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VARIACION SOMACLONAL EN Agave victoriae-reginae T. MOORE

RESUMEN
T

La variacion somaclonal es un fendmeno que se presenta con frecuencia durante el
cultivo in vitro y que resulta un fendbmeno comun en cultivos que permanecen en
subcultivos constantes. El clon de Agave victoriae-reginae proviene de una semilla que
se desdiferencio y formé callo que posteriormente dio origen a embriones somaticos
sin el uso de reguladores del crecimiento y que desde entonces se ha mantenido en
cultivo. El objetivo general de la tesis fue evaluar si existe variacion somaclonal en un
clon actualizado de A. victoriae-reginae sujeto al efecto de factores fisico-quimicos que
generalmente se aplican en el cultivo in vitro. Se utilizé el clon érgano-embriogénico
para evaluar el efecto de las hormonas 2,4-D, BA y kinetina a 1 mgL, intensidad
luminosa de 30 y 60 ymol m-2s™', temperatura de 25 y 32°C durante tres subcultivos
continuos in vitro. Para evaluar posibles cambios genéticos, se probaron los
marcadores neutrales a la seleccion (MN) psbA, trnK y trnL, y funcionales Longifolia,
Jazmonyl y AT2 (derivados de Dendrobium sp). Los resultados morfolégicos muestran
que la hormona 2,4-D promueve en los explantes una respuesta embriogénica con
embriones bien definidos e induccién de callo, mientras que la BA y Kkinetina
promueven una respuesta organogénica con abundantes brotes de color verde
intenso. Con respecto a los MN, no mostraron variacidon en los tratamientos,
probablemente debido a que no estan sujetos a seleccion natural. Los marcadores
funcionales lograron amplificarse, sin embargo, el tamafo de las bandas no fue el
adecuado para secuenciar. Finalmente, este trabajo contribuye a evaluar la
susceptibilidad de la especie a presentar variacion somaclonal y ser valorada en los

cultivos in vitro de agaves.

Palabras clave: variacion morfolégica, secuenciacion, cultivo in vitro, somaclones.



VARIACION SOMACLONAL EN Agave victoriae-reginae T. MOORE

ABSTRACT

Somaclonal variation is a phenomenon that frequently occurs during in vitro cell
cultures and is common in cultures that remain in constant subcultures. The Agave
victoriae-reginae clone comes from a seed that dedifferentiated and formed a callus
that subsequently gave rise to somatic embryos without the use of growth regulators
and that has since been maintained in culture. The general objective of the thesis was
to evaluate if there is somaclonal variation in an updated clone of A. victoriae-reginae
subject to the effect of physical-chemical factors that are generally applied in vitro
culture. The organo-embryogenic clone was used to evaluate the effect of the
hormones 2,4-D, BA, and kinetin at 1 mgL, light intensity of 30 and 60 ymol m=2 s,
temperature of 25 and 32°C for three continuous subcultures in vitro. To evaluate
possible genetic changes, selection-neutral (MN) markers psbA, trnK, and trnL, and
functional markers Longifolia, Jazmonyl, and AT2 (derived from Dendrobium sp.) were
tested. The morphological results show that the 2,4-D hormone promotes an
embryogenic response in explants with well-defined embryos and callus induction,
while BA and kinetin promote an organogenic response with abundant intense green
shoots. Regarding the MN, they did not show variation in the treatments, probably
because they are not subject to natural selection. The functional markers were able to
be amplified, however, the size of the bands was not adequate for sequencing. Finally,
this work contributes to evaluating the susceptibility of the species to present

somaclonal variation and to be assessed in vitro cultures of agaves.

Keywords: morphological variation, sequencing, in vitro culture, somaclons.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de tejidos es una herramienta indispensable para la investigacion en ciencias
de las plantas y es empleado para la conservacién, produccion y mejoramiento de los
recursos vegetales (Bairu et al., 2011). La presencia de variacién somaclonal en los
cultivos representa un problema importante cuando se requiere uniformidad genética,
por otra parte, también es una fuente de nuevas variantes de interés agronémico (Bairu
etal., 2006; 2011). En la actualidad, el estudio de la variacion genética entre individuos,
poblaciones y especies para explicar patrones y procesos ecoldgico-evolutivos se
aborda en gran medida mediante marcadores moleculares, gracias al desarrollo y la
utilizacién de los marcadores moleculares para la explotacién e identificaciéon de la
diversidad fitogenética se ha obtenido uno de los avances mas importantes en el

campo de los estudios de genética molecular (Idrees e Irshad, 2014).

El clon 6rgano-embriogénico de Agave victoriae-reginae subsp. swobodae cultivado
durante mas de 30 afios en el laboratorio de Biotecnologia y genética forestal del IIAF
ha despertado interés por presentar una respuesta 6rgano-embriogénica sin presencia
de fitorreguladores, y, por tanto, puede servir de modelo para detectar variaciones
somaclonales. El presente trabajo explorara los efectos fisicoquimicos de los
reguladores del crecimiento 2,4-D, BA, kinetina, intensidad luminosa, temperatura y
numero de subcultivos para registrar respuestas de variaciones genéticas en explantes

que regeneran brotes y embriones somaticos sin el uso de reguladores del crecimiento.

10
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2. ANTECEDENTES

2.1 Agave victoriae-reginae

A. victoriae-reginae (Moore) subsp. swobodae Halda se encuentra clasificada como en
peligro de extincién por las normas mexicanas NOM 059 (SEMARNAT, 2010) y en el

apéndice Il de la CITES (CITES, 2017) debido a la extraccién por su alto valor como

ornamental (Martinez-Palacios et al., 1999), se encuentra en poblaciones muy

localizadas en Coahuila y Durango (Figura 1), solo en afloramientos de piedra caliza
(Gentry, 1982; Martinez-Palacios et al., 1999), la especie es diploide 2n=60

(Bhattacharyya, 1968) con bajos niveles de propagacién vegetativa (Gentry, 1982).

A. v-r subsp. swobodae

Proyeccion:
EPSG : 4326 - WGS 84

0 0 10 20km$1

- ¥ - -] \]
103°4048°0 12t 10267360 102:360°0

priae Y A, EANS

25°55"'12"N

25°12°0"N

Figura 1. Distribucién de las poblaciones naturales de Agave victoriae-reginae subsp.

swobodae.
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2.2 Propagacioén por semillas o por medios vegetativos

Las plantas pueden ser reproducidas mediante dos tipos de propagacion: la sexual y la
asexual. En el ciclo sexual se forman nuevas plantas mediante la fusion de dos gametos
parentales y crean embriones contenidos en semillas o frutos, las plantulas resultantes
pueden presentar variacion y cada una puede representar una nueva combinacion de

genes (meiosis).

Por otro lado, en el ciclo vegetativo o asexual unicamente las caracteristicas de un
solo individuo seleccionado para propagacion son perpetuados, ya que, durante la
division celular (mitosis), los genes son copiados exactamente en cada division, este

grupo de plantas reproducidas asexualmente es definido como clon (George, 1993).

Para muchos propdsitos agricolas, horticolas y de investigacion es deseable el uso
de clones (Bairu et al., 2006). En casos de investigacion el uso de clones in vitro es la
mejor opcion para evaluar los efectos de factores especificos como lo es el uso de
reguladores del crecimiento, los clones son obtenidos mediante condiciones asépticas
y controladas, los frascos que contienen las plantas se ubican en estanterias con luz
artificial dentro de la camara de crecimiento, la temperatura se fija en valores que oscilan
entre los 21 y 25°C, ademas de controlar la cantidad de horas de luz, por lo general con

un fotoperiodo de 16/8 horas luz.

El medio de cultivo se compone de una mezcla de macro y micronutrientes, vitaminas,
reguladores de crecimiento, sacarosa, agua y agar. La composicién del medio depende
de la especie vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion. Es posible
clasificar los principales factores no biolégicos que afectaran al desarrollo del cultivo in

vitro, incluyendo:

Ambiente quimico Ambiente Fisico
Composicién del medio de cultivo Temperatura
pH Luz
Fotoperiodo
Humedad

(Castillo, 2004)

12
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2.3 Uso de clones en la micropropagacion

La micropropagacién o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas conocidas
y usadas del cultivo in vitro (Bairu et al., 2006), a través de la micropropagacion, a
partir de un fragmento (explante) de una planta madre, se obtiene una descendencia
uniforme, con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones (Castillo, 2004).
La clonacion de individuos puede tener varias aplicaciones. Desde la aplicacion
comercial, permitiendo tener plantaciones uniformes formadas por individuos que han
demostrado ser superiores, lo que permite maximizar el aprovechamiento del genotipo

clonado.

En el ambito de la investigacion y del mejoramiento genético, las posibilidades son
mas amplias. El clonar individuos hace posible estudiar el comportamiento de un
genotipo en varias condiciones al mismo tiempo, movilizar genotipos a zonas de
interés, instalar huertos semilleros formados solo por individuos selectos, conservar
germoplasma por tiempo indefinido y aplicar técnicas de ingenieria genética (Trujillo,
1999).

2.4 Micropropagacion

Los métodos disponibles para la propagacién de plantas in vitro proporcionan ventajas
sobre los métodos tradicionales (Dixon, 1985), los cultivos son iniciados con pocos
segmentos de plantas (explantes), y posteriormente pequenos brotes o embriones son
generados y propagados, solo un espacio pequefo es requerido para mantener las
plantas o para incrementarlas en numero (Martinez-Palacios et al., 2003). Las plantas
producidas pueden ser libres de bacterias, hongos y otros microorganismos, ademas,
factores como nutrientes, reguladores del crecimiento, luz, temperatura, pueden ser
regulados; usualmente la micropropagacién es mucho mas rapida que otros métodos
de multiplicacion vegetativa y es posible en especies de dificil propagacion por técnicas
convencionales (Dixon, 1985; George, 1993). Los principales métodos de
micropropagacion son: a partir de meristemos, nodos y el cultivo de tejidos para

producir de manera directa o indirecta embriones y/o 6rganos (George, 1993).

13
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2.5 Variacion somaclonal

La variacion somaclonal se define como la variacion que se origina en cultivos
celulares y de tejidos como resultado de eventos aleatorios genéticos o epigenéticos
que ocurren durante este proceso y que modifican el fenotipo de las plantas y/o tejidos
regenerados (Larkin y Scowcroft, 1981; Torres, 2010; Bairu et al., 2011). El término
variante somaclonal se utiliza universalmente para todas las formas de variantes
derivadas de cultivos de tejidos (Bajaj, 1990). La aparicién espontanea de variacion
entre subclones de una linea celular parental es comun, es posible distinguir dos tipos
de causas: la variacion epigenética transitoria debida al estrés generado durante el
cultivo in vitro y las variaciones genéticas producidas por las mutaciones azarosas,
ambos fendmenos se denominan variacion somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981;
Gould, 1986; Bairu et al., 2006).

La variacion somaclonal puede proporcionar un valioso recurso para la mejora de
las plantas al proporcionar nuevas variantes de interés agronémico (Larkin y
Scowcroft, 1981; Bairu et al., 2011), pero también puede generar variantes indeseables
en cultivos donde se requiere uniformidad genética en los clones (Bairu et al., 2011).
Las causas que inducen variacion genética in vitro son diversas, entre ellas se
encuentran la metilacion de ADN, falta de precursores de acidos nucleicos, efecto de
la divisidn continua y acelerada ocasionada por los reguladores del crecimiento,
condiciones ambientales del cultivo, numero de subcultivos, métodos de propagacion,
genotipo, tipo de explante usado como material inicial, entre otros (George, 1993; Bairu
et al., 2011).

2.6 Reguladores del crecimiento en la variacion somaclonal

El crecimiento y morfogénesis in vitro son regulados por la interaccion y el balance
entre los fitorreguladores suministrados en el medio (exdgenos), y las sustancias de
crecimiento producidas por la planta endégenamente (George, 1993; Davies, 1995),
aunque los fitorreguladores del crecimiento no son considerados mutagénicos, al

inducir una division celular acelerada acarrean consigo divisiones anormales del
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material genético durante la division celular (George, 1993; Karp, 1994), por tanto, la
composicidén genética de las células puede verse influida por los niveles relativos tanto

de auxinas como citocininas (d’Amato, 1975; George, 1993).

2.7 Auxinas

Las auxinas son extensamente usadas en trabajos de micropropagacion, su funcion
principal es la elongacion celular y se agregan casi invariablemente a un medio de
cultivo para inducir la formacién y mantener el crecimiento del callo desorganizado, la
suspension de células u organos y para regular la morfogénesis (George, 1993;
Gaspar et al., 2003). Cambios genéticos son altamente probables de aparecer en este
tipo de cultivos (George, 1993). Las auxinas sintéticas mas comunmente usadas en el
cultivo de tejidos son el 2,4-D, IBA y NAA, ya que éstas no se desnaturalizan durante
la esterilizacion y el desarrollo de los cultivos, son mas econdémicas y registran mejores

respuestas morfogénicas (George, 1993).
2.7 1 Acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

La auxina sintética 2,4-D es usada con frecuencia en cultivos de callos y células,
diversas investigaciones a menudo la asocian con anomalias genéticas como la
poliploidia y la estimulacién de la sintesis de ADN que puede resultar en
endorreduplicacion (George, 1993; Bouman y De Klerk, 2001; Ahmed et al., 2004,
Mohanty et al., 2008). La induccion de callos con 2,4-D a alta concentracién, se ha
implicado como causa de variacidon somaclonal en Fragaria (Nehra et al.,, 1992),

Glycine max (Gesteira et al., 2002) y Gossypium (Jin et al., 2008).

2.8 Citocininas

Las citocininas son hormonas que estimulan la citocinesis celular, cuando se adicionan
a los cultivos in vitro en proporciones superiores de lo requerido pueden incrementar
la velocidad de la division celular, lo cual, puede resultar en ploidias en células
meristematicas estables y en bajas concentraciones, pueden disminuir el rango de

ploidias en suspension de células, estimulando la divisidn de células meristematicas
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citologicamente estables (Kibler y Neumann, 1980). En contraste, altas
concentraciones de muchos componentes con actividad de citocinina, pueden
incrementar la frecuencia de células poliploides (Zakhlenyuk y Kunakh, 1987). Al igual
que con las auxinas, las citocininas sintéticas 2iP, BA y kinetina son las mas usadas
en el cultivo de tejidos, debido a que presentan mejores respuestas morfogénicas, son
econodmicamente mas accesibles y son estables a la autoclave y a la luz durante los

cultivos (George, 1993).

2.8.1 6-Bencilaminopurina (BA)

El obtener variantes en los cultivares, también puede ofrecer ventajas cuando las
variantes presentan caracteristicas de interés comercial, se ha informado que las
plantas de Musa regeneradas mediante cultivo in vitro con BA, muestran un mayor
porcentaje de anomalias mitéticas (Shepherd y Dos Santos, 1996; Giménez, 2001) en
relacion a las plantas que han sido propagadas vegetativamente por métodos clasicos.
En Capsicum annuum Hossain y col. (2003) reportaron variantes fenotipicas en los
regenerantes con el uso de 5 mgL de BA. Los altos niveles de BA (30 mg L") también
aumentaron en gran medida la variabilidad genética de los cultivos de callos de Oryza
sativa en comparacion con los que se encuentran en cultivos incubados con 2 mg L
de BA (Oono, 1985).

2.8.2 Kinetina

Jiny colaboradores (2008) registraron una mayor variacion en el nivel de ADN en callos
embriogénicos y plantulas regeneradas en el cultivo de tejidos de algoddn, con una
combinacion de 2, 4-D y kinetina, el analisis RAPD y SSR sugirié que la combinacion
de hormonas 2, 4-D y kinetina podria inducir una variacion somaclonal relativamente
alta en comparacion con el solo uso de kinetina, fendmeno que puede ser relacionado
en que las dos hormonas registran division celular. En dos variedades de Cuminum
cyminum Bahmankar y col. (2017) encontraron variacién genética mediante el uso de
marcadores RAPD (Fragmentos polimoérficos amplificados al azar). Chin y col. (2019)
demostraron que la kinetina (1.5 mgL) induce una alta variabilidad genética en
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Dendrobium, lo cual fue registrado con el uso de marcadores de ADN ISSR (Inter

simple sequence repeats) y DAMD (Amplificacién directa con ADN microsatélite).

2.9 Ciclo celular

El ciclo de division celular es un proceso mediante el cual las células crecen, copian
su material genético y se dividen para reemplazar a las células que lo requieren, este
proceso normalmente toma 24 horas algunas células estan en constante division como
las del epitelio intestinal que se renuevan entre dos y cuatro dias o las de las criptas
del colon con una renovacién de tres a cuatro dias, mientras que otras células como
las neuronas del sistema nervioso central que apenas se renuevan o los adipocitos

que se renuevan cada 8 afios (Lagunas et al., 2014),.

Existen dos tipos principales de células en los organismos pluricelulares: las células
somaticas y las células germinales, las células somaticas producen otras células
somaticas y las células germinales producen otras células germinales, sin embargo,
las células germinales también pueden generar gametos, es decir, solo las células
germinales pueden entrar en meiosis, proceso mediante el cual se generan cuatro
gametos haploides. El ciclo celular contiene una serie de etapas denominadas: G1
(crecimiento), S (sintesis), G2 (segunda etapa de crecimiento) y M (mitosis). Las fases
G1, S y G2 se suelen agrupar en la denominada interfase (Pacheco et al., 2017). La
mitosis es el mecanismo por el cual se reparten los cromosomas para formar los dos
nucleos de las células hijas. La mitosis se puede dividir a su vez en varias etapas
profase, metafase, anafase y telofase, durante las que el ADN se compacta, forma
cromosomas, éstos se organizan y segregan, y finalmente se descondensan para
formar los nucleos de las células hijas. Durante la citocinesis en las células vegetales
se sintetiza una pared celular que terminara por separar el citoplasma inicial en dos
citoplasmas que tendran cada una de las células hijas (Lagunas et al., 2014; Pacheco
et al., 2017).
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2.10 Numero de subcultivos en la variacion somaclonal

La tasa de variacion somaclonal aumenta con el numero de subcultivos (George, 1993;
Bairu et al., 2006, 2011; Ray et al., 2006) especialmente los cultivos de suspension
celular y callos caracterizado por la continua division celular (Reuveni e Israeli, 1990;
Rodrigues et al., 1998; Bairu et al., 2006). Rodrigues y col. (1998) mostraron que en
Musa las variantes somaclonales aparecieron después de 5, 7, 9 y 11 subcultivos a
una tasa de 1.3, 1.3, 2.9 y 3.8%, respectivamente. Algunos estudios refieren que la
variacion somaclonal es particularmente mayor en plantas regeneradas a partir de
subcultivos a largo plazo (Reuveni e Israel, 1990; George, 1993; Petolino et al., 2003),
el largo periodo de cultivo aumento el numero de variantes somaclonales observadas

en los regenerantes de Triticum (Hartmann et al., 1989) y Musa (Bairu et al., 2006).

En contraste hay evidencias de que existen cultivos que han permanecido
genéticamente estables (Bairu et al., 2011); en un cultivo de multiples brotes de Pisum
sativum mantenido en subcultivo durante 24 anos, permanecié genéticamente estable
al compararse con el genotipo original (Smykal et al., 2007). También se observd
ausencia de variacion genética después de 17 meses de subcultivo continuo de

Foeniculum vulgare (Bennici et al., 2004), lo que sugiere un posible efecto del genotipo.

2.11 El efecto del genotipo en la variaciéon somaclonal

La variacion genética ha sido encontrada en cultivos de células y callo en un amplio
rango de especies de plantas (Bairu et al., 2011), sin embargo, la susceptibilidad a la
variacion genética puede diferir entre variedades o cultivares dentro de una especie,
por ejemplo, la proporcion de células de diploides, aneuploides y poliploides en el
cultivo de callo, varia entre aquellas originadas de diferentes plantas madre (Browers
y Orton, 1982). Cuando las plantas han sido regeneradas de callo genéticamente
variable, son mas propensas a ser variables que aquellas que fueron obtenidas de

respuestas directas de cultivo de zonas meristematicas (George, 1993).

Chaturvedi y Mitra (1975) encontraron bajo mismas condiciones de cultivo,
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subclones de Citrus grandis que diferian en su patron morfogenético; un tejido formo
numerosos cuerpos globulares verdosos, al subcultivar en el mismo medio se formaron
numerosos embrioides, mientras que el otro tejido formé brotes, lo que sugiere un
posible efecto del genotipo. Lee y Phillips (1988) sefialan que las diferencias en la
estabilidad genética de los cultivos estan relacionadas en la capacidad que tienen los

diferentes genomas para responder a la variacion causada por el estrés fisico-quimico.

2.12 Tipo de explante

La variacion somaclonal esta relacionada con los cultivos sujetos a inestabilidad y
crecimiento desorganizado, en general, cultivos con mayor nivel de desorganizacion
celular, son mas propensos a presentar mutaciones (Bairu et al., 2011). En el cultivo
de tejidos se presenta crecimiento desorganizado de los explantes, desde los que
menos perturban la organizacion celular como lo es el cultivo de meristemos hasta el
cultivo de protoplastos y cultivo de explantes sin meristemos donde después de una
fase de callo desorganizado o cultivo en suspension celular, se logra la regeneracion

mediante formacion de brotes adventicios (George, 1993) (Figura 2).

Tipo de cultivo Comentarios
Confiable, pero no lo use para
quimeras. Trate de evitar la
Brote regeneracion adventicia de
/——* brotes, especialmente de
callos basales
Las tasas rapidas de
multiplicacion de brotes
pueden causar problemas
e —— g Nodo Muy confiable

Regeneracion directa
de brotes o embriones ) )
o embriogénesis a Confiable, pero asegdrese de
que la regeneracion indirecta

M panir de tejido no ocurra también
“calloso” que surge de
los PEDCs
\‘ Embriogénesis Evitar, o_si no hay un método
alternativo disponible, tomar
indirecta a partir de precauciones
IEDCs o regeneracion
\ indirecta de brotes a
partir de callos

No recomendado

)
L
||

Figura 2. Factores encontrados que afectan la variabilidad genética en cultivos de callo
y plantas regeneradas de ellos; IEDCs: Células determinadas embriogénicas inducidas
PEDCs: Células determinadas preembriogénicas (Tomado de George, 1993).
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2.13 Efecto de la luz en la variacion somaclonal

La calidad, intensidad y duracion de la luz afectan el desarrollo vegetal porque
promueven diferentes respuestas fisioldgicas (Murillo-Talavera et al., 2016). El sistema
de iluminacion in vitro debe brindar luz en la regidn espectral que esta involucrada en
la fotosintesis y en las respuestas fotomorfogénicas (Gupta y Jatothu, 2013), el
espectro de iluminacién por LEDs blancos ha sido probado y se ha reportado como
favorable para el cultivo in vitro de especies como Oncidium tigrinum (Murillo-Talavera
et al., 2016), Lilium (Lian et al., 2002), Musa (Nhut et al., 2001), Fragaria (Nhut et al.,
2003) y Chrysanthemum (Kim et al., 2004).

El factor luz en el cultivo in vitro puede presentar respuestas morfogénicas
contrastantes, Guillen y col. (2015) reportaron en explantes de Bucarnea inermis
cultivados en presencia de luz la formacion de callo y posteriormente la formacién de
raices adventicias, en ausencia de luz los explantes se diferenciaban a embriones. En
Malus van der Krieken y col. (1992) reportaron que en presencia de luz se inhibia la

formacion de raices.

Hasta el momento no se cuenta con registros de que la alta intensidad luminosa
pueda inducir variacion somaclonal, en cultivo in vitro de Solanum tuberosum
(cultivares Snegir y Rozhdestvenskiy), con una intensidad de 135 ymol m= s™' presentd
un crecimiento y desarrollo éptimo durante la micropropagacién; sin embargo, se
sugiere que la respuesta de la planta a diferentes intensidades de luz es especifica de
la especie y, en el caso de las plantulas de patata, especifica del cultivar (Kulchin et
al., 2018).

2.14 Efecto de la temperatura en la variacion somaclonal

La temperatura es un factor importante que controla el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Van Dam et al., 1996). Los efectos del aumento de la temperatura en los
cultivos van desde lesiones fisiolégicas como quemaduras en hojas y tallos, abscision

y senescencia de las hojas, inhibicidon del crecimiento de brotes y raices o dafio de
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frutos, que consecuentemente conducen a una disminucion de la productividad de las
plantas (Vollenweider y Glnthardt-Goerg, 2005), pero también la temperatura como
un factor de estrés a la que se sujetan los cultivos in vitro puede influir en la tasa de
variacion genética (George, 1993). Binns y Meins (1980) identificaron que el callo de
Nicotiana tabacum incubado a 35°C se mantenia predominantemente diploide, pero
en 25°C presentaba una marcada inestabilidad cariotipica y se convertia en
tetrapliode. Jackson y Dale (1988) observaron en dos genotipos de Lolium multiflorum
que al aumentar la temperatura (10, 15, 20, 25 y 35°C) un genotipo regenerd un mayor
porcentaje de plantas albinas (18%), mientras que en el otro genotipo se presentd un

porcentaje bajo de regenerantes albinas (1.8%) en todos los rangos de temperatura.

2.15 Métodos de deteccion de variantes somaclonales

Las variantes somaclonales se pueden detectar utilizando diversas técnicas que se
clasifican ampliamente como técnicas de deteccion morfoldgica, fisioldgica/bioquimica
y molecular (Bairu et al., 2011). Actualmente, las técnicas moleculares para detectar
variaciones de secuencia entre genomas presentan gran accesibilidad, por lo que es
posible conocer de forma muy precisa las diferencias entre plantas fuente y
somaclones (Gonzalez, 2003). Estas técnicas implican el uso de marcadores
moleculares que son utiles para comparar el ADN de diferentes muestras para la
diferenciacién en plantas, debido a la variacion de secuencia mediante la identificacidon

de polimorfismos aleatorios (Cloutier y Landry, 1994).

2.16 Marcadores moleculares

Un marcador molecular se define como una secuencia de ADN, que se ubica en una
posicion conocida del cromosoma que sirven como puntos de referencia para el
analisis del genoma (Kumar, 1999), o un gen cuya expresion fenotipica es facilmente
reconocible y se usa para detectar un individuo, o como una sonda para marcar un
cromosoma, nucleo o locus, por lo que las técnicas para estimar la diversidad genética
son variadas (ldrees e Irshad, 2014). Una caracteristica de los marcadores es que
muestran el polimorfismo, que puede surgir debido a la alteracién de nucledtidos o
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mutacion en los loci del genoma (Gonzalez, 2003; Bairu et al., 2011) y permiten
identificar diferencias genéticas entre organismos o especies individuales (Collard et
al., 2005).

2.17 Tipos de marcadores

Varios tipos de marcadores moleculares son usados para estimar el polimorfismo del
ADN vy estos pueden ser clasificados como marcadores basados en hibridacion y
marcadores basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Varshney et
al., 2007). Los marcadores se agrupan de acuerdo con su capacidad para mostrar
homocigosidad, es decir, marcador dominante o heterocigosidad, es decir, marcador
codominante (Hartl, 1988). Idealmente se elegiria un marcador facilmente disponible,
con un ensayo rapido y sencillo, reproducible y altamente polimérfico de una herencia
codominante y ocurrencia recurrente en el genoma, selectivamente neutral a las
condiciones ambientales y que el intercambio de datos entre diferentes laboratorios se
realizara de forma facil. Sin embargo, es dificil obtener un marcador con todas estas
caracteristicas, por lo tanto, el marcador que sea empleado dependera en gran medida

de las caracteristicas de estudio que se realice (Idrees e Irshad, 2014).

2.18 Marcadores usados en Agave

Agave es uno de los géneros mexicanos mas importantes econémicamente, diferentes
especies son usadas para la produccion de bebidas alcohdlicas como pulque, mezcal
y tequila, para la produccion de fibras y como ornamentales (Garcia-Mendoza et al.,

2017) por lo que existen diversos estudios genéticos en el género (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Marcadores moleculares usados en Agave
Especie Marcadores Referencia
A. victoriae-reginae Isoenzimas Martinez-Palacios et al. (1999)
A. tequilana RAPDs Gil-Vega et al. (2001)
A. lechuguilla Isoenzimas Silvia-Montellano y Eguiarte
(2003)
A. cerulata RAPDs Navarro-Quezada et al. (2003)
A. deserti RAPDs Navarro-Quezada et al. (2003)
A. fourcroydes AFLP Gonzélez et al. (2003)
A. fourcroydes AFLP Demey et al. (2004)
ISTR
A. garciae-mendozae ISSRs Gonzalez (2004)
Agave sp. ISSRs Rocha (2006)
A. difformis ISSRs Rocha (2006)
A. striata ISSRs Trejo (2006)
A. xylocantha ISSRs Colin (2006)
A. s. falcata ISSRs Trejo (2006)
A. s. strtiata ISSRs Trejo (2006
A. mapisaga var. Carrizo RAPDs Alfaro-Rojas et al. (2006)
A. mapisaga var. Verde RAPDs Alfaro-Rojas et al. (2006)
A. mapisaga var. Ayoteco RAPDs Alfaro-Rojas et al. (2006)
A. mapisaga var. Manso RAPDs Alfaro-Rojas et al. (2006)
A. mapisaga var. Negro RAPDs Alfaro-Rojas et al. (2006)
A. mapisaga var. Xilometl RAPDs Alfaro-Rojas et al. (2006)
A. delamateri Isoenzimas Parker et al. (2007)
A. murpheyi Isoenzimas Parker et al. (2007)
A. cupreata ISSRs Scheinvar (2008)
A. potatorum ISSRs Scheinvar (2008)
A. angustifolia Sonora AFLPs Sanchez-Teyer et al. (2009)
A. angustifolia Landraces ISSRs Vargas-Ponce et al. (2009)
A. angustifolia Wild ISSRs Vargas-Ponce et al. (2009)
A. angustifolia Wild-tolerated ISSRs Vargas-Ponce et al. (2009)
A. rhodocantha ISSRs Vargas-Ponce et al. (2009)
A. tequilana ISSRs Vargas-Ponce et al. (2009)
A. parry Cultivado Isoenzimas Parker et al. (2010)
A. parry Wild Isoenzimas Parker et al. (2010)
A. parry Cultivado Microsatélites Parker et al. (2010)
A. parry Wild Microsatélites Parker et al. (2010)
A. tequilana ISTR Torres-Moran et al. (2010)
A. cocui Isoenzimas Figueredo y Nassar (2011)
A. tequilana AFLP Diaz-Martinez et al. (2012)
MSAP
Atequilana NSG Gross et al. (2013)
A deserti
A. duranguensis ISTR Almaraz-Abarca et al. (2013)
A. furcroydes AFLP Monja-Mio et al. (2018)
MSAP
A. sisalana NSG Sarwar et al. (2019)
A. americana DAMD Reyes-Zambrano et al. (2021)
ISSR
RAPD

AFLP: polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados, MSAP: Secuenciacién de
polimorfismo de amplificacion sensible a metilacion, HPLC: cromatografia liquida, ISTR: Repeticion
etiquetada de secuencia inversa, ISSR: Inter-Secuencias Simples Repetidas, NSG: secuenciacion de
nueva generaciéon RAPD: ADN polimérfico amplificado al azar.
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2.19 Secuencias de ADN

La secuenciaciéon del ADN juega un papel importante para obtener analisis mas
detallados de la regidn de interés para diferentes individuos (Sandoval-Rodriguez et
al., 2016). Hasta hace algunos anos, el uso extenso de secuencias de ADN para los
estudios de poblaciones no eran practicos debido a que los fragmentos de ADN para
cada individuo tenian que ser aislados para librerias de ADN subgendmico después
de ser identificados por southern blotting e hibridizacion. Actualmente el uso de
secuencias es muy comun y se ha aplicado en analisis de genética de poblaciones y
problemas taxondmicos (Eguiarte et al., 2007). Estos métodos sdélo requieren de
pequefias cantidades de ADN, son altamente confiables y han revolucionado la

biologia molecular (Sandoval-Rodriguez et al., 2016)

Este método incluye cuatro pasos:

1. Identificar secuencias que tengan la variacion necesaria

2. Aislar y purificar un numero elevado de la secuencia (ya sea por clonacién o
amplificacion)

3. Secuenciar

4. Alinear la secuencia (con los programas MALIGN, Clustal V para Macintosh ver.
1.5, JACK ver. 4.2) (Eguiarte et al., 2007).

2.20 Marcadores neutrales a la seleccion

Estos marcadores moleculares son evolutivamente neutros, entre las ventajas
podemos distinguir que presentan mayor segregacién o polimorfismo, pueden ser
evaluados desde los primeros estados de desarrollo de las plantulas, pueden aplicarse
a cualquier tipo de material vegetal, son independientes de la época del afio en que se
realice el analisis, permiten la identificacion correcta de la variedad sin necesidad de
muchos caracteres y muy probablemente estan libres de los efectos epistaticos
(Azofeifa-Delgado, 2006).
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2.21 Marcadores funcionales

Los marcadores funcionales se derivan de sitios polimérficos dentro de genes
causalmente involucrados en la variacion de rasgos fenotipicos, son usados en
fitomejoramiento, estudios de biodiversidad, asi como en genética humana. El
desarrollo de los marcadores funcionales parte de la secuencia de un gen con una
funcién asignada, se derivan de secuencias polimérficas y es mas probable que
participen en la variacion de rasgos fenotipicos (Andersen y Lubberstedt, 2003). Se
pueden clasificar en cinco grupos: ADN conservado y marcadores basados en familias
de genes (CDM), marcadores basados en elementos transponibles (TEM), marcadores
basados en genes de resistencia (RGM), marcadores basados en ARN (RBM) y

marcadores de huellas dactilares dirigidos (TFM) (Varshney et al., 2007).
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3. HIPOTESIS

La presencia de hormonas 2,4-D, BA y kinetina durante el cultivo in vitro promueven la

presencia de variacion somaclonal.

La alta temperatura durante el cultivo in vitro promueve la presencia de variacion

somaclonal.

La intensidad luminosa durante el cultivo in vitro promueve la variacion somaclonal.

Los subcultivos continuos promueven la variacion somaclonal

Las combinaciones de varios factores de estrés mencionados inducen la variacion

somaclonal.

4. OBJETIVOS

General

Evaluar la variacion somaclonal en un clon de Agave victoriae-reginae subsp.
swoobodae a través del efecto de factores fisico-quimicos que generalmente se

aplican en el cultivo in vitro.

Especificos

i. Determinar el efecto del 2,4-D, BA y Kin en la variacion somaclonal de un clon de
A. victoriae-reginae.

i. Estimar el efecto de la luz en la variacién somaclonal de un clon de A. victoriae-
reginae.

iii. Determinar el efecto de la temperatura en la variacién somaclonal de un clon de
A. victoriae-reginae.

iv.  Evaluar el efecto del subcultivo en la variacion somaclonal para cada hormona.

v. Evaluar el efecto de la interaccion de factores de estrés en la variacion somaclonal

de A. victoriae-reginae.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico.

Se uso6 un clon érgano-embriogénico de Agave victoriae-reginae subsp. swobodae,
generado de una semilla que se ha mantenido por 30 afos bajo subcultivo continuo en
medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962), actualmente el clon se encuentra en el
Laboratorio de Biotecnologia y Genética Forestal del IIAF-UMSNH. Para partir de un
clon actualizado, se utilizé un fragmento del propagulo, se cultivdo en medio MS basal
a 25°C, fotoperiodo 16h luz, 8h oscuridad Después de 9 semanas de cultivo y de
haberse incrementado el tejido, fue usado como el stock madre de donde se tomaron

los fragmentos para los diversos tratamientos del experimento.

5.2 Tratamiento hormonal.

El medio que se utilizé fue MS (Murashige y Skoog, 1962) basal sin reguladores del
crecimiento o adicionado con 1.0 mg-L-' de 2,4-D, BA o Kin, se usaron frascos de 100
mL de capacidad, el medio se ajusté a un pH de 5.7 al que se agregd 8 g-L-' de agar,
se calentd hasta disolver y posteriormente se agregaron 30 mL del medio en cada uno
de los frascos, los cuales fueron tapados y esterilizados en autoclave durante 15
minutos a una temperatura de 124°C y una presién de 1.5 kg/cm?. De los cuatro
tratamientos establecidos, se realizaron 10 repeticiones por tratamiento, la unidad
experimental fue un explante (callo organogénico) de 0.3 cm? de volumen por frasco
(Figura 3).

5.3 Incubacion

Los frascos con explantes se incubaron en un cuarto de cultivo bajo condiciones
ambientales controladas a temperatura de 25° y 32°C con una intensidad luminosa de

30 y 60 umol m?s (Figura 3).
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5.4 Subcultivo

El material parental se seleccion6 de un solo frasco, los explantes obtenidos se
incubaron en los tratamientos ya descritos y cada 9 semanas se subcultivaron bajo el
mismo tratamiento del que provenian tomando tejido de las zonas mas alejadas del
centro del explante original para dar lugar al siguiente subcultivo durante los tres

subcultivos (Figura 3).

5.5 Evaluacioén de la respuesta morfogénica

Cada 11 semanas se evalud la respuesta morfogénica que consistid en la presencia
de una respuesta organogénica presentando brotes (yemas y hojas) con o sin raices
o de una respuesta embriogénica con la formacién de callo organogénico y embriones,
mediante observaciones del crecimiento del tejido a través de un microscopio
estereoscopico, se uso vernier digital, tomando las medidas ancho (mm), largo (mm)
y alto (mm) para obtener el volumen por frasco (mm?3) y de igual forma se calculd el
porcentaje de la respuesta morfogénica registrando el total del porcentaje por
tratamiento. El color de los tejidos se registré usando la tabla Munsell® durante cada

subcultivo.

Finalmente, fueron probados 16 tratamiento, 10 repeticiones por tratamiento,

durante 3 subcultivos, la unidad experimental fue el volumen por frasco (Figura 3).

5.6 Aislamiento de ADN y amplificaciéon de secuencias.

Con base en el protocolo de Doyle (1991) se ajustd el procedimiento para el

aislamiento del ADN:

Lisis celular: se usaron de 50 a 100 mg de tejido molido en nitrégeno liquido en un
mortero frio, el tejido molido se almacen6 en microtubo de 2.0 mL, las muestras se
guardaron en congelador a -20°C, a cada tubo se agregé buffer 1 (Tris HCI 100 mM
pH 8, NaCl 0.45 M, EDTA 17 mM pH 8, CTAB 1%, 0.3% beta mercaptoethanol al

momento de usar) se centrifugd a 8 000 rpm durante 8 minutos, se elimind el
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sobrenadante, se agregaron 600 uL de buffer 2 (Tris HCI 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM pH 8, CTAB 2%, 0.3% beta mercaptoethanol al momento de usar) las
muestras se incubaron por 20 min a 65°C mezclando en vortex cada 5 min,

posteriormente la muestras se colocaron en hielo por 5 min.

Precipitacion de proteinas: se agregaron 650 uL de cloroformo: isoamilico 24:1, en
vortex se homogenizaron las fases, los tubos se centrifugaron a 12 000 rpm durante

11 min y se recuperaron 400 uL del sobrenadante en tubo eppendorf de 1.5 mL

Lavado de ADN: se agregaron 0.6 volumenes de isopropanol frio (-20°C) y se
mezcloé suavemente para precipitar los acidos nucleicos con un reposo de 20 min en
congelador (-20°C), posteriormente se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 min y se
eliminod el sobrenadante, se agregaron 500 uL de etanol 70% frio (-20°C), se usé el
vortex hasta que las pastillas se desprendieron y se centrifugaron a 12 000 rpm, se

elimind el sobrenadante y se secaron al vacio 10 min.

Hidratacion de ADN: para finalizar se rehidrataron con 75 uL de TE (Tris-EDTA pH

8.0) y se reservaron en congelador (-20°C).

La calidad y homogeneidad del ADN gendmico se verifico en gel de agarosa al 1%
en buffer TAE al 1X, que se corrié a 100 V durante 30 min. Para estimar visualmente

la concentracion del ADN el gel se observo en un transiluminador de luz ultravioleta.

El ADN se cuantificé en NanoDrop 2000®, la pureza de las extracciones se verifico
a una longitud de 260/280, 260/230 y se estandarizaron a una concentracion de trabajo
de 30 ng/uL. Una vez estandarizadas las extracciones se probaron los oligonucleétidos

neutrales psbA, trnK 'y trnL a un gradiente de 40 a 60°C.

Se amplificaron oligonucledtidos neutrales de cloroplasto, ya que, diversos autores
han sefalado diversos marcadores que sirven como codigo de barra de ADN para
grupos de especies entre los cuales se encuentran los oligonucleétidos psbA, trnK'y
trnL, los cuales presentan una buena longitud y alta variacién intraespecifica, ademas

de servir como oligonucleétidos universales, los cuales han sido amplificados y
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secuenciados en varios organismos fotosintéticos revelando que estan altamente
conservados (China plantBol Group, 2011), los tres oligonucleétidos se amplificaron
para seleccionar el que presentara la secuencia mas limpia y completa. Posteriormente
se sintetizaron los oligonucleétidos funcionales reportados para variacion somaclonal
en Dendrobium sp. (Ryu et al., 2019), se realiz6 la amplificacion de los loci ademas de

la secuenciacion de los fragmentos obtenidos para identificar el tamafio deseado.

Ademas de los tratamientos a los que fue sujeto el clon, se analizaron 10 individuos
de A. victoriae-reginae provenientes de semillas cultivadas ex vitro. Resultando en 48
muestras provenientes de cultivo in vitro y 10 muestras de hojas de individuos

seleccionados al azar de la misma especie cultivadas ex vitro (Cuadro 2).

Cuadro 2. Muestras de A. victoriae-reginae usadas para la extraccion y analisis del ADN
Muestra Tratamiento Muestra Tratamiento Muestra Tratamiento Muestra Tratamiento
R/T/IL RI/T/IL(1) RIT/IL(2) RIT/IL(3)
AV1 ex vitro AV11 -/25/30 AV12 -/25/30 AV13 -/25/30
AV2 ex vitro AV14 BA/25/30 AV15 BA/25/30 AV16 BA/25/30
AV3 ex vitro AV17 2,4-D/25/30 AV18  2,4-D/25/30 AV19  2,4-D/25/30
AV4 ex vitro AV20 Kin/25/30 AV21 Kin/25/30 AV22 Kin/25/30
AV5 ex vitro AV23 -/125/60 AV24 -/25/60 AV25 -/25/60
AV6 ex vitro AV26 BA/25/60 AV27 BA/25/60 AV28 BA/25/60
AV7 ex vitro AV29 2,4-D/25/60 AV30 2,4-D/25/60 AV31 2,4-D/25/60
AVS8 ex vitro AV32 Kin/25/60 AV33 Kin/25/60 AV34 Kin/25/60
AV9 ex vitro AV35 -/32/30 AV36 -/32/30 AV37 -/32/30
AV10 ex vitro AV38 BA/32/30 AV39 BA/32/30 AV40 BA/32/30
AV41 2,4-D/32/30 AV42  2,4-D/32/30 AV43  2,4-D/32/30
AV44 Kin/32/30 AV45 Kin/32/30 AV46 Kin/32/30
AV47 -/32/60 AV48 -/32/60 AV49 -/32/60
AV50 BA/32/60 AV51 BA/32/60 AV52 BA/32/60
AV53 2,4-D/32/60 AV54  2,4-D/32/60 AV55  2,4-D/32/60
AV56 Kin/32/60 AV57 Kin/32/60 AV58 Kin/32/60

(1)= subcultivo 1, (2)= subcultivo 2, (3)= subcultivo 3, IL= intensidad luminosa (umol m? s), R=
regulador del crecimiento, T= temperatura (°C).

5.7 Marcadores neutrales a la seleccion (MN)

Se probaron tres oligonucledétidos neutrales de cloroplastos psbA, trnK'y trnL (Cuadro
3) a un gradiente de temperatura de 40 a 60°C, para elegir el oligonucledétido y la
temperatura adecuada se verificaron los productos de amplificacion en geles de

agarosa al 1.5% a 100 V en transiluminador de luz ultravioleta. Todas las
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amplificaciones se secuenciaron en ambas direcciones por el método de Sanger y
Coulson (1975). Las reacciones de PCR obtenidas se secuenciaron en el Laboratorio
Nacional de Analisis y Sintesis Ecolégica (Escuela Nacional de Estudios Superiores,
UNAM, campus Morelia). Se revisaron mediante un electroferograma, se ensamblaron
y editaron en el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version
10.2.4) (Tamura et al., 2015). Asi mismo, las secuencias se compararon con la ayuda
del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro Nacional para la

Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).

Cuadro 3.  Secuencias de los oligonucleétidos para amplificacion de los marcadores

neutrales.
Oligonucleétido Secuencia
psbA trnH 3" F ACTGCCTTGATCCACTTGGC
psbA trnH 3" R CGAAGCTCCATCTACAAATGG
trnK 3" F CTTCGACTTTCGTGTGCTAG
trnK 3R AACTAGTCGGATGGAGTAG
trnL 3" F GGTTCAAGTCCCTCCCTCTATCCC
trnL 3" R ATTTGAACTGGTGACACGAG

F= forward, R=reverse
(Yao et al., 2009; Nyffeler, 2002; Valentini et al., 2009)

5.7.1 Condiciones de la amplificaciéon

Para la reaccion de la PCR se utilizaron siguientes componentes en un volumen final
de 15 pl; 7.5 pl de Multiplex®, 1.2 ul de oligonucledtido F, 1.2 ul de oligonucledtido R,
3.2 yIH20 y 2 ul de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95°C
por 15 min como desnaturalizacién inicial, seguida 95°C por 1 min para abrir ADN,
58°C por 1 min para alineamiento y 1 min a 72°C, de 25 a 35 ciclos, con una extension

final de 5 min a 72°C y finalmente a 10°C para almacenar.

5.7.2 Secuenciacion

Las amplificaciones obtenidas se ensamblaron y editaron en el programa MEGA X®.
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Posteriormente las secuencias se compararon con la ayuda del programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) del Centro Nacional para la Informacion

Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés).

5.8 Marcadores Funcionales (MF)

Una vez amplificados los MN, se seleccionaron y amplificaron marcadores funcionales
(Cuadro 4) basados en Dendrobium sp. (Ryu et al., 2019), donde se reporté variacion
somaclonal, los tres oligonucledtidos seleccionados denominados como: Longifolia,

Jazmonyl y AT2.

Cuadro 4. Secuencias de los oligonucleodtidos para amplificacion de los genes especificos

Oligonucleétido Secuencia

Longifolia 3" F ACTGCCTTGATCCACTTGGC
Longifolia3" R CGAAGCTCCATCTACAAATGG
Jazmonyl 3 F CTTCGACTTTCGTGTGCTAG
Jazmonyl 3°' R AACTAGTCGGATGGAGTAG
AT23°F GGTTCAAGTCCCTCCCTCTATCCC
AT23'R ATTTGAACTGGTGACACGAG

F= forward, R=reverse
(Ryu et al., 2019)

5.8.1 Condiciones de la amplificaciéon

La reaccion de la PCR se realizé a un volumen final de 15 ul, 7.5 ul de Mater mix®, 1.2
Ml de oligo F, 1.2 ul de oligo R, 3.1 yl H20 y 2 yl de ADN. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 95°C por 5 min como desnaturalizacion inicial,
seguida 95°C por 1 min para abrir ADN, 50°C por 1 min para alineamiento y 1 min a
72°C, de 25 a 35 ciclos, con una extension final de 5 min a 72°C y finalmente a 10°C

para almacenar.

5.9 Recorte y limpieza de geles

Se amplificaron los marcadores funcionales a un volumen final de 30 ul, se preparé gel
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de agarosa al 1.5% y se recortaron las bandas Longifolia 500-600 pb, Jazmonyl 500-
600 pb y AT2 200-300 pb, el peso de las bandas se multiplicé por tres volumenes de
la solucién W1 del kit de purificacion de PCR Thermo Fisher Scientific®, la mezcla se
colocé en incubacion hasta disolver con ayuda de vortex y agitacion, se colocaron 850
gl por tubo de filtrado y se centrifugd a 12 000 rpm durante un minuto, se agregaron
500 ul de W1 y se centrifugd a 12 000 rpm por 3 minutos, el filtro se coloco en tubo de
1.5 yl y se agregaron 50 ul de la solucion E1 con un reposo de 10 minutos,

posteriormente de centrifugd a 12 000 rpm por 1 minuto y el excedente se almacend.

5.10 Analisis estadistico

Para conocer el efecto de los tratamientos en el crecimiento en volumen del clon, se
utilizé el programa R statistical® mediante el analisis de varianza ANOVA, en cada
caso se comprobd la homocedasticidad y la normalidad de los tratamientos. El
supuesto de homocedasticidad se analizd mediante la prueba de Bartlett y la
normalidad usando la prueba de Shapiro, en todos los casos se encontré que existen
diferencias en las varianzas (p < 0.05) pero que todas cumplen con el supuesto de
normalidad (p > 0.05) por lo que se realiz6 un ANOVA de Welch y una comparacion
por pares para cada caso. Posteriormente se realizdé un analisis multivariado en el
programa PAST 2.17® para analizar si existe interaccion entre las variables con el

analisis de componentes principales y un analisis de coordenadas principales.

La principal funcidon de los analisis multivariados es explorar como las variables
medidas explican la distribucion que tienen los datos, si hay dentro de esta matriz un
orden que ayude a explicar cémo la interaccion de las variables influye en el resultado
de los datos obtenidos. Son una herramienta que permite interpretar los datos, su
principal funcion es clarificar o permitir ver en un conjunto de datos si hay alguna
estructura interna en respuesta a uno o varias variables, o si su distribucion es

respuesta del azar.
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Figura 3. Diagrama de flujo de los tratamientos y subcultivo del clon de A. victoriae-reginae. Control: sin reguladores del

crecimiento, BA: 1.0 mgL, 2,4-D: 1mgL, Kin: 1mgL, Fotoperiodo: 16h luz-8h oscuridad.
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6. RESULTADOS

6.1 Respuestas morfogénicas y crecimiento del clon

Los explantes presentaron respuestas embriogénicas, organogénicas o ambas, sin
reguladores del crecimiento el 100% de las respuestas fue organogénico con
presencia de brotes con yemas en desarrollo, hojas diferenciadas y presencia de
raices pequefias. Con BA la respuesta fue organogénica en un 100% durante el primer
subcultivo, en el segundo subcultivo aparecié también la presencia de callo en un 8%
y en el tercer subcultivo aumento la respuesta a un 25% con un callo no friable
posiblemente embriogénico. Los explantes con kinetina presentaron una respuesta
organogeénica en un 100% durante el primer subcultivo y segundo subcultivo, en el
tercer subcultivo los explantes presentaron una desdiferenciacion a callo bastante
friable en un 80%. Los explantes con 2,4-D presentaron desde el primer subcultivo una
desdiferenciacion a callo no friable en un 100%, y la presencia de algunos
proembriones; en el segundo subcultivo algunos explantes presentaron alteraciones
morfolégicas en un 28%; en el tercer subcultivo el porcentaje de alteraciones

morfolégicas fue de 21%

El analisis estadistico mostrd que existen diferencias entre los tratamientos (Cuadro
5) las medias de crecimiento en volumen mas altas se presentaron en los tratamientos
con BA y sin reguladores de crecimiento, las medias mas bajas se presentaron en los

tratamientos con 2,4-D y en el tercer subcultivo con kinetina (Figura 4)

Cuadro 5. Analisis de varianza del crecimiento en volumen del clon en todos los
tratamientos con y sin reguladores del crecimiento, intensidad luminosa y temperatura.
DF Suma de Cuadrado F Prob > F
cuadrados medio
Tratamientos 47 2.97E+10 632291792 43.2867
Error 432 6310256531 14607075
C. Total 479 3.60E+10 <.0001***

F= variacion entre las muestras, DF = Grados de libertad numerador, ***Altamente significativo.
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Figura 4. Crecimiento en los explantes de A. victoriae-reginae cultivados in vitro. Reguladores del crecimiento / Temperatura (°C)

/ Intensidad luminosa (umol m?2 s™).
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6.2 Tratamientos sin reguladores del crecimiento

El clon present6é una respuesta organogénica en los tratamientos sin reguladores de
crecimiento, los brotes se caracterizaron por presentar hojas bien definidas y raices
adventicias (Figura 5), la respuesta fue del 100% del tejido. El analisis de varianza
mostrd que existen diferencias de crecimiento en los tratamientos (Cuadro 6), lo cual
se puede observar en el tercer subcultivo del tratamiento bajo 30 ymol m2s'y 25°C
(Figura 6).

Cuadro 6. Analisis de varianza del crecimiento en volumen del clon sin reguladores del
crecimiento en los tratamientos con intensidad luminosa y temperatura.
F DF1 DF2 Sig
Control 90.199 11.000 40.432 2.2e-16***

F= variacion entre las muestras, DF1 = Grados de libertad numerador, DF2 = Grados de libertad del
denominador, Sig= Significancia, ***Altamente significativo.

Figura 5. Brotes de A. victoriae-reginae cultivados in vitro sin reguladores del crecimiento

bajo condiciones de temperatura (°C) / intensidad luminosa (umol m?2 s™). a) 25/30; b)
25/60; c) 32/30 d) 32/60. Bar: 0.2 mm.
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6.3 Efecto del BA en el crecimiento y la morfogénesis del clon

En los tratamientos con BA la respuesta fue organogénica en la mayoria de los
tratamientos, las hojas de los brotes se observaron mas pequefias y globulares, se
caracterizaron por presentar una forma mas globular y sin la presencia de raices
adventicias (Figura 7), el tratamiento con 60 umol m2 s y 32°C presenté tanto una
respuesta organogénica con formacion de hojas y raices, asi como una respuesta de
callo no friable a partir del segundo subcultivo (8%) que aumentd en el tercer subcultivo
(25%), el ANOVA mostro diferencias de crecimiento entre los tratamientos (Cuadro 7),
(Figura 8).

Cuadro 7. Analisis de varianza del crecimiento en volumen del clon con BA en los
tratamientos con intensidad luminosa y temperatura.
F DF1 DF2 Sig
BA 12.951 11.000 42.318 2.854e-10***

F= variacion entre las muestras, DF1 = Grados de libertad numerador, DF2 = Grados de libertad del
denominador, Sig= Significancia, ***Altamente significativo.

Figura 7. Respuesta morfogénica en explantes de A. victoriae-reginae bajo cultivo in vitro
con BA, en condiciones de temperatura (°C) / intensidad luminosa (umol m2 s™). a) 25/30;
b) 25/60; c) 32/30 d) 32/60. Bar: 0.2 mm.
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Figura 8. Crecimiento en volumen del explante de A. victoriae-reginae con el regulador del crecimiento BA durante tres
subcultivos.
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6.4 Efecto del 2,4-D en la morfogénesis

Los tratamientos con la auxina 2,4-D presentaron una respuesta embriogénica, el
explante se desdiferencio a callo y posteriormente se observd un callo embriogénico
poco friable (Figura 9), con presencia de algunos embriones definidos (Figura 9 a, c,
d), la respuesta en el crecimiento fue escasa con diferencias en los tratamientos
(Cuadro 8, Figura 10).

Cuadro 8. Analisis de varianza del crecimiento en volumen del clon con 2,4-D en los
tratamientos con intensidad luminosa y temperatura.

F DF1 DF2 Sig
2,4-D 62.087 11.000 39.036 2.2e-16™**

F= variacion entre las muestras, DF1 = Grados de libertad numerador, DF2 = Grados de libertad del
denominador, Sig= Significancia, ***Altamente significativo.

Figuré 9. Respuesta morfogénica en A. victoriae-reginae durante tres subcultivos con

2,4-D a diferente temperatura (°C) / intensidad luminosa (umol m? s™). a) 25/30; b) 25/60;
c) 32/30 d) 32/60. Bar: 0.2
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Crecimiento en volumen de A. victoriae-reginae bajo cultivo in vitro con 2,4-D durante tres subcultivos.
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6.5 Efecto de la kinetina en la morfogénesis

En los tratamientos con kinetina la respuesta también fue organogénica, las hojas de
los brotes se observaron bien desarrolladas, asi como raices presentes, se observo
mayor presencia de raices en los tratamientos con kinetina (12%) (Figura 11), con
respuesta organogénica de 100%, presentando brotes durante el primer subcultivo, en
el segundo subcultivo también se observo una respuesta de brotes en un 90% y
aparecieron zonas con presencia de callo friable (10%), en el tercer subcultivo todos
los tratamientos con intensidad luminosa de 60 umol m?2 sy temperatura de 32°C se
desdiferenciaron y presentaron una respuesta de callo con posibles proembriones en
un 80% (Figura 11), el analisis estadistico mostrd diferencias entre los tratamientos
(Cuadro 9, Figura 12)

Cuadro 9. Analisis de varianza del crecimiento en volumen del clon con kinetina en los
tratamientos con intensidad luminosa y temperatura.

F DF1 DF2 Sig
Kinetina 143.96 11.000 39.051 2.2e-16***

F= variacion entre las muestras, DF1 = Grados de libertad numerador, DF2 = Grados de libertad del
denominador, Sig= Significancia, ***Altamente significativo.
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.

Figura11. Respuesta morfogénica con kinetina en A. victoriae-reginae durante tres
subcultivos a diferente temperatura (°C) / intensidad luminosa (umol m2 s). a) 25/30; b)
25/60; c) 32/30 d) 32/60. Bar: 0.2 mm.
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Figura 12. Crecimiento del clon de A. victoriae-reginae durante tres subcultivos con kinetina.

45



VARIACION SOMACLONAL EN Agave victoriae-reginae T. MOORE

6.6 Analisis de componentes principales

Primero se realizé una prueba de normalidad multivariada (Cuadro 6) donde se
observo que no presenta una distribucién normal multivariada, sin embargo, se realizo
una prueba visual para conocer la efectividad de los métodos en tratar la correlaciéon
de las variables (Figura 13) donde se aprecia que si se considera el método
multivariado correctamente con sus limitaciones y falta de normalidad multivariada,
pueda arrojar ideas sobre el comportamiento de los datos y las variables que generan

dicho comportamiento.

Cuadro 10. Pruebas de normalidad multivariada.

Multivariado Coeficiente Estadistica Df p(normal)

Skewness: 2.08 55.47 10 2.57E-08

Skewness corrected: 57.05 10 1.31E-08
Kurtosis: 17.31 2.669 0.0076

Dornik and Hansen omnibus
Ep: 71.6
p(normal): 1.92E-13
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Figura13. Correlacion del crecimiento contra los tratamientos sin reguladores del
crecimiento, BA, 2,4-D, kinetina, intensidad luminosa y temperatura.
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El analisis de componentes principales fue exitoso con respecto a considerar que
desde el primer componente se explicaba el 84.9% de la variacién encontrada,

teniendo poco mas del 99% de la variacion explicada en los tres componentes (Cuadro
11, Figura 14).

Cuadro 11. Valores y variacion explicada dentro de los primeros tres componentes.

PC Eigenvalue % variancia
1 1.74E+08 84.939
2 2.43E+07 11.839
3 6.61E+06 3.2216
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Component 1
Figura 14. Distribucion de datos del crecimiento de A. victoriae-reginae contra los
tratamientos sin reguladores del crecimiento, BA, 2,4-D, kinetina, intensidad luminosa y
temperatura.

En el cuadro 11 podemos observar la proporcién de variacion que aporta cada
variable para cada uno de los componentes. Donde la variable V1 (volumen del
primer subcultivo) aporta la mayor parte de la variacion, y para el tercer componente

la variable V3 (volumen del tercer subcultivo) aporta la mayor parte de la variacion
explicada.
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Cuadro 12. Grado de aportacion de cada variable en variacion explicada dentro de los tres

componentes.

Eigenvalue 1.74E+08 2.43E+07 6.61E+06
Percent 84.9393 11.8392 3.2216
Cum Percent 84.9393 96.7784 100

Eigenvectors
\A 0.77178 -0.62887 0.0942
V2 0.51132 0.52567 -0.67987
V3 0.37803 0.57288 0.72726

6.7 Coordenadas Principales

Los componentes principales también contuvieron mas del 70% de variacion explicada
(Cuadro 13, Figura 15). Se utiliz6 el método de distancias de Gower, método mas
utilizado, con un exponente de transformacién de dos unidades (es decir, multiplicar

por dos para poder apreciar de mejor manera las distancias entre los datos).

Cuadro 13. Valores y variacion explicada dentro de los primeros tres componentes.

Axis Eigenvalue Porcentaje
1 8.72 67.91
2 0.88 6.88
3 0.33 254
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Figura 15. Grafico de datos del analisis de coordenadas principales del crecimiento de A.
victoriae-reginae contra los tratamientos sin reguladores del crecimiento, BA, 2,4-D,
kinetina, intensidad luminosa y temperatura.
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Cuadro 14.

Respuestas morfogénicas del clon A. victoriae-reginae a los tratamientos sin reguladores del crecimiento, BA, 2,4-D,
kinetina, intensidad luminosa y temperatura.

TR BA 2,4-D Kin IL T M1 Tky1 RM1 M2 Tky2 RM2 M3 Tky3 RM3 Color Tl
1 - - - 30 25 10659.91 B B/100 5822.81 HI B/100 411.33 E B/100 VA
2 10 - - 30 25 26770.74 A B/100 18450.57 BC B/100 14290.08 AB B/100 VA
3 - 1.0 - 30 25 958.95 Cc ES/100 832.80 J ES/100 776.16 E ES/100 A
4 - - 1.0 30 25 15180.81 B B/100 12857.93 DE B/100 11759.16 BC B/100 VA
5 - - - 60 25 10008.45 B B/100 7654.48 GHI B/100 5854.57 D B/100 VA
6 1.0 - - 60 25 25936.70 A B/100 23340.93 A B/100 15756.07 A B/100 VA
7 - 1.0 - 60 25 1022.46 Cc ES/100 1479.84 J ES/72 * 712.99 E ES/79* A
8 - - 1.0 60 25 15182.20 B B/100 10323.70 EFG B/100 8611.63 CD B/100 VA
9 - - - 30 32 10841.03 B B/100 8106.82 FGH B/100 11833.15 BC B/100 VA
10 1.0 - - 30 32 26322.47 A B/100 19677.54 AB B/100 14773.37 AB B/100 VA
" - 1.0 - 30 32 954.56 Cc ES/100 390.11 J ES/100 169.37 E ES/100 A
12 - - 1.0 30 32 15181.75 B B/100 12123.19  DEF B/100 8682.78 CD B/100 VA
13 - - - 60 32 10659.91 B B/100 10435.64 EFG B/100 7938.34 D B/100 VA
14 1.0 - - 60 32 26604.76 A B/100 1482428 CD B/92, ES/8 7556.25 D B/75, ES/25 VA A
15 - 1.0 - 60 32 958.95 Cc ES/100 390.59 J ES/100 34.11 E ES/100 VA
16 - - 1.0 60 32 15882.35 B B/100 3942.59 IJ B/90, C/10 107.59 E B/20, ES/80 A

*= Presencia de alteraciones morfoldgicas, 2,4-D= 2,4-Diclorofenoxiacético (mg-L-'), BA= Benciladenina (mg-L""), B = Brotes, C= Callo, Color Tl=
Color del tejido inductor, ES= Embriones somaticos, IL= Intensidad luminosa (umol m2s-'), Kin= Kinetina, M1= Media del crecimiento (mm3) 1er
subcultivo, M2= Media del crecimiento (mm?3) 2do subcultivo, M3= Media del crecimiento (mm?3) 3er subcultivo, RM1= Respuesta morfogénica / %
de la respuesta morfogénica del 1er subcultivo, RM2= Respuesta morfogénica / % de la respuesta morfogénica del 2do subcultivo, RM3= Respuesta
morfogénica / % de la respuesta morfogénica del 3er subcultivo, T=Temperatura (°C), Tky1= Tukey del 1er subcultivo, Tky2= Tukey del 2do
subcultivo, Tky3= Tukey del 3er subcultivo, TR=Tratamientos.
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6.8 Extraccion y analisis de ADN

El ADN de las 58 muestras analizadas fue verificado en gel de agarosa, dando como

resultado que todas presentaron ADN de alta densidad molecular, entre 8 000 a 12
000 pb (Figura 15).
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Figura 16. Gel de agarosa para verificar presencia de ADN de calidad. MM= marcador
molecular, AV= Bandas de ADN gendmico total de A. victoriae-reginae.
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6.9 Cuantificaciéon y estandarizacion de ADN

Todas extracciones cumplieron con los rangos de pureza en la longitud 260/280 y
260/230 en NanoDrop 2000® por lo que posteriormente se estandarizaron a una

concentracion de trabajo de 30 ng/pl con agua libre de nucleasas (Cuadro 15).

Cuadro 15.  Cuantificacion y estandarizacion del ADN de los tratamientos de A. victoriae-

reginae

Muestra [1ng/ul 260/280 260/230 Vol Agua
AV1 718.8 1.97 210 42 95.8
AV 2 512.8 1.98 224 5.0 95
AV3 422.2 2.10 1.90 4.16 95.9
AV 4 35.8 145 0.63 - -
AV 5 250.4 1.74 1.59 11.98 88.02
AV 6 298.3 1.89 2.03 10.06 89.94
AV7 106.1 1.92 2.00 28.28 71.72
AV 8 200.3 1.87 1.89 14.98 85.02
AV9 296.1 1.84 1.75 10.13 89.87
AV 10 216.1 1.77 1.96 13.88 86.12
AV 11 713.8 1.97 2.14 42 95.8
AV 12 596.1 1.98 224 5 95
AV 13 720.3 2.02 2.19 4.16 95.9
AV 14 627.5 1.85 2.00 4.78 95.22
AV 15 544.4 1.93 1.99 5.51 94.49
AV 16 539.7 1.96 1.89 5.56 94.44
AV 17 439.8 1.98 1.53 6.8 93.2
AV 18 480.6 1.67 .99 6.8 93.2
AV 19 4222 2.10 1.50 7.1 929
AV 20 623.4 2.03 2.00 4.81 95.19
AV 21 1154.4 2.09 2.03 2.60 97.40
AV 22 344.4 2.02 2.00 8.71 91.29
AV 23 729.6 2.03 2.01 4.1 95.89
AV 24 642.6 2.01 1.98 4.67 95.33
AV 25 953.4 2.00 1.88 3.15 96.85
AV 26 397.5 1.98 1.99 7.55 92.45
AV 27 706.4 1.99 1.98 425 95.75
AV 28 812.4 1.99 2.00 3.69 96.31
AV 29 747 .1 2.04 2.00 4.02 95.98
AV 30 445.4 2.06 1.69 94 90.6
AV 31 239.1 2.10 1.82 12.5 875
AV 32 703 1.89 1.78 4.27 95.73
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AV 33 552.3 1.95 2.12 543 94.57

AV 34 901.3 2.00 2.00 3.33 96.67

AV 35 735.6 2.03 1.99 4.08 95.92

AV 36 701.4 1.89 2.03 4.28 95.72
AV 37 819.2 1.90 2.02 3.66 96.34
AV 38 570.1 2.07 1.43 5.26 94.8
AV 39 209 1.99 2.00 14.35 85.65
AV 40 121.9 2.02 0.57 246 75.4
AV 41 672.6 1.98 1.74 44 95.6
AV 42 347 1.99 2.00 8.65 91.35
AV 43 1866.7 1.89 2.00 1.61 98.39
AV 44 108.2 2.02 2.04 27.73 72.27
AV 45 635.9 2.03 2.01 4.72 95.28
AV 46 218.1 2.05 2.01 13.76 86.24
AV 47 7415 2.03 2.00 4.05 95.95
AV 48 865 1.88 1.93 3.47 96.53
AV 49 1048.4 2.10 2.24 2.86 97.2
AV 50 41.1 1.74 1.82 - -
AV 51 371.4 1.89 2.02 8.08 91.92
AV 52 3307 2.01 2.01 0.91 99.09
AV 53 617.9 2.1 1.99 438 95.2
AV 54 3223.6 2.04 2.00 0.93 99.07
AV 55 1287.8 2.00 1.86 2.3 97.7
AV 56 509 2.01 2.02 5.89 94.11
AV 57 432.3 2.03 2.03 6.94 93.06
AV 58 1484.1 2.0 1.85 2.0 98.0

AV= Agave victoriae-reginae, Vol= volumen para 30 ng/ul.

6.10 Marcadores neutrales a la seleccion (MN)

Los tres oligonucledtidos neutrales de cloroplastos lograron amplificar para el clon de
A. victoriae-reginae, sin embargo, se selecciond el marcador trnK ya que presenté la

secuencia mas completa y limpia, la temperatura 6ptima fue 58°C.

Cuadro 16. Secuencias de los oligonucleétidos para amplificacion de los marcadores
neutrales.

Oligonucleétido Secuencia
trnK 3" F CTTCGACTTTCGTGTGCTAG
trnK 3" R AACTAGTCGGATGGAGTAG

F= forward, R=reverse
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Cada secuencia obtenida se corrigié mediante la IUPAC neucleotide code (Figura
17). De lo anterior, se obtuvieron 42 secuencias (Apéndice A; el cual puede ser
consultado en el Repositorio Institucional de la Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo http://bibliotecavirtual.dgb.umich.mx:8083/jspui/)

20 30 40 50 60 70
CC T CAACT RCAG CCAT G T ACT CCG CYTCTGTCGTTG AAAG AGCAAT TKAT Y Y TG GAATT C 1

I

Figura 17. Ejemplo de un electroferograma de una muestra de A. victoriae-reginae con el
oligonucledtido trnK a 58°C, cada pico de distinto color representa una base nucleotidica.

6.11 Marcadores funcionales (MF)

Los marcadores funcionales lograron amplificarse, sin embargo, mostraron muchas
bandas impidiendo encontrar el tamano especifico para el clon de A. victoriae-reginae,
por lo que se realizé en primera instancia la técnica de Gen clean, que tampoco aportd

la secuencia buscada.
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7 DISCUSION

7.1 Morfogénesis y crecimiento del clon sin reguladores del crecimiento

Los tratamientos sin reguladores del crecimiento mostraron un crecimiento abundante
en los tres subcultivos (Figura 4), tanto en intensidad luminosa de 30 y 60 pmol m=2 s
'y temperatura de 25 y 32°C, aunque el ANOVA mostro diferencias estadisticas en el
crecimiento (Cuadro 5), lo anterior muestra el amplio rango de tolerancia a las altas
temperaturas y a la alta intensidad luminosa en la especie, la cual, en condiciones
naturales se encuentra en zonas geograficas con climas estresantes (Garcia et al.,
2017), el tercer subcultivo muestra un bajo crecimiento en el clon a una intensidad
luminosa de 30 ymol m2 s y una temperatura de 25°C por lo que el subcultivo
continuo (cada 9 semanas) puede ser un factor que limita el crecimiento del clon, el
subcultivo a largo plazo juega un papel esencial en la multiplicacién y produccion a
gran escala de plantulas somaticas. Por ejemplo, Cedrela fissilis se ha asociado con
cambios en los perfiles de hormonas y proteinas asi como en una disminucion en la

respuesta de enraizamiento ex vitro (dos Reis de Oliveira et. al., 2022).

7.2 Efecto de las hormonas, temperatura e intensidad luminosa en el
crecimiento del clon

El analisis de componentes explico el 84.9% de la variacién encontrada, teniendo poco
mas del 99% de la variacion explicada en los tres componentes, necesarios para
considerarlo significativo donde la la intensidad luminica como la temperatura parece
no tener un efecto significativo a través de los tratamientos ni de los subcultivos, no
asi las hormonas. La hormona BA presenta los volumenes de crecimiento mas altos
en todos los tratamientos, es conocido el efecto de esta hormona en los cultivos
(Kapchina-Toteva et al., 2005), mientras que la hormona 2,4-D muestra los volumenes
mas bajos lo anterior se relaciona con el efecto biolégico de cada hormona, la BA
estimulando la organogénesis y el 2,4-D promoviendo la embriogénesis (Martinez-
Palacios et al., 2003).
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7.3 Efecto del BA en la morfogénesis

Los explantes sometidos a tratamientos con la citocinina BA presentaron una
respuesta organogénica en la mayoria de los tratamientos, cuando se presenté fue
caracterizada por la presencia de brotes, Martinez-Palacios (2003) reporto
previamente esta respuesta en tallos (plantulas generadas de semilla) de A. victoriae-
reginae a concentraciones de 1.0 y 0.5 mgL, el clon mostré brotes con hojas pequefas
y globulares en comparacion con los tratamientos sin reguladores del crecimiento,
debido a la conocida actividad de la BA como promotor de la division celular. En
Lycopersicum esculentum concentraciones superiores o por debajo de 5 uM de BA
resultdé en un desarrollo lento de brotes (Kartha et al., 1976), para el clon el estimulo
de 1 mgL es suficiente para presentar una division celular superior a los tratamientos
sin reguladores, respuesta que se mantiene en los tratamientos con temperatura e
intensidad de 25°C / 30 ymol m? s; en los tratamientos con 60 umol m2 sy 32°C se
observé una respuesta 6rgano-embriogénica 92-8% respectivamente, durante el
segundo subcultivo y una respuesta embriogénica de un 75% durante el tercer
subcultivo, en Ananas comosus se observd que para el cuarto subcultivo,
independientemente de los periodos de incubacién, los explantes perdieron el 50% de

su capacidad de formacién de brotes (Hamad y Taha, 2008).

7.4 Efecto del 2,4-D en la morfogénesis

La auxina 2,4-D es conocida por su accion reguladora de la morfogénesis (George,
1993; Song, 2014); presentando una respuesta embriogénica en el clon, los explantes
subcultivados se desdiferenciaron a callo y posteriormente se formaron embriones
somaticos, se observaron los callos embriogénicos de las cuales emergen los
embriones, asi como el meristemo apical del brote, el cotileddn y el suspensor de los
embriones (Figura 9). Martinez-Palacios (2003) obtuvo embriones de apices de tallo y
proembriones de hoja en A. victoriae-reginae a una concentracion de 0.5y 1.0 mg-L",
sin embargo, solo el 50% de los callos generados formaron callos embriogénicos y de
estos el 50% se diferenciaron en embriones. Previamente se reporté en el clon un

promedio de 97.6% embriones somaticos (ES) en explantes sometidos a 0.5 mg-L"'y

56



VARIACION SOMACLONAL EN Agave victoriae-reginae T. MOORE

83.4% a 1.0 mg-L' de 2,4-D bajo las mismas condiciones ambientales que el

tratamiento control (Pérez-Rangel, 2021 datos no publicados).

En la presente investigacion los ES se presentaron en un 95.9% del tejido total; el
crecimiento en volumen durante el primer subcultivo se mostré6 homogéneo entre los
tratamientos, sin diferencias estadisticas; durante el segundo subcultivo se observo
que el tratamiento con una intensidad luminosa de 60 pmol m? s*' y 25°C mantuvo la
media en el crecimiento, sin embargo, se presentaron embriones anormales
morfolégicamente; al presentar una respuesta organogénica el crecimiento es poco
debido al proceso de desdiferenciacién, formacion de callo y formacién de ES, por lo
que se registra el menor crecimiento en los tratamientos con 2,4-D, durante el segundo
cultivo el crecimiento disminuyd en todos los tratamientos; en el tercer subcultivo se
registraron las medias mas bajas y solo el tratamiento con intensidad luminosa de 60
umol m? s y 32°C presentdé nuevamente embriones anormales. En Origanum
majorana durante los primeros 2 subcultivos se obtuvo una alta tasa de callo, a partir
del tercer y cuarto subcultivo, los regenerantes obtuvieron un bajo crecimiento o no

sobrevivieron (Hussein et. al., 2014).

7.5 Efecto de la kinetina en la morfogénesis

Los tratamientos con kinetina presentaron una respuesta organogénica con presencia
de brotes, los regenerantes presentaron brotes con hojas bien definidas y se
observaron raices adventicias, en los tratamientos con BA aunque los brotes fueron
abundantes con las medias en crecimiento mas altas, se obtuvieron hojas de solo 0.1
mm en promedio ya que se encuentran estimuladas con una division continua y
acelerada, las hojas de los brotes con kinetina lograron un tamano superior a los 0.4
mm en promedio. En una investigacion previa en el clon de A. victoriae-reginae con
0.5y 1.0 mg-L" de kinetina en presencia de luz (30 ymol m= s'), también mostré una
respuesta abundante de brotes con un volumen medio de 17090 y 6358 mm3
respectivamente (Pérez-Rangel, 2021; datos no publicados), el ANOVA mostro
diferencias entre los tratamientos, durante el primer subcultivo la respuesta en

crecimiento fue abundante y homogénea entre las medias de todos los tratamientos,
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en el segundo subcultivo, las medias disminuyeron y en el tratamiento con 60; pmol m-
251y 32°C se presento la media mas baja, en el tercer subcultivo el crecimiento volvié

a disminuir y el tratamiento con 60 umol m? s-' y 32°C presenté la media mas baja.

7.6 Efecto de la luz

A partir del segundo subcultivo en el tratamiento con 2,4-D y una intensidad luminosa
de 60 umol m2 s, se observaron embriones atipicos morfolégicamente en un 27% de
la respuesta morfogénica durante el segundo subcultivo y 21% en el tercer subcultivo.
Garcia y col. (2019) indican que cualquier condicidon que induce estrés en el cultivo,
como los componentes del medio y las condiciones ambientales pueden inducir

anomalias en la morfologia de los embriones.

En Rosa chinensis la luz blanca con una intensidad de 27 pymol m= s provoca la
formacion de embriones sin cotiledones (Chen et al., 2014) y en Daucus carota la luz
blanca con una intensidad de 200-300 mol m~ s*! induce anomalias embrionarias como
cotiledones multiples, radiculas ramificadas y elongacion del hipocoétilo (Michler y
Lineberger, 1987). La auxina 2,4-D a altas concentraciones induce anomalias en
embriones de Hovenia dulce (Yang et al., 2013), Theobroma cacao (Garcia et al.,
2016), Glicine max (Shoemaker et al.,1991) y Capsicum chinense (Lépez-Puc et al.,
2006).

7.7 Efecto de la temperatura

En los tratamientos con una temperatura de 32°C no se observo alguna anomalia en
las respuestas morfogénicas, en los tratamientos con respuesta organogénica los
brotes se caracterizaron por presentar hojas bien definidas y en algunos casos con
presencia de raices; en el tratamiento con respuesta embriogénica se observé callo
embriogénico con algunos embriones somaticos y sus estructuras caracteristicas.
Agave es un género con metabolismo CAM que se caracteriza por sus adaptaciones
unicas al estrés ambiental (Garcia et al., 2017), por lo que el aumentar la temperatura

durante el cultivo no afectd la abundancia de los brotes ni de los embriones somaticos.
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7.8 Efecto de la luz y temperatura

El tratamiento con BA presentd una respuesta dérgano-embriogénica cuando la
intensidad luminosa se aplicé a 60 umol m2 s™' con una temperatura de 32°C, a las 11
semanas el tejido se observo con zonas embriogénicas y organogénicas con los brotes
poco diferenciados y callos embriogénicos con la formacion de embriones somaticos,
a las 20 semanas los brotes y los embriones somaticos se observaron con claridad. La
citocinina son conocidas por promover la division celular en los tejidos vegetales por
lo que a menudo son adicionados al medio de cultivo para estimular el crecimiento y
desarrollo de los brotes (George, 1993), en tallos de A. victoriae-reginae Martinez-
Palacios (2003) indicé que la BA favorece el desarrollo de los embriones y que al
aplicarla a 0.5y 1.0 mg-L-1 se favorece la proliferacién de brotes, también indicé que
solo en un explante se vio favorecido la induccién de callo usando una concentracion

de 1.0 mg.

El analisis multivariado muestra por la distribucion de los datos, tanto la intensidad
luminica como la temperatura no tuvieron un efecto significativo en el crecimiento a
través de los tratamientos, ya que se encuentran repartidos de manera uniforme en

toda la nube de datos.

7.9 Secuenciacion de marcadores neutrales a la seleccion (MN).

Se obtuvieron 42 lecturas en ambas direcciones por el método de Sanger y Coulson
(1975). Los resultados de la secuenciacion de MN indican que no se presentan
cambios genéticos entre los tratamientos y que tampoco hay cambios entre los tejidos
tomados como control de hojas cultivadas ex vitro y el clon, lo cual es debido a la
naturaleza misma de estos marcadores, ya que estos no estan sujetos a seleccion
natural, por lo que no detectan variaciones en el ADN que cambien rasgos metabdlicos
o fenotipicos, los MN sdlo pueden proporcionar una vision parcial de parametros como
diversidad genética, adaptacion local, potencial evolutivo, tamafio efectivo de la

poblacion y designaciones taxonémicas (Kirk y Freeland, 2011).
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7.10 Secuenciacién de marcadores funcionales (MF).

Aunque no se logré secuenciar con marcadores funcionales, es necesario el uso de
estos para comparar con los marcadores neutrales y asi poder resolver las incognitas
acerca de si existe variacion somaclonal en el clon, asi mismo, se propone lograr la
secuenciacion utilizando la técnica de PCR touchdown, con el fin de analizar todas las
bandas que se amplifican y verificar si alguna coincide para A. victoriae-reginae, lo que

permitiria analizar si existe variacion somaclonal en los tratamientos.
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8. CONCLUSIONES

Bebido a que no fue posible secuenciar con los marcadores funcionales, las
hipotesis no se pudieron poner a prueba y los objetivos se cumplieron
parcialmente al registrar solo la respuesta morfogénica sin el analisis genético
completo.

El clon muestra un crecimiento rapido en todos los tratamientos sin reguladores
del crecimiento. En el tercer subcultivo el mayor crecimiento se presento en los
tratamientos con 32°C, el cual presentd una respuesta organogénica con hojas
bien definidas de una coloracion verde y presencia de raices.

En los tratamientos con BA present6 una respuesta organogénica durante los
tres subcultivos. El tratamiento con una intensidad luminosa de 60 pmol m- s
y 32°C presento una respuesta inicial organogénica y en el tercer subcultivo una
respuesta mayormente embriogénica.

Los tratamientos con 2,4-D presentaron una respuesta embriogénica con
presencia de callo embriogénico y embriones somaticos definidos. El
tratamiento con una intensidad luminosa de 60 pmol m= s*! presentd embriones
con alteraciones morfologicas desde el segundo subcultivo.

Los explantes con kinetina presentaron una respuesta organogénica con un
crecimiento estadisticamente igual en comparacion con los tratamientos sin
reguladores del crecimiento, pero con mayor presencia de raices.

Las variantes morfogénicas obtenidas fueron registradas para poder relacionar
los cambios morfolégicos, como posibles causales de la variacién somaclonal
en caso de presentarse al analizar los tratamientos con los marcadores
funcionales, debido a que no se logré secuenciar con ellos, es un objetivo aun

a resolver.
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