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Resumen:

La embriogénesis somatica es una estrategia utilizada en Agave tequilana para su
propagacion y conservacion. Sin embargo, procesos como la regeneracion in vitro
y la crioconservacién pueden inducir variaciones somaclonales, comprometiendo la
integridad genética del germoplasma. El objetivo de este estudio fue evaluar la
estabilidad genética de embriones somaticos y embriones post-crioconservados
mediante marcadores AFLP. Se obtuvieron muestras de ADN de plantas madre,
embriones somaticos germinados y embriones post-crioconservados, las cuales se
analizaron cinco combinaciones de cebadores AFLP. Los resultados mostraron un
porcentaje de loci polimorficos de 42% en plantas madre, 38.8% en embriones
germinados y 47.2% en embriones crioconservados. La mayor distancia genética
se observo en los individuos regenerados, sugiriendo que la variacion esta mas
asociada a la embriogénesis que al proceso de crioconservacion. El analisis permitié
evidenciar polimorfismos entre individuos, confirmando la utilidad de esta
herramienta para la deteccion de variacion genética en sistemas de cultivo in vitro.

Palabras clave: embriogénesis somatica, crioconservacion, variacién somaclonal,
maguey tequilero.

Abstract:

Somatic embryogenesis is a strategy used in Agave tequilana for propagation and
conservation. However, in vitro regeneration and cryopreservation processes may
induce somaclonal variations, compromising the genetic integrity of the
germplasm.This study aimed to assess the genetic stability of somatic embryos and
post-cryopreserved embryos using AFLP markers DNA samples from mother plants,
germinated somatic embryos, and post-cryopreserved embryos were obtained and
analyzed using five AFLP primer combinations. Results showed polymorphic loci
percentages of 42% in mother plants, 38.8% in germinated embryos, and 47.2% in
cryopreserved embryos. The highest genetic distance was observed in regenerated
individuals, suggesting that variation is more related to somatic embryogenesis than
cryopreservation. Analysis allowed detection of polymorphisms among individuals,
confirming its usefulness for identifying genetic variation in vitro culture systems of
Agave tequilana.

Keywords: somatic embryogenesis, cryobiotechnology, somaclonal variation,
maguey tequilero.



INTRODUCCION

Los marcadores moleculares son herramientas eficaces para detectar cambios en
el genoma, basados en diferencias en secuencias cortas de ADN entre individuos,
las cuales pueden manifestarse como rasgos dominantes o codominantes (Karp et
al., 1997; Karp & Edwards, 1998). Su aplicacion representa una ventaja significativa
sobre otros métodos como la evaluacidon fenotipica, especialmente en especies

donde los cambios fenotipicos no son evidentes (Rahman & Rajora, 2001).

Estos marcadores pueden clasificarse en tres categorias: los que no dependen de
PCR, los que usan iniciadores arbitrarios o semiarbitrarios (como MAAP), y los que
utilizan sitios especificos como los ISSR, estos dos ultimos basados en PCR
(Azofeifa-Delgado, 2006). Dentro de esta gama, los ISSR (Zietkiewikz et al., 1994),
RAPD (Williams et al., 1990; Rani et al., 1995; Gil-Vega et al., 2001) y AFLP (Infante
et al., 2003; Gil-Vega et al., 2006) son los mas utilizados. Particularmente, los AFLP,
por su capacidad de detectar multiples loci simultaneamente, resultan adecuados

para revelar variaciones en regiones genomicas desconocidas (Vos et al., 1995).

En el caso de Agave spp., los estudios moleculares han permitido identificar
diferencias genéticas entre especies e individuos. Marcadores ISSR han
demostrado ser utiles para establecer relaciones genéticas y evaluar variabilidad en
especies tropicales del género (Davila et al., 2007; Torres-Moran et al., 2013). Los
AFLP han destacado por su robustez, reproducibilidad y porque no requieren
conocimiento previo del genoma (Keb-Llanes et al., 2012; Ayil-Gutiérrez et al.,
2025), permitiendo detectar variaciones entre plantas madre y clones (Infante et al.,
2006).

Las plantas regeneradas a partir de cultivos celulares pueden presentar cambios
genéticos y epigenéticos, conocidos como variacion somaclonal (Bhojwani & Dantu,
2013; Portillo et al., 2007). Factores como los reguladores de crecimiento, tipo y
tamafo del explante, medio de -cultivo, genotipo, condiciones ambientales,
nutrientes y antioxidantes, influyen en su aparicion (Ayala, 2010; Vifias & Jiménez,
2011; Portillo et al., 2012). Las variaciones pueden ser genéticas (como rearreglos
cromosomicos, entrecruzamiento somatico, metilacion del ADN, alteraciones en
replicacion o silenciamiento génico) o epigenéticas, detectadas mediante analisis
de ADN o pruebas de herencia (Tabares et al., 1991).
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En lo referente a la conservacion, multiples estudios han mostrado que las muestras
crioconservadas mantienen su estabilidad genética. Técnicas morfologicas,
citolégicas, bioquimicas y moleculares confirman que el almacenamiento en
nitrogeno liquido con regeneracion directa desde tejidos organizados minimiza las
mutaciones, a diferencia de procesos prolongados de cultivo in vitro (Harding, 2004;
Reed, 2008).

Con base en lo anterior, este trabajo tiene como objetivo analizar la variacion
genética en embriones somaticos y embriones post-crioconservados de A. tequilana
mediante marcadores AFLP, comparando los perfiles con los de las plantas madre.
El estudio pretende aportar evidencia sobre la estabilidad genética de materiales

regenerados y evaluar el posible impacto del proceso de crioconservacion.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG),
INIFAP. Se emple6 material vegetal del genotipo ES4 de Agave tequilana Weber
var. azul, incluyendo plantas madre (PM), embriones somaticos germinados (PIV) y

embriones post-crioconservados (PIC).

Se seleccionaron y procesaron un total de 36 plantas madre (PM), 18 embriones
somaticos germinados (PIV) y 15 embriones post-crioconservados (PIC). La
extraccion de ADN se llevd a cabo a partir de tejido fresco, utilizando el protocolo
de Saghai-Maroof et al. (1984), adaptado con modificaciones especificas para
Agave. Las muestras fueron congeladas a -80 °C durante 24 h, posteriormente se
molieron con nitrogeno liquido y se sometieron a extraccion con cloroformo:octanol
(24:1), tratamiento con RNAsa y precipitacion con isopropanol. La integridad del
ADN se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1% y su concentracion fue

determinada mediante espectrofotometria UV (NanoDrop 2000).

El analisis de marcadores (AFLP), se realiz6 con una digestién enzimatica con
EcoRI y Msel, seguida de la ligacion de adaptadores especificos. Posteriormente,
se llevé a cabo una preamplificacion y amplificacion selectiva utilizando cinco
combinaciones de cebadores (por ejemplo, ECORI+ACA/Msel+CAG). Los productos
fueron separados en geles de poliacrilamida al 6% y visualizados mediante tincion
con nitrato de plata. Para la construccion de la matriz binaria (presencia (1) y
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ausencia (0) de bandas) se consideraron unicamente las bandas con un tamafo
entre 80 y 500 pb, criterio establecido por su reproducibilidad y claridad en la
visualizacion. Se excluyeron bandas débiles o ambiguas. El numero total de loci
generados por cada combinacion de cebadores se registro, al igual que el numero
de loci polimorficos por combinacion. La matriz fue analizada con el software
NTSYSpc 2.0 utilizando el coeficiente de similitud de Nei (1973) y el método de
agrupamiento UPGMA.

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de extraccion por Saghai-Maroof et al. (1984) con modificaciones,
resulté efectivo y aplicable para Agave tequilana, ya que se obtuvo ADN de alta
calidad y rendimiento (50 ng/pL). La cuantificacion se llevé a cabo por la lectura
de espectrofotometria UV, empleando la relacion de 260/280 OD (densidad
optica). Ademas, se realiz6 una valoracion electroforética comparado con las
concentraciones conocidas de ADN del fago lambda indicando un ADN de
calidad e integridad de acuerdo con los patrones de migracién de las muestras.
De las cinco combinaciones empleadas en el presente estudio, la combinacién
EcoR | ACA+ Msel GAGA fue la unica donde no se detectaron polimorfismos. En
comparacion, la combinacion EcoR | AGG+ Msel CAAG presento el polimorfismo
mas alto de 54 %. Se obtuvieron un total de 69 loci, a través de los tres grupos
de muestras: plantas madre (PM), embriones somaticos (PIV) y embriones
somaticos post-crioconservados (PIC) de los cuales 25 fueron polimorficos, es
decir, un 17.5 %. Con respecto a los porcentajes de loci polimorficos por grupo
presentaron 42 % (PM), 38.8 % (PIV) y 47.2 % (PIC) respectivamente (Cuadro
1).

Con base en la matriz binaria realizada por presencia/ausencia de las bandas,
donde para fines de este estudio solamente se consideraron los fragmentos
dentro del rango 500 a 80 pb, se construyeron arboles por cada grupo de
muestras: plantas madre (PM; Figura 1) embriones somaticos (PIV; Figura 2) y

embriones crioconservados (PIC; Figura 3).
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Cuadro 1. Porcentaje de loci polimérficos por grupo de muestra en Agave
tequilana Weber var. azul.
Table 1. Percentage of polymorphic loci by sample group in Agave tequilana

Weber var. azul.

Numero

Loci %
Grupo de s . \
polimérficos Polimorfismo
muestras

Plantas madre (PM) 36 28 42.0 %
Embriones somaticos 18 26 38.8 %
germinados (PIV)
Embriones post- 15 32 47.2 %
crioconservados (PIC)
Total de loci analizados 69
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Figura 1. Dendrograma generado para la poblacién de plantas madre (PM),
basado en el coeficiente de similaridad de Nei (1973) y agrupamiento UPGMA.

Figure 1. Dendrogram generated for the population of mother plants (MP) based
on similarity coefficient by Nei (1973) and UPGMA clustering
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Figura 2. Dendrograma generado para la poblacion de embriones somaticos
germinados (PI1V), basado en el coeficiente de similaridad de Nei (1973) y
agrupamiento UPGMA.

Figure 2. Dendrogram generated for the population of germinated somatic embryos
(GSE) based on similarity coefficient by Nei (1973) and UPGMA clustering.

Contrastando los arboles generados para cada grupo de muestras; PM (Figura
1), PIV (Figura 2) y PIC (Figura 3) se puede observar que existe una mayor
distancia genética en los individuos PIV (0.65) en comparacién con las PM (0.45)

a pesar de que se analizaron un mayor numero de individuos en este ultimo
grupo. Sin embargo, se obtuvieron coeficientes muy cercanos entre los grupos
de muestras PM (0.45) y PIC (0.46), este hecho nos demuestra que la distancia
genética entre los individuos esta dentro de un rango no mayor al generado por
PIV del 0.65 para el total de individuos analizados.

Portillo (2007), utilizando marcadores ISTR en agave, reporté un 60% de
polimorfismo en embriones somaticos, lo que sugiere que la variacion somaclonal
es comun en este género y que el material regenerado no puede considerarse
clonal. Aunque el polimorfismo en Agave es alto, es menor en comparacion con
otras especies comerciales, donde se han reportado niveles de hasta 95% (Medina
et al., 2007).
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Figura 3. Dendrograma generado para la poblacion de embriones somaticos post-
crioconservados (PIC) basado en el coeficiente de similaridad de Nei (1973) y
agrupamiento UPGMA.

Figure 3. Dendrogram generated for the population of post-cryopreserved somatic
embryos (PCE) based on similarity coefficient by Nei (1973) and UPGMA clustering.

En particular, los individuos que pertenecen a los grupos PIV y PIC, presentan un
valor de variacion cercano a los de PM. Esto se puede atribuir a los procesos de
regeneracion por embriogénesis somatica indirecta y condiciones in vitro por el
cual, los tres tipos de materiales han experimentado. Cabe sefalar que las
muestras de las PM también fueron obtenidas por embriogénesis somatica.

Por lo anterior, considerando solamente los niveles de polimorfismo del grupo
PIC el cual presentd6 mayor valor nos indica que posiblemente hubo cambios
epigenéticos en la metilacion del ADN que se dieron durante el proceso de
crioconservacion (Hao et al., 2002; Johnston et al., 2009). A pesar de lo
observado, es recomendable realizar un muestreo con mayor numero de
individuos con el fin de detectar diferencias considerables entre las plantas madre
y embriones somaticos post-crioconservados. Los analisis que se han aplicado
para corroborar la estabilidad genética de los materiales conservados a largo
plazo incluyen el uso de marcadores moleculares tales como AFLP y MSAP
(Methylation Sensitive Amplified Polymorphisma) (Hao et al., 2002; Maki et al.,
2015), morfolégicos (Matsumoto et al., 2013) bioquimicos (Dixit-Sharma, 2005) y
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citologicos (San José et al.,, 2015). En su mayoria, no se han detectado
diferencias significativas en el material genético tratado por crioconservacion.

La figura 4 representa el dendrograma obtenido con el total de individuos
estudiados, cuyo resultado indica que existe una distancia genética mayor de los
individuos PIC 70, 73 y 74 y una maxima del 0.54 por los individuos PIC 71y PIV
44 con respecto a las plantas madre, esto sugiere que las frecuencias alélicas
entre los individuos no son iguales.

Por otro lado, cabe sefialar que los perfiles generados para la mayoria de los
embriones se agrupan entre si alejandose de las plantas madre, ademas se
observa una agrupacion de similaridad mayor entre los individuos PM con
respecto a los demas grupos, lo cual sugiere la existencia de factores que dan

origen a la variacion somaclonal a través del proceso de embriogénesis somatica.
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Figura 4. Dendrograma generado a partir de cuatro combinaciones de cebadores
para 68 muestras del genotipo ES4. Plantas madre (PM), embriones somaticos
(PIV) y embriones somaticos post-crioconservados (PIC), basado en el
coeficiente de similaridad de Nei (1973) y agrupamiento UPGMA.

Figure 4. Dendrogram generated using four primer combinations for 68 samples
of genotype ES4, including mother plants (MP), germinated somatic embryos
(GSE), and post-cryopreserved somatic embryos (PCE), based on similarity
coefficient by Nei (1973) and UPGMA clustering.
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Si durante el proceso de embriogénesis somatica no se generara ningun tipo de
cambio genético, se esperaria que los perfiles de los AFLP’s de los embriones
obtenidos por embriogénesis somatica indirecta fueran idénticos o al menos, el
patréon de bandeo muy similar. Si este fuera el caso, los materiales deberian
agruparse con las plantas madre o a una distancia genética minima, lo que nos
llevaria a plantear que no existe variacion somaclonal.

Considerando que existen diferencias significativas entre arboles de una misma
poblacion, es importante establecer parametros que detecten la fidelidad
genética de los embriones somaticos o a los menos niveles de uniformidad aptas
para el manejo de la especie ya sea en campo o a nivel laboratorio.

Finalmente, es importante sefalar que los dendrogramas generados mediante el
método UPGMA permitieron evidenciar patrones de agrupamiento entre las
muestras analizadas. Sin embargo, cabe destacar que este analisis se realiz6
con un numero limitado de muestras por grupo, lo cual obedeci6 a la
disponibilidad de material biologico, particularmente en el caso de los embriones
post-crioconservados, cuya obtencion y regeneracion implicaron un proceso
técnico demandante. Asimismo, al tratarse de un estudio exploratorio, no se
contemplaron replicaciones técnicas del analisis molecular. A pesar de estas
consideraciones, los resultados obtenidos aportan evidencia preliminar sobre la
variacion genética entre los grupos evaluados. La aplicacion de marcadores
AFLP resultdé adecuada para detectar polimorfismos en este contexto,
confirmando su utilidad como herramienta en estudios donde se busca evaluar
de manera inicial la fidelidad genética de materiales regenerados. Ademas, los
resultados respaldan el potencial de la crioconservacién como estrategia viable
de resguardo del germoplasma, sugiriendo que su implementacion puede
mantenerse sin comprometer, en principio, la integridad genética de los

embriones conservados.
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CONCLUSION

El presente estudio demuestra que tanto los procesos de embriogénesis somatica
como la crioconservacion pueden inducir variaciones genéticas en Agave tequilana
Weber var. azul, aunque la embriogénesis tiene un mayor impacto en la variacion
observada. Los niveles de polimorfismo detectados mediante marcadores AFLP
evidencian la necesidad de realizar monitoreos genéticos continuos en materiales
regenerados in vitro, especialmente en programas de conservacion y produccion
masiva. La metodologia empleada permite una evaluacion efectiva de la integridad
genética, siendo una herramienta util para garantizar la fidelidad clonal en

estrategias biotecnologicas de conservacion de germoplasma.
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