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Resumen

La variabilidad genética en Agave tequilana es limitada debido a la manera clonal de reproduccién en campo. En el
presente trabajo se indujeron mutaciones en plantas de Agave tequilana micropropagadas in vitro via embriogénesis
indirecta empleando radiacién ionizante con rayos gamma Co® a las dosis de 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy y 25 Gy. Las plantulas
regeneradas fueron nuevamente tratadas a 10 Gy y 20 Gy para obtener poblaciones clonales simple y doblemente
irradiadas. Se evidenci¢ variabilidad genética de las poblaciones irradiadas mediante marcadores Inter Simple Sequence
Repeat (ISSR) agrupandolas segun la dosis de radiacién. Las mutantes simples y dobles a 20 Gy aumentaron
significativamente el contenido de fructosa y sacarosa en tallo, respecto al control sin irradiar, y la sintesis de
fructooligosacdridos con grados de polimerizacion de 3, 4, 5 incremento, lo que sugiere la induccién de los genes 1-SST
y 1-FFT en las variantes de Agave tequilana.
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Abstract

The genetic variability in Agave tequilana is limited due to the clonal way of field reproduction. In the present work,
mutations were induced in micropropagated Agave tequilana plants in vitro by means of indirect embryogenesis using
ionizing radiation with gamma Co®’ rays at doses of 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy, and 25 Gy; the regenerated plantlets were treated
again at 10 Gy and 20 Gy to obtain simple and double irradiated clonal populations. Genetic variability of the irradiated
populations was evidenced by Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers by grouping them in accordance to their
radiation dose. Single and double mutants at 20 Gy significantly increased the fructose and sucrose content in stem,
regarding control without irradiation, and the synthesis of fructooligosaccharides with a degree polymerization of 3, 4,
5 increased, suggesting induction of genes 1-SST and 1-FFT in the variants of Agave tequilana.
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Introduccion

México es centro de origen y diversificaciéon del género Agave con el 75% de las 210 especies conocidas. Se
reportan 251 especies dentro de los dos subgéneros reconocidos (Littaea y Agave), de las cuales 119 son
endémicas (Garcia- Mendoza, 2004; 2011). El cultivo de agave tequilero (Agave tequilana Weber var. Azul)
tiene gran importancia econémica debido a que sus pifias (tallos) acumulan gran cantidad de carbohidratos
en forma de fructanos o agavinas (Mancilla-Margalli & Lopez, 2006), de los que, después de un proceso de
fermentacion y destilacion, se produce la bebida alcohdlica distintiva de México conocida como tequila.
Para abastecer esta industria actualmente existen poco mas de 535 millones de plantas de Agave tequilana
Weber variedad azul, registradas en el CRT, mismas que estan establecidas en 172 000 hectareas cultivadas
dentro del territorio protegido por la Denominacién de Origen Tequila (DOT) que cubre los estados de
Jalisco, Guanajuato, Michoacan, Nayarit y Tamaulipas, segun la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-
1994 (Pérez et al,, 2016). El estado de Jalisco es el que cuenta con un mayor numero de plantas establecidas,
mas de 250 millones (Consejo Regulador del Tequila, 2017).

Aun cuando el agave tequilero ha sido cultivado durante mas de dos siglos, continuan las
metodologias de cultivo poco tecnificadas para mejorar la produccién. Ademas, la propagacién asexual
realizada durante largos periodos de tiempo ha ocasionado un incremento en la clonacion de los pocos
genotipos seleccionados, disminuyendo la variaciéon dentro de las plantaciones, lo que genera un
incremento en la incidencia y proliferacién de enfermedades (Gil-Vega, Gonzdlez-Chavira, Martinez,
Simpson & Vandemark, 2001). Por otra parte, el mejoramiento genético convencional en el agave azul
tequilero se dificulta debido a que presenta un ciclo de vida largo (8 a 10 arios). Por lo anterior, resulta util
la adaptacion de nuevas tecnologias de mejoramiento como la induccidén de mutantes mediante
radiaciones ionizantes, el cultivo in vitro y la caracterizaciéon molecular, lo cual permite explotar la
variabilidad genética inducida mediante la seleccion de individuos con mejores caracteristicas
agrondémicas como la concentracion de azuicares, con el fin de obtener cultivos adecuados para la industria
alimentaria (Rodriguez-Garay, Gutiérrez-Mora & Acosta-Duerias, 1996).

El Agave tequilana, al igual que otros agaves, presenta mecanismos de adaptaciéon morfolégicos y
fisioldgicos importantes como la presencia de hojas suculentas, metabolismo acido de las crasulaceas
(MAC), donde cerca del 87% de la fijacién de COz ocurre en la noche y estd acompariada por un incremento
en la acidificacion de los tejidos (Pimienta-Barrios, Zafiudo-Hernandez, Nobel & Garcia-Galindo, 2007) y la
acumulacioéon de fructanos como el principal producto fotosintético, los cuales se acumulan principalmente
en el tallo (Lopez, Mancilla-Margalli & Mendoza-Diaz, 2003). La acumulacién de estos azuicares también
ocurre en respuesta al estrés abidtico y bidtico como la sequia, el frio, la salinidad y el incremento de la
resistencia a fitopatdégenos (Sudrez-Gonzdlez et al, 2016). Los fructanos son polimeros de fructosa
sintetizados como carbohidratos de reserva en aproximadamente el 15% de las plantas con flores (Mancilla-
Margalli & Lopez, 2006). En Agave tequilana pueden alcanzar hasta el 80% en peso seco y es el principal
constituyente en la elaboracién del tequila (Montariez-Soto, Venegas-Gonzdlez, Vivar-Vera & Ramos-
Ramirez, 2011). Los fructanos son sintetizados a partir de la sacarosa, contienen una glucosa terminal en su
estructura quimica y se clasifican de acuerdo al enlace glucosidico presente de la siguiente manera
(Mancilla-Margalli & Lépez, 2006): (1) inulinas de cadena lineal con enlaces B(2,1), (2) levanos con enlaces
B(2,6), (3) graminanos con dos tipos de enlaces B(2,1) y B(2,6), (4) inulina neoserie, la cual contiene una
glucosa entre dos unidades fructosilo extendidas por enlaces B(2,1), (5) levanos neoserie, formados por
enlaces B(2,6) en cualquiera de los dos extremos de la molécula de sacarosa y en el caso de Agave tequilana
son llamadas (6) agavinas categorizados como graminanos y neo-fructanos ramificados con enlaces p(2,1)
y B(2,6) (Banguela & Hernandez, 2006; Mancilla-Margalli & Lépez, 2006).
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Enla actualidad, las bases del mejoramiento de las plantas estd fundada en crear variacién genética,
seleccion, evaluacion, identificacién y clonacion de los nuevos genotipos (Tiessen, 2012). Por consiguiente,
la combinacién entre las técnicas de induccidén de mutantes y el cultivo in vitro pueden ofrecer varias
ventajas tales como la seleccidn de variedades promisorias, la capacidad de generar grandes poblaciones
en poco tiempo y la posibilidad de obtener clonas a partir de un brote (Fuchs, Gonzdlez, Castroni, Diaz &
Castro, 2002). Siendo las dosis de radiacién el factor clave para inducir mutaciones en tejido somatico y en
el caso de las plantas cultivadas in vitro, solo se requiere irradiar algunos miligramos de tejido a bajas dosis
(Ahloowalia & Maluszynski, 2001). El objetivo del presente trabajo fue generar variantes en plantas de Agave
tequilana Weber var. Azul irradiadas con Co® y su caracterizacién empleando marcadores moleculares
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR), asi como el efecto en el perfil de carbohidratos en las lineas clonales
de plantulas simple y doblemente irradiadas.

Materiales y métodos
Material biolégico

Se utilizaron plantulas de Agave tequilana obtenidas a partir de yemas axilares micropropagadas in vitro en
medio Murashigue y Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) suplementado con 10 mg/L de BAP y 0.25 mg/L
de 2,4-D. Una vez que alcanzaron un porte de 10 cm a 12 cm con seis hojas y contaban con raiz fueron
irradiadas con rayos gamma Co®® en diversas dosis.

Irradiacion de plantas in vitro con rayos gamma Co%°

Para aplicar los tratamientos de irradiacion con Co®, se utilizé la metodologia descrita por Angeles-Espino
et al. (2013), basandose en la dosis letal media (DLso) que es donde se incrementa la probabilidad de que se
presenten mutaciones favorables (Robles, 1986). Se consideraron cinco plantulas por tratamiento y tres
repeticiones. En el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ), se irradiaron plantulas de Agave
tequilana utilizando un irradiador Gammacell Modelo 220 a una dosis de 13.7 Gy min* hasta alcanzar las
siguientes dosis: 10 Gy, 15 Gy, 20 Gy y 25 Gy mas el control (0 Gy), obteniendo la generacién MiVi. De las
plantulas irradiadas se obtuvieron embriones somaéticos siguiendo la metodologia descrita por Angeles-
Espino, Sanchez-Mendoza, Dimas-Estrada, Ramirez-Alvarado & Goémez-Leyva (2018), obteniendo
plantulas mutantes pertenecientes a la generacion MiVz, por lo que son mutantes estables con las
caracteristicas fenotipicas de Agave tequilana. Para la segunda radiacién se tomé una muestra de cinco
plantulas de esta generacion (Mi1Vz) y se irradiaron con las mismas dosis, obteniendo la generacién M.V
(10 Gy-10 Gy, 10 Gy-15 Gy, 10 Gy-20 Gy, 10 Gy-25 Gy, 20 Gy-10 Gy, 20 Gy-15 Gy, 20 Gy-20 Gy y 20 Gy-25
Gy), donde el primer numero corresponde a la dosis de la generacidén M. De estas plantulas se obtuvieron
embriones somaticos siguiendo la misma metodologia de embriogénesis somatica de la generacién MiVy,
obteniendo plantulas que corresponden a la generacion MzVe. El total de los tratamientos obtenidos fueron
13; cuatro para las mutantes de la primera generacion (10 M1V, 15 M1Vz, 20 MiV2y 25 M1V2) y ocho mutantes
para las que se irradiaron dos veces (M2V2), y el grupo control sin irradiar. Las plantulas obtenidas mediante
embriogénesis somatica de las dos generaciones mutantes fueron utilizadas para la caracterizacion
molecular y cuantificacidn de monosacaridos y disacdridos mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés) y fructooligosacaridos (FOS) empleando cromatografia en capa
fina de alta resolucién (HPTLC, por sus siglas en inglés).
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Extracciéon de DNA gendmico

El DNA gendémico de las plantulas de Agave tequilana se extrajo siguiendo la metodologia descrita por
Doyle & Doyle (1989). Para ello se utilizaron 100 mg de tejido de hoja de tres plantas por tratamiento, el tejido
fue congelado en nitrégeno liquido y macerado hasta obtener un polvo fino; después, se transfirié a un
microtubo con 500 pL de buffer de extraccidn precalentado (CTAB 3%, 2-mercaptoetanol 0.2%). Las
muestras fueron incubadas a 65 °C durante 60 min y se homogenizaron utilizando 950 puL de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1, v/v), las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min. Se recuperé el
sobrenadante y el DNA fue precipitado con un volumen igual de isopropanol frio incubando en hielo por
5 min. Posteriormente, el tubo se centrifugd durante 5 min a 8000 rpm y el sobrenadante fue eliminado
por decantacién. La pastilla de DNA se lavd con etanol 70%, seguido de un paso de centrifugacién por 5
min a 8000 rpm, descartando el sobrenadante. El DNA fue resuspendido en 50 pL de agua Milli Q estéril.

Marcadores moleculares mediante PCR-ISSR

Para la amplificaciéon de marcadores moleculares ISSR se evaluaron 15 oligonucledtidos (marca Sigma) y,
una vez obtenidos los perfiles de amplificacion, se eligieron tres de ellos para continuar el analisis de
polimorfismo. Las reacciones fueron preparadas en un volumen final de 25 yL que contenian: Buffer 1X (10
mM Tris-HCl (pH 8.8), 50 mM KCl, 0.08% (v/v) Nonidet P40), 0.2 mM dNTP, 2 mM MgClz, 1.25 U de Tag DNA
Polimerasa (Thermo Scientific®), 10 pM de cada oligonucleétido y 20 ng de DNA. La amplificacion se realizé
en un termociclador (Techne®) comenzando con una desnaturalizacién a 94 °C durante cuatro minutos,
seguida por 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, un minuto a la temperatura de alineamiento correspondiente
a cada oligonucleétido; 49 °C, (GACA)3 YR, 53 °C, (CA)sRT y 44 °C para (AG)s YC, y 2 min a 72 °C, finalizando
con un ciclo de 7 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron observados mediante electroforesis en
amortiguador SB (Borato de Sodio 10 mM), empleando un gel de agarosa de 15 cm x 20 cm al 2% (p/v),
tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en luz UV.

Separacién y cuantificacién de carbohidratos mediante HPLC y HPTLC

La extraccioén de carbohidratos se realizd a partir de 100 mg de tejido obtenidos de la parte central del tallo
de plantulas de Agave tequilana, se maceré el tejido y se suspendidé en agua destilada (1:10 p/v). Las muestras
se mantuvieron a 70 °C por 15 min; posteriormente, se centrifugaron a 12 000 rpm durante 15 min y el
sobrenadante obtenido se empled para el andlisis de carbohidratos y FOS. La glucosa, fructosa y sacarosa
se cuantificaron mediante HPLC. Se inyectaron 20 pL de muestra en un cromatografo de liqguidos marca
Varian, con bomba binaria, auto muestreador, horno de columna y detector evaporativo de dispersién de
luz (ELSD, por sus siglas en inglés), empleando una columna Unison UK-amino a 40 °C. La fase moévil
consistié en un gradiente isocratico de acetonitrilo:agua 70:30 (v/v) a un flujo de 1 mL/min. Para la
cuantificacion, se realizaron curvas de calibracion basadas en el drea bajo la curva de estandares de glucosa,
fructosa y sacarosa a diferentes concentraciones en el rango de 5 ng/mL a 150 pg/mL.

Por otra parte, se aplicé 1 uL de extracto en una placa de silica Gel 60 (Whatman) de alta resolucion
empleando una fase moévil con butanol/propanol/agua (2:1:1 v/v/v). La placa de HPTLC se corrié hasta un
centimetro antes del final y fue asperjada con el revelador (anilina 2% (v/v), difenilamina 2% (w/v), acido
fosférico 15% (v/v), en acetona) para obtener la visualizacién de los carbohidratos (Suadrez-Gonzdlez et al.,
2016). Los estandares empleados fueron los monosacdridos: fructosa (Sigma) y glucosa (Sigma), el
disacdrido: sacarosa (DP2), y oligosacdridos; 1-kestosa (DP3, Megazyme), 1,1-kestotetraosa (DP4,
Megazyme), 1,1,1- kestopentosa (DP5, Megazyme). La cuantificacién se realizé con base en una
interpolacién en un rango de concentracién de 1.5 mg/mL de cada carbohidrato estandar. El analisis
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densitomeétrico se elabord empleando del programa UTSCH Image Tool V3.0 (The University of Texas
Health Science Center in San Antonio), en el cual se utilizé la imagen digitalizada del cromatograma para
obtener los valores de unidades relativas de intensidad de cada carbohidrato.

Andlisis de datos

Para el andlisis de la diversidad genética mostrada en el PCR-ISSR, se obtuvo una matriz con los fragmentos
de amplificacién obtenidos (bandas) que fueron codificados de acuerdo con un marcador dominante,
donde: 1 = producto presente y 0 = producto ausente. Los datos moleculares resultantes se utilizaron para
generar un analisis de agrupamiento de los agaves mutantes y control. La similitud genética se calculd
utilizando el coeficiente de similitud Jaccard con el software NTSYSpc ver. 2.2 (Applied Biostatistics, Inc.).
La agrupacion se llevé a cabo empleando el algoritmo UPGMA (Método de grupo de pares no ponderados
usando promedio aritmético). El andlisis de componentes principales (ACP) para ubicar los grupos de
mutantes se ejecutd con base a la matriz de correlaciones generada a partir de las frecuencias alélicas,
usando el programa Statgraphics Centurion XVI v16.1.11 (Statpoint Technologies, 2009). Para el contenido
de carbohidratos se realizé un analisis de varianza y, posteriormente, una comparacion de medias de Tukey
con un nivel de confianza del 95%.

Resultados y Discusion
Generaciéon de mutantes de Agave tequilana

En agave, existen pocos reportes para especies irradiadas con rayos gamma. Por ejemplo, Gonzalez et al.
(2007) determinaron para henequén (Agave fourcroydes) la dosis letal media (DLso) en 20 Gy, con lo cual
los explantes incrementaron su masa fresca en relacién con el control en un 49.6%, mientras que en Agave
tequilana Angeles-Espino et al. (2013) determinaron la dosis letal media (DLso) entre 15 Gy y 25 Gy para
inducir la obtencién de mutantes favorables, disminuyendo significativamente la viabilidad de las
plantulas con dosis mayores a estas. Cabe mencionar que ningun mutante de Agave tequilana obtenido
por esta via habia sido caracterizado hasta el presente trabajo.

Los mutdgenos fisicos como la irradiacién gamma (10 nm) causan dario directo al DNA, ya que se
generan radicales reactivos de hidroxilo debido a la interaccion que tienen con el agua (Esnault, Legue &
Chenal, 2010). Estos radicales pueden dafiar o modificar componentes importantes de las células vegetales
y cambiar la morfologia, anatomia, bioquimica y fisiologia de las plantas (Kovalchuk, Molinier, Yao,
Arkhipov & Kovalchuk, 2007). En plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.), Ulukapi & Ozmen (2018)
determinaron que la irradiacion gamma a dosis bajas estimulaba tanto el peso fresco y seco del tallo y la
raiz, mientras que al incrementar la dosis de irradiacién disminuye considerablemente el porcentaje de
germinacion, lo que podria ser el resultado en una reduccion en la cantidad de reguladores de crecimiento
interno.

Andlisis ISSR-PCR de agaves irradiados

La diversidad genética de las lineas clonales de agaves irradiados en una primera y segunda ronda de
exposicion fue evaluada con los marcadores ISSR. Se generaron un promedio de 28 fragmentos por
oligonucledétido, con un porcentaje de polimorfismo del 96%. El tamario de los productos amplificados se
presentd en un intervalo de 200 pb a 2000 pb (datos no mostrados). Con el resultado anterior, se realizé un
andlisis de componentes principales (ACP) basado en los ISSR. La figura 1 muestra que las lineas irradiadas
se separaron en tres grupos representativos y dos de ellos con mayor diversidad: Rhus sp. (control externo)
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y Mi1-25 Gy. El primer grupo estuvo conformado por aquellas plantulas que recibieron las dosis de Mi-10
Gy, M2-20-20 Gy y M2-20-25 Gy; el segundo agrupa las plantulas que recibieron las dosis de M2-10-10 Gy,
M2-10-25 Gy, M2-20-10 Gy y M2-20-15 Gy; y el tercer grupo estuvo conformado por las dosis M1-20 Gy, Mz-
10-15 Gy y M2-10-20 Gy. El porcentaje de polimorfismo indicé que las dosis de radiacién ionizante recibida
por el tejido en cada tratamiento indujo mutaciones; esto explica el 72.1% de la varianza en el ACP, lo cual
indica que las diferentes dosis de radiacién ionizante recibida por el tejido en cada tratamiento indujo

mutaciones.
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Figura 1. Andlisis de componentes principales (ACP) derivado de tres oligonucledtidos ISSR en poblaciones de A. tequilana irradiadas
con rayos gamma de Co60 a diferentes dosis. Los numeros indican la dosis en Grey (Gy) simple y doblemente irradiadas.
Fuente: Elaboracion propia.

Se ha reportado que la tasa de variabilidad genética de agave establecido en campo es baja. Gil-Vega
et al. (2001) reportaron estudios que demuestran que entre 40 selecciones de Agave tequilana var. Azul
hechas en campo, 1 de 124 individuos (0.8 %) fue polimodrfico y 39 de 40 fueron completamente isogénicos;
siendo uno de los niveles de polimorfismo mas bajos detectado en un cultivo. En las especies de
reproduccion asexual y de ciclo de vida muy largo (como el agave), la induccién de mutaciones mediante
la exposicién de tejido somatico a irradiacion ionizante a bajas dosis ocasiona cambios en el DNA de las
células como una posible fuente significativa para la obtencién de variabilidad genética (Robles, 1986). El
conocimiento del nivel de variabilidad genética obtenida por las mutaciones inducidas coadyuva a la
definicién de estrategias para la seleccion de individuos élite en el establecimiento de plantaciones, como
los resultados obtenidos por Sen & Alikamanoglu (2012) en el que obtuvieron hijuelos de remolacha
azucarera (Beta vulgaris L.) tolerantes a sequia en cultivo de tejidos mediante la induccién de mutantes con
dosis de 15 Gy y 20 Gy de rayos gamma. La utilizacion de marcadores ISSR y PAGE en los hijuelos de
remolacha mostraron las distancias genéticas entre las plantas mutantes y plantas control en estado
temprano de desarrollo, demostrando el potencial de este tipo de analisis.
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Efectos de la irradiacion con Co®° en la acumulacion de carbohidratos

A pesar de que existen trabajos en los que someten diversos cultivos a la induccién de mutaciones por
rayos gamma, en ellos solo se reporta la dosis letal (DLso), incremento en la tasa de germinacion y cambios
enla morfologia de las plantas (Angeles-Espino etal., 2013; Gonzélez & Nakayama., 2015; Harding, Johnson,
Taylor, Dixon & Turay, 2012). Los resultados encontrados en este estudio muestran que las mutaciones
también tienen efecto en la acumulacidn de monosacaridos y disacaridos como glucosa, fructosa y
sacarosa. El andlisis por HPLC de los carbohidratos de tallo en las diferentes lineas (figura 2) demuestra que
plantulas sometidas al tratamiento con M2-20-20 Gy presentaron el mayor contenido de glucosa, seguido
de M:-25 Gy y de la dosis M2-20-10 Gy, superando al tratamiento control en 107%, 84% y 57%,
respectivamente (tabla 1 y figura 1). Las dosis de radiacién simple aplicada mostraron una correlaciéon
positiva para la concentracién de fructosa y sacarosa con una r* de 0.70 y 0.72, respectivamente, siendo
irregular para las dobles irradiadas, ya que no se observé una tendencia definida, debido a que en unas
dosis el contenido de estos carbohidratos se incrementd y en otras disminuyo. Esto explica, por una parte,
la significancia estadistica de la interaccién entre las generaciones mutantes y las dosis de radiacion, asi
como la aleatoriedad de las mutaciones y, por otra parte, que estas no siguen un patrén establecido,
produciendo cambios positivos o negativos de acuerdo al genotipo que recibe la radiacién ionizante
(Fuchs, Gonzdlez, Castroni, Diaz & Castro, 2002). Este comportamiento sugiere que en los tratamientos
evaluados se indujeron cambios en el DNA que de manera aleatoria afectaron la via metabdlica de sintesis
y degradacion de los carbohidratos.
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Figura 2. Perfil cromatografico por HPLC de carbohidratos encontrados en tallos de Agave tequilana control (0 Gy) y las mutantes 20
Gy, 20-20 Gy y 20-25 Gy. Fructosa (Fru), Glucosa (Glu), Sacarosa (Suc). neoKestosa (FGF), 1-Kestosa (GF2), Nistosa (GF3).
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 1. Valores promedio en el contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en tallos de plantulas
mutantes de Agave tequilana inducidas por irradiadas con radiacién gamma de Co®° a diferentes
dosis.

Generacién Dosis Glucosa Fructosa Sacarosa
Co%%(Gy) mg/mL %S mg/mlL %3 mg/mL %3
(Control) 0 311.3d" 100 230.3 «d 100 222.6b¢ 100
M1 10 320.7de 103 261.3 113 168.7dc 76
M1 15 268.64 86 272.0cd 118 191.6 86
M1 20 246.6 79 278.0cd 121 390.320 175
M1 25 572.3 @ 184 372.6" 162 337.32 151
M»-10 10-10 286.64 92 226.6¢ 98 298.62P 134
M»-10 10-15 296.04e 95 298.0bc 129 219.0bc 98
M»-10 10-20 216.34 69 204.64 89 194.6¢ 87
M»-10 10-25 363.0 117 300.3 e 130 308.6b¢ 139
M»-20 20-10 490.3bc 157 325.6%¢ 141 316.020 142
M»-20 20-15 280.04e 90 275.6¢ 120 273.6b¢ 123
M»-20 20-20 645.62 207 542.62 236 417.02 187
M»-20 20-25 435.0¢d 140 368.0° 160 294.02b 132

*Tratamientos con misma letra no difieren estadisticamente por Tukey a p < 0.05.
S Porcentaje de azucares con relacién al tratamiento control sin irradiar = 100%.
Fuente: Elaboracion propia.

Asi mismo los resultados mostraron que las dosis de radiacion aplicadas indujeron mutaciones en
las plantas in vitro de Agave tequilana que afectaron la acumulacién de los fructooligosacaridos en los tallos
de las generaciones mutantes evaluadas. Al realizar el andlisis por HPTLC, se observd que la concentracion
de glucosa disminuyd en las dosis de 10 Gy, 15 Gy y 20 Gy en plantulas correspondientes a las generaciones
M1y M2-10, aumentando a los 25 Gy, alcanzando en la M1 un incremento significativo y estadisticamente
igual a la dosis M2-20-20 (figura 3), mientras que esta generacién tuvo un incremento en la concentracion
de fructosa, diferencidndose estadisticamente del resto de las dosis evaluadas. Por otra parte, en la
generacion M el incremento no fue significativo respecto al tratamiento control en las dosis de 10 Gy, 15
Gy y 20 Gy; y para la generacion Mz-10 Gy no hubo diferencia estadistica en las dosis de radiacion y el
testigo. En la concentracion de sacarosa se presentd un comportamiento similar en las dosis de 20 Gy en
las generaciones M1 y M2-20. En general se observé que las plantas de Agave tequilana irradiadas a 20 Gy y
posteriormente sometidas a una segunda dosis de 10 Gy a 25 Gy fueron las mas sobresalientes al acumular
en un intervalo aproximado de una a dos veces mas glucosa, 1.4 a 2.6 veces mas fructosa y 1.4 a 1.9 veces
mas sacarosa, lo cual se aprecia en el perfil de separacion por HPTLC, coincidente con los valores de la tabla
1. No se descarta el incremento en alguna invertasa, de la actividad de la sacarosa sintasa, incluso una
fructanohidrolasa para justificar el incremento en estos carbohidratos, por lo que se requieren futuros
estudios detallados en las diferentes actividades enzimaticas en el metabolismo de los carbohidratos para
estas mutantes. La sintesis de fructanos comienza con las enzimas fructosiltransferasas (FT). La enzima
sacarasa: sacarosa l-fructosiltransferasa (1-SST) transfiere una unidad de fructosa de una molécula de
sacarosa a ofra, sintetizando la 1-kestosa (DP3: G-F-F). Posteriormente, la fructano:fructano 1-
fructosiltransferasa (1-FFT) es capaz de incorporar una fructosa para incrementar el grado de
polimerizacién. Enseguida, la enzima fructano:fructano 6G-fructosiltransferasa (6G-FFT) es la enzima
clave para la sintesis de la neoserie de fructanos produciendo neokestosa (DP3: F-G-F), caracteristica de las
agavinas y que se observan claramente en la separacion de FOS mediante HPLTC de la doble mutante Mz-
20-20 (figura 4), lo que sugiere una elevada actividad de las enzimas FT, siendo esto altamente deseable
para la industria. La linea clonal doblemente irradiada con 20 Gy (M2 20-20) fue el unico lote de plantas que
presentd una acumulaciéon sobresaliente de FOS, ademas de mayor contenido de glucosa, fructosa y
sacarosa (figura 4), observando los isémeros de la neoserie en los grados de polimerizacién GP: 3, 4y 5
previamente identificados por nuestro grupo de trabajo para Agave tequilana (Suarez-Gonzalez et al., 2016).
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Figura 3. Separacion de carbohidratos mediante cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC) de las diferentes lineas
clonales M20 de Agave tequilana sometidas a segunda ronda de radiacién de rayos gamma de Co® a diferentes dosis. Carriles 1y 14,
estandares; 2, control planta sin irradiar; 3y 4, 20-10 Gy; 5,6 y 7, 20-15 Gy; 8, 9 y 10, 20-20 Gy; 11, 12 y 13, 20-25 Gy. *Linea clonal
doble mutante 20-20 Gy, altamente acumuladora de fructooligosacéaridos.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 4. Andlisis del perfil de carbohidratos en tallo de Agave tequilana, a partir de la separacion mediante HPTLC. A) control sin
irradiar (0 Gy). B) doble mutante (M. 20-20 Gy). C) Mezcla de estdndares: Glucosa (G), Fructosa (F), Sacarosa (S), 1-Kestosa (GP3), 1,1-
Kestotetraosa (GP4) y 1,1,1-Kestopentosa (GP5).

Fuente: Elaboracién propia.
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Conclusiones

La induccién de mutantes mediante la aplicacién de dosis bajas de rayos gamma Co®° en plantas in vitro
de Agave tequilana representa una alternativa viable para inducir variabilidad genética y estimular la
sintesis de fructooligosacaridos. Los estudios realizados en este trabajo permitieron la identificacion de
mutantes empleando marcadores moleculares ISSR y su relacion con el perfil de fructooligosacaridos. El
fendmeno de doble irradiacidén origind mutaciones que incrementaron la acumulacién de glucosa,
fructosa y sacarosa, considerando la doble irradiacion a 20-20 Gy como dptima para incrementar la
acumulacion de carbohidratos. El presente trabajo aporta por primera vez un modelo prometedor para el
estudio del metabolismo de carbohidratos en Agave tequilana y la posibilidad de establecer cultivares élite
para plantaciones comerciales.
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