-Trojanowska, 2002; Sahijram y col., 2003). Estos factores estan
relacionados con los resultados de la presente tesis, ya que la separaciéon de los
embriones somaticos de acuerdo a su origen del método de regeneracion, sefiala
que los factores de cultivo en medio liqguido en los biorreactores, ofrecen
condiciones para que la variacion somaclonal se presente en mayor grado. Uno de
los factores mas evidentes en los medios liquidos, es el cambio de la fisiologia que
conlleva a la generacion de aberraciones (Ziv, 2002).

Los resultados demuestran que los marcadores RAPDs pueden ser utilizados para
determinar la variabilidad genética de plantas A. tequilana obtenidas por
embriogénesis somatica, pues aunque soélo se probaron nueve iniciadores, se
observo alto nivel de polimorfismo entre los somaclones, asi como al compararlos
con la planta madre. La variacion somaclonal detectada con RAPDs en el presente
trabajo, contrasta ampliamente con el reporte de Gil-Vega y col. (2001), en el
sentido de que con el mismo sistema de marcadores moleculares, no se
encontraron diferencias genéticas significativas; sin embargo, con otros
marcadores moleculares si se encontraron diferencias (Gil-Vega y col., 2006). Lo
anterior se puede explicar a que se han usado diferentes combinaciones de
iniciadores, asi como al uso de material vegetal con diferente origen (proveniente

de campo y por cultivo de tejidos vegetales).
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9. CONCLUSIONES

1. Se logré la embriogénesis somatica en A. tequilana el proceso ocurrio de
manera satisfactoria de acuerdo a lo esperado. Aunque cabe mencionar que
en la etapa de desorganizacion celular, el material vegetal incurrié en algunas
dificultades al momento de la induccion, como fue oxidacién y la poca
generacion de callo. Posiblemente por ser un material recalcitrante debido al
grado de variacibn somaclonal que sufrieron los tejidos producto de una
constante manejo y permanencia del cultivo in vitro.

2. La generacion de callo fue mejor con el tratamiento 322 (3 mg L* de 2,4-D, 2
mg L de ANA 'y 2 mg L™ de KIN) que con MS, referido en la literatura para el
cultivo de Agave tequilana. En ambos tratamientos se gener6 todo tipo de
callo desde el tipico color blanco hasta el color crema a beige claro, asi como
callo lustroso, compacto e incluso fotosintético.

3. En el callo embriogénico se comprobé mediante tinciones a partir de la
presencia de células inducidas hacia la embriogénesis, mostrando las
divisiones asimétricas que originan los embriones somaticos.

4. La germinacion y desarrollo de embriones somaticos ocurrié sin mayor
problema. Se probaron tratamientos en sistemas de inmersion temporal
Orbitabion® como en medio sélido. La expresién de embriones fue mayor en
medio liquido que los reportados en medio sélido.

5. El éxito de sobrevivencia in vitro a ex vitro fue superior al 90%.

6. De las 19 plantulas adultas obtenidas se logroé la extraccion de ADN gendmico,
resultando y la amplificacion con los 9 iniciadores RAPDs. Se detectd un alto
polimorfismo entre las plantas a partir de la comparacion de los diferentes
iniciadores.

7. El analisis por agrupamiento UPGMA encontré la separacion. de cuatro grupos

producidos por dos métodos de regeneracion soélido y liquido.
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8. Hubo concordancia con lo observado en el dendrograma y el comportamiento
de la representaciéon Structure, mostrando que el grado de variacion
somaclonal originada en todo el proceso de cultivo in vitro de A. tequilana es
alto.

9. Como era de esperarse el método de embriogénesis somatica introdujo un alto
grado de variacion somaclonal, donde cada individuo se comporta como
genotipo Unico. El sistema de inmersién temporal empleado Orbitabion®

generd mayor variacion.
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