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| INTRODUCCION

Nothofagus alpina ((Poepp. et Endl.) Oerst) conocida por el nombre comun de Rauli, es
una especie perteneciente a la familia Fagaceae (Rodriguez y Quezada 2003) y una de
las diez especies del género Nothofagus que habitan en Chile. Se distribuye a lo largo de
la Cordillera de la Costa desde la Region del Bio Bio (Rio Itata, 36° 30’ S) hasta la
Regidn de los Lagos (provincia de Llanquihue, 41° S), y a través de la Cordillera de los
Andes desde la Region del Maule (provincia de Curico, 35° S) hasta la Regién de los
Rios (Valdivia, 40° 30’ S), en un nicho altitudinal situado entre los 300 y los 1.200

m.s.n.m (Donoso et al. 2006).

Considerando las actuales demandas de la sociedad por productos y servicios
procedentes del bosque, N. alpina, se constituye como una fuente de diversificacion en
la produccidn forestal (Cabrera 2000, Gutiérrez 2003), ya que actualmente el 92% de la
superficie plantada corresponde a Pinus spp. (Pino) y Eucalyptus spp. (Eucalipto)
(INFOR 2009). N. alpina se destaca por las caracteristicas de su madera,
tradicionalmente utilizada en muebleria y construccién (Gutiérrez 2003), asi como por
sus hébitos y potencial de crecimiento; caracteristicas que la convierten en una especie
apta para ser establecida y manejada bajo regimenes de silvicultura clonal, en esquemas
de manejo similares a los aplicados hoy en pino y eucalipto (Ipinza y Gutiérrez 2000,
Sabja et al. 2008). No obstante, factores como baja viabilidad de las semillas, marcada
periodicidad en la produccion y susceptibilidad al ataque de insectos en estas (Baldini y
Pancel 2000, Burschel et al. 1976) influyen en el desarrollo de la especie. Estos factores,
sumado a su fragmentada distribucion actual (Gallo et al. 2006), y a la insatisfaccion de
propietarios y silvicultores por sus actuales rendimientos en calidad como producto
maderable, hacen que resulte conveniente la aplicacion de principios de mejoramiento
geneético, en forma conjunta con técnicas de propagacion de individuos elite (Gallo et al.
2006).



Considerando lo anterior, la propagacion asexual mediante cultivo de tejidos surge como
alternativa a la multiplicacion en especies de interés forestal hace mas de 50 afios
(Rodriguez et al. 2005a), siendo hoy en dia de interés para aplicar en esta especie.
Dentro del cultivo de tejidos vegetales, la organogénesis tiene su origen en un primordio
0 brote vegetativo de una planta donante, que en condiciones de cultivo in vitro, presenta
un desarrollo unipolar manteniendo siempre una conexion con el tejido de origen
(Jiménez 1998). La organogénesis ofrece la ventaja de transferir toda la ganancia
genética desde el arbol donante hacia la descendencia (lkemori et al. 1994, Sabja et al.
2008), potencidndola como una herramienta para el mejoramiento de arboles forestales.
Este método de micropropagacion posee diversas aplicaciones como son: clonacion
rapida de hibridos o arboles elite para produccion comercial (Rodriguez et al. 2005b),
propagacion de especies bajo categorias de amenaza (Corral et al. 2011), propagacion de
especies de importancia ornamental (Chavan et al. 2011), entre otras. Cuando la
organogénesis es directa, el 6rgano formado mantiene conexion con el explanto original;
a diferencia de cuando la organogénesis es indirecta, en ésta la conexion es a través de
una estructura llamada callo compuesta por células indiferencias, con ndcleos grandes y

que se encuentran en activa division (Pierik 1990).

Durante la morfogénesis ocurren procesos claves para la activacion de una ruta
particular de desarrollo, como lo son la competencia y la determinacion de los tejidos
(Rodriguez et al. 2005b). La competencia es la capacidad de las células para reconocer
sefiales hormonales (o de otra naturaleza) y se considera como una fase de transicion en
la que las células adquieren el estado de determinacion (Meins 1986). La determinacion
es el proceso por el cual un organismo ve restringido su potencial morfogénico,
dependiendo de la expresion genética manifestada en la induccion de una determinada

ruta y que no se vera alterado por manipulacion ambiental (Alberts et al. 1994).

La induccion de rutas morfogénicas normalmente ocurre por la accién de reguladores
del crecimiento (George et al. 2008), tanto enddgenos como aquellos exdgenos

adicionados al medio de cultivo. Varga et al. (1988), Dewitte y Murray (2003) y Sutan



et al. (2010), citan la importancia de los reguladores del crecimiento auxinas y
citoquininas en el proceso de morfogénesis. Entre sus funciones, las auxinas estimulan la
elongacion de la pared celular, participan en la organizacion de meristemos y promueven
la diferenciacion vascular (Rodriguez et al. 2005b); y junto a citoquininas inducen la
division celular y la produccién de callo (Varga et al. 1988). Por su parte, las
citoquininas regulan la formacion y el desarrollo de tallos (Varga et al. 1988), rompen la
dormicion de yemas laterales e inducen la formacion de yemas adventicias (Rodriguez et
al. 2005b).

Aunque la habilidad de las células, tejidos y érganos cultivados in vitro para regenerar
una planta completa es ampliamente conocida, la pregunta de como una célula somatica
puede diferenciarse en una planta completa, ha sido considerada una de las grandes

interrogantes que enfrenta la ciencia (Vogel 2005, Miguel y Marum 2011).

Los procesos de cultivo in vitro suponen una situacion de estrés para los tejidos que se
cultivan, por tanto las plantas requieren de una interaccion especifica entre los
programas de desarrollo y las vias de sefializacion de los estimulos externos, que debe
ser coordinada a nivel de organizacion de la cromatina (Valledor et al. 2007). Esta
estructuracion en estados especificos es mediada por el control epigenético de la
transcripcion, que conducen a la expresion diferencial de genes que son fundamentales
para la diferenciacion celular y el desarrollo (Reyes et al. 2002, Smulders y de Klerk
2011). Esta secuencia de eventos es acompariada por cambios en la expresion génica,
debido a la interaccién de diferentes mecanismos epigenéticos como metilacion del
ADN, modificacion de histonas y ARN de interferencia (ARNi), que afectan
criticamente la estructura de la cromatina (Henderson and Jacobsen 2007) y modifican el
acceso a la informacion genética lo que finalmente se traduce en cambios en el fenotipo
(Miguel y Marum 2011).

Bucherna et al. (2001) enfatiza en el rol que juega la metilacion del ADN en la

regulacion de la actividad genética y la diferenciacion celular durante la



micropropagacion. Diversos estudios han revelado cambios en la metilacion del ADN
asociada al cultivo de tejidos (Vergara et al. 1990, Smulders et al. 1995, Bucherna et al.
2001, Meng et al. 2010). Ademas, el cultivo de tejidos ha sido ampliamente usado como
sistema modelo para el estudio de la dinamica de mecanismos epigenéticos actuando en
la regulacion del crecimiento celular y diferenciacion, y por tanto, de la reprogramacion
nuclear necesaria para la desdiferenciacion (Koukalova et al. 2005, Berdasco et al.
2008).

La metilacion de citosinas en la posicion 5° del anillo pirimidina, es la alteracion
epigenética mas importante en eucariontes (Xiong et al. 1999, Valledor et al. 2007,
Peredo et al. 2009) y ocurre en secciones de ADN de doble hebra cuando las enzimas
metilasas 5-metilcitosina transfieren un grupo metilo desde la molécula S-
adenosilmetionina (SAM), hacia el carbono 5 de residuos de citosina (Mi y Roberts
1992). La metilacion del ADN puede ser categorizada en tres tipos de acuerdo a la
secuencia donde se encuentra la 5-metilcitosina (5-mdC), sitios CpG, CpHpG o CpHpH
(H=A, C o T) (Finnegan et al. 1998). Mientras que en animales predomina metilacion de
citosinas en sitios CG, en plantas la metilacion del ADN ha sido encontrada en los tres
contextos, con sitios CG metilados en un alto nivel, sitios CHG metilados a nivel medio
y sitios CHH metilados a un nivel bajo (Chen et al. 2010, Feng et al. 2010).

La presencia de 5-metilcitosina (5-mdC) en el promotor de genes especificos altera el
lugar de unién de factores de transcripcion y otras proteinas del ADN, jugando un rol
clave en la expresion génica y diferenciacion de los tejidos (Finnegan et al. 1998, Tariq
y Paszkowski 2004, Peredo et al. 2009, Smulders y de Klerk 2011), permitiendo explicar
fendmenos como diferentes respuestas morfogénicas en tejidos con la misma

constitucion genética.

En el estudio previo desarrollado por Cartes (2012) se han encontrados diferencias en la
morfogénesis in vitro de N. alpina obteniéndose, para un mismo genotipo, dos callos

completamente diferentes. Estas diferencias son visualizadas tanto en la respuesta



morfogénica, como en cortes histoldgicas de los tejidos (Figura 1). Mientras un callo
presenta alta concentracién de células, nicleos grandes, alta proliferacion, denominado
callo organogénico; el otro callo tiene células grandes, pocos nucleos, denominado callo

no morfogénico.

\
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Figura 1. Cortes histologicos de N. alpina, coloracion: Safranina-Fast Green. A) Corte
histolégico callo no morfogénico (Escala= 200 pum). C) Corte histolégico Callo
organogénico (Escala= 200 um). Imagenes tomadas de Cartes (2012).

Diversos métodos para la deteccion de metilacion del ADN han sido desarrollados y
mejorados en el Gltimo tiempo (Baurens et al. 2003, Lu et al. 2008), siendo algunos de
estos: (1) Electroforesis capilar de alta eficiencia (HPCE) (Fraga et al. 2002) (2)
Tratamiento con bisulfito (Fraga et al. 2002), (3) Corte enzimatico del ADN con
isoesquizdmeros con diferente sensibilidad a la metilacion (Reyna-Lopez et al. 1997).
Este dltimo, denominado MSAP segin su nombre en inglés: Methylation Sensitive
Amplification Polymorphism (Polimorfismos amplificados sensibles a la metilacion
(Reyna-Lopez et al. 1997).

La técnica de MSAP, se basa en la técnica de AFLP (Amplified fragment length
polymorphism) (Vos et al. 1995) y utiliza enzimas de restriccion que difieren en su
sensibilidad a la metilacion de la secuencia que reconocen (Reyna-Lopez et al. 1997)
Hpall y Mspl son isoesquizOmeros que reconocen la secuencia tetranucleotida 5’-

CCGG-3’. Sin embargo, Hpall no reconoce la secuencia cuando ambas hebras de ADN



presentan citosina metilada, mientras que si corta la cadena hemimetilada (citosina
metilada sélo en una hebra). En el caso de Mspl, no reconoce la secuencia cuando se
encuentra la citosina externa metilada, mientras que si corta cuando la secuencia
presenta la citosina interna metilada (Baurens et al. 2003, Lu et al. 2008, Ruiz-Garcia et
al. 2010, Elshire et al. 2011) (Tabla 1).

Tabla 1. Sensibilidad a la metilacién y patrén de restriccion de isoesquizémeros Hpall y
Mspl

Tino Estado de Patrén de digestion de enzima de restriccion

metilacion Hpall Mspl H* M

Tipo | 5-CCGG-3° Activo Activo + +
3’-GGCC-5

Tipo 11 5-CCGG-3 Activo Inactivo + -
3’-GGCC-5

Tipo 11 5-CCGG-3° Inactivo Activo - +
3’-GGCC-5’

* H y M indican la combinacion de enzimas EcoRI/Hpall y EcoRI/Mspl,(-): banda
ausente, (+): banda presente. Citosina subrayada esta metilada. Tabla modificada de
Yang et al. 2011.

En este contexto, el estudio pretende determinar el perfil de metilacién de ADN en callo
organogeénico y no morfogénico de Nothofagus alpina aplicando la técnica de MSAP. La
hipdtesis que orienta el trabajo se basa en que la diferencia en la respuesta morfogénica
de ambos callos supone un perfil diferencial de metilacién de ADN. Con esto se busca
establecer una relacion entre el perfil de metilacion y la capacidad de organogénesis in
vitro y de esta manera lograr una mayor comprension sobre la regulacién epigenética en
estos procesos. De esta manera, los objetivos especificos que pretende alcanzar la
presente investigacion son: (1) Optimizar el protocolo de MSAP (Methylation sensitive
amplification polymorphism) para ser aplicado en tejidos de N. alpina, (2) Determinar el

perfil de metilacion de ADN en callo organogénico y no morfogénico de N. alpina.



Il METODOLOGIA

2.1. Material Vegetal

2.1.1 Material vegetal inicial. El material utilizado en este estudio fue obtenido en el
marco de la tesis doctoral “Validacion de rutas morfogénicas para la clonacion de Rauli
(Nothofagus alpina (Poepp. et Endl.) Oerst) a partir de tejidos embrionarios y adultos”
por Priscila Cartes Riquelme. La induccion de las rutas morfogénicas se llevo a cabo
sobre yemas y hojas obtenidas desde varetas forzadas a brotar in vitro. Los materiales de
estudio se obtuvieron a partir de un mismo genotipo aplicando los siguientes
tratamientos de induccion: a) Callo organogénico: Medio de cultivo conteniendo la
solucion mineral y vitaminas Broadleaved Tree Medium (BTM) (Chalupa 1983) maés 1
mgL™ 6-bencilaminopurina (BAP) y 0,1 mgL™ 4cido indolbutirico (AIB). b) Callo no
morfogénico: Medio de cultivo con la solucion mineral y vitaminas Murashige and
Skoog (MS) (Murashige y Skoog 1962) mas 1 mgL™ Acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) y 1 mgL™ Kinetina.

Los callos generados se mantuvieron en cadenas proliferativas de organogénesis
adventicia en medio de mantencién, medio base BTM méas 0,1 mgL™ 6-
bencilaminopurina (BAP) y 0,01 mgL™ 4cido indolbutirico (AIB).

2.2 Disefio experimental

La unidad experimental correspondié a un frasco o placa de petri conteniendo una
porcion de callo organogénico y callo no morfogénico por frasco (Figura 2). Se tomaron
8 muestras con 3 repeticiones cada una, donde cada repeticion correspondié a una
seccion del mismo callo. El disefio experimental fue completamente aleatorio,

generando un total de 24 unidades muestrales para cada tejido.



Figura 2. Vista del material empleado en el estudio en sus respectivos medios de cultivo.
A) Callo no morfogénico B) Callo organogénico

2.2.1 Variables evaluadas. Se determino el perfil de metilacién generado por cinco
combinaciones de partidores en la técnica de MSAP aplicada en muestras de callo
organogénico propagado a través de organogénesis adventicia y callo no morfogénico.
Para ello se extrajo ADN a ambos tejidos mantenidos en medio con reguladores de

crecimiento. En cada caso se extrajo ADN a 24 unidades muestrales.

2.3 Extraccion de ADN

Se tomaron porciones de entre 100-150 mg de peso fresco, que fueron cortados en
pequefios trozos y puestos en un tubo conteniendo dos esferas de ceramica. Estos
materiales fueron homogenizados empleando el equipo de lisis celular Precellys 24
durante 15s a una velocidad de vibracion de 6000rpm, posteriormente, se siguié el
protocolo de extraccion de DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN®) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La calidad y concentracion del ADN obtenido fue medido
por el espectrofotémetro ND-1000, Nanodrop®. La pureza de las muestras se determind
a través de los indices de absorbancia OD2go280 Y OD2go230, donde se realizaron dos
mediciones analiticas. La integridad del ADN fue medida mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% corrido durante 30 min a 70 V visualizado con luz UV en un

transiluminador.



2.4 Amplificacion de polimorfismos sensibles a metilacion (MSAP)

El método se desarroll6 basado en el protocolo publicado por Hasbun et al. (2011) para
AFLP considerando la utilizacion de las enzimas de restriccion Hpall y Mspl, en
combinacion con EcoRI. La optimizacion del método de MSAP se realiz6 para las
etapas de digestion de ADN gendmico, preamplificacion y amplificacion selectiva, con
muestras de callo organogénico y no morfogénico de N. alpina, cuyo ADN fue obtenido

siguiendo los pasos descritos en el punto 2.3.

2.4.1 Digestion y ligacion. Se digirieron 5,5 pL de ADN genoémico durante 2 h a 37°C
con 5 U de EcoRI y 4 U de Hpall o Mspl (New England Biolabs) en reacciones
separadas usando 1x T4 DNA buffer ligasa (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 10
mM DTT, 1 mM ATP), 50 uM NaCl y 50 ng BSA. Adicionalmente, la mezcla
digestion/ligacion contenia adaptador EcoRI (2 pmol/uL), adaptador Hpall/Mspl (2
pmol/uL) y 10 U de T4 ADN ligasa, en un volumen final de reaccion de 11 uL.
Secuencialmente, la reaccion de ligacion fue realizada por 1h a 16°C. Posteriormente,
las enzimas fueron inactivadas a 65°C por 20 min. Luego de la incubacion, los productos
fueron diluidos (1:5) con buffer LowTE (1 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA pH 8,0) y
guardados a -20°C hasta su uso.

2.4.1.1 Experimento dilucion ADN. Para la digestion del ADN genomico, se
determiné la concentracién 6ptima de ADN a utilizar realizando diluciones seriadas de
ADN extraido de dos muestras de callo organogénico y dos de callo no morfogénico
(Tabla 2).
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Tabla 2: Diluciones seriadas ADN

NUmero ADN (ul) Agua nanopura Dilucion

(u)

1 5,5 sin diluir 55

2 5,5mezclal 5,5 1:2

3 5,5 mezcla 2 5,5 1:4

4 5,5 mezcla 3 55 1:8

5 5,5 mezcla 4 5,5 1:16

6 5,5 mezcla 5 5,5 1:32

7 5,5 mezcla 6 55 1:64

8 5,5 mezcla 7 5,5 1:128

2.4.2 Pre-amplificacion. La reaccién de pre-amplificacion fue realizada con partidores
no selectivos complementarios a la secuencia del adaptador y al sitio de restricciéon de
EcoRI y Hpall-Mspl.

La mezcla de pre-amplificacion contenia buffer de PCR (20 Mm Tris-HCI pH 8,4 y 50
mM KCI), 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 uM partidor E+00, 0,2 uM
partidor H-M+00, 0,5 U Taq ADN Polimerasa (Invitrogen) y 15,3 uL de agua nanopura.
A la mezcla de pre-amplificacion se agregaron 5 uL de la mezcla diluida de
digestion/ligacion obteniendo un volumen final de 25 puL. La PCR fue realizada en el
termociclador The Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystem) usando un
programa de PCR que comienza con 4 min a 72 °C, un paso de desnaturacion de 30 s a
94 °C, seguido por 28 ciclos de desnaturacién de 20 s a 94 °C, 1 min de temperatura de
unién de los partidores al templado de ADN y 2 min de extension a 72°C, y finalmente
un ciclo de extension por 10 min a 72°C. Posteriormente, 10 puL del producto de PCR
fueron visualizados en gel de agarosa 1%, con marcador de peso molecular GenRuler ™
100 pb DNA Ladder (Fermentas) y los 15 pL restantes fueron diluidos (1:10) en buffer
LowTE.
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2.42.1 Experimento temperatura de alineamiento de los partidores. Para
determinar la temperatura éptima de alineamiento de los partidores al ADN templado, se
utilizaron cuatro muestras de callo organogénico y cuatro de callo no morfogénico y se

realizd una PCR en gradiente desde 50°C a 60°C, variando cada 2°C.

2.4.3 Amplificacion selectiva. Se utilizaron 2,5 pL del producto de la amplificacion
diluido en una reaccién de volumen final de 12,5 pL, conteniendo buffer de PCR, 1,5
mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,1 uM partidor E+2 o0 E+3 marcado con fluoroforo,
0,5 uM partidor H-M+3 0 H-M+4, 0,5 U Taq ADN Polimerasa (Invitrogen) y 7,18 pL
de agua nanopura. El programa de PCR se realiz6 con un primer paso de denaturacion
de 2 min a 94°C, seguido por 30 ciclos de denaturacion de 20 s a 94 °C, 1 min de
temperatura de alineamiento de los partidores, 2 min a 72 °C, y un ciclo de extension
final de 60 °C durante 30 min. Para corroborar la amplificacién 5 uL del producto de
PCR fueron visualizados en gel de agarosa 1%, con marcador de peso molecular
GenRuler™ 100 pb DNA Ladder (Fermentas).

2.43.1 Combinacion de partidores. De un total de 100 combinaciones de los
partidores selectivos (Tabla 3), se seleccionaron 5 para los posteriores analisis.

Tabla 3. Partidores selectivos MSAP ensayados en N. alpina

EcoRlI Hpall/Mspl
AC ACA ACC AATT
CC ACC ATG CGAA
GC ACG CCG CGTT
GG ACT CTG TAGC
TC ACCG AACC TCCA

La eleccion de las combinaciones se realizd considerando pardmetros cualitativos, del

modo que se presenta en la Tabla 4.
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Tabla 4. Parametros para evaluar las combinaciones de partidores para MSAP

Combinacion Dato bruto Bandeo Forma Asignacion
homogéneo de Liz
EcoRI/Hpall 0 0* 0 0
1 1* 1 1
2 2 2

O=malo 1=regular 2=bueno

*0=no 1l=si

4.3.2 Experimento temperatura de alineamiento de los partidores. Para determinar
la temperatura de 6ptima de alineamiento los partidores al ADN templado, se utilizaron
dos muestras de callo organogénico y dos de callo no morfogénico y se realiz6 una PCR

en gradiente desde 58°C a 68°C, variando cada 2°C.

2.4.4. Andlisis de fragmentos. Se utilizaron 2 pL del producto de la amplificacion
selectiva diluido en 10 pL de formamida y 0,1 pL de estandar de tamafio GeneScan ™
500 L1Z® 8 (Applied Biosystems). Los productos de PCR generados fueron visualizados
mediante un secuenciador automatico ABI PRISM 3130xI Genetic Analyzer (Applied
Biosystems. Los datos fueron analizados utilizando el Software GeneMapper Version
4.0 (Applied Biosystems) y los electroferogramas fueron revisados manualmente para
determinar la presencia (1) o ausencia (0) de bandas que presentaban similar forma e
intensidad, en un rango desde 50 a 600 pb. Los datos obtenidos a partir de los

electroferogramas fueron obtenidos como matrices 1/0 para andlisis posteriores.

Utilizando las matrices 1/0 se estudiaron los cambios en el estado de metilacion
comparando ambos tejidos, considerando el callo organogénico como control
comparado con el callo no morfogénico. Se asignaron los estados: metilacion de novo y

demetilacion segun lo indicado por Gonzaélez et al. (2007) (Figura 3).
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Figura 3. Estados de metilacion y cambios detectados por las endonucleasas Hpall (H) y
Mspl (M). Cédigos: 0 = no digestion, 1 = digestion. Figura tomada de Gonzélez et al.
(2007).

Usando el programa GenAlex v. 6.4 (Peakall y Smouse 2006) se realiz6 una matriz de
distancia genética, que fue utilizada para el analisis de varianza molecular (AMOVA)
entre los tejidos, realizado segun el método de Michalakis y Excoffier (1996). El analisis
AMOVA se realizd con los datos binarios de todas las combinaciones, mediante 9999
permutaciones al azar y significancia de 95%. A partir del analisis AMOVA se estimo la
proporcion de varianza atribuida entre y dentro de las muestras; y se realizo el test de
significancia de PhiPT entre los tejidos (Michalakis y Excoffier 1996). Para visualizar el
patron de diferenciacion epigenética de los tejidos, se construyd un Analisis de
Coordenadas Principales (PCA) a partir de la matriz de distancia epigenética usando
GenAlex 6.4, basado en el algoritmo de Orloci (1978).

2.5 Validacion del método

La validacion del método una vez definido, se realizd mediante calculo de error de
genotipificacion para cada combinacion de partidor. Usando el protocolo optimizado, se
tomaron ocho muestras de callo organogénico y ocho de callo no morfogénico y se

desarrollo el experimento de MSAP como se describe en el punto 2.4, en dos
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experimentos independientes. El error fue determinado comparando las matrices 1/0 de
observaciones fenotipicas de cada experimento, analizando por separado la matriz
obtenida para los fragmentos de corte EcoRI/Hpall y los de corte EcoRI/Mspl. El error
fue estimado a nivel alélico segun la siguiente formula descrita en Herrera y Bazaga
(2010).

100 x No. Valores discordantes en dos analisis independientes

No. de marcadores x No. de individuos



15

Il RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Material inicial y Extraccion de ADN
Las extracciones de ADN genomico se realizaron con el material de cultivo fresco
mantenido en camara de crecimiento. En este tejido, con ayuda de pinzas y bisturi se

separaron los tallos en crecimiento, a fin de extraer ADN sélo del callo.

El ADN obtenido de los tejidos en estudio poseia la calidad y concentracién de ADN
requerida para el procedimiento de MSAP (Tabla 1A), no obstante, en algunas muestras
el indice OD 20230 Se encontrd fuera del rango dptimo que corresponde a 1,8 a 2,0. Esto
probablemente se debid a la presencia de restos de azlcares del medio de cultivo en las
muestras. La integridad del ADN fue visualizada por electroforesis en gel de agarosa,
donde se observé una banda integra, sin presencia de contaminacion ni degradacién de
ADN (Figura 4).
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Figura 4. Integridad de ADN para muestras de callo organogénico y no morfogénico de
N. alpina mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. 1Kb: marcador de peso
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3.2 Puesta a punto del método de MSAP

Durante la fase de adecuacion del método, la visualizacion de los productos en las etapas
de pre-amplificacién y amplificacion selectiva (Figura 5) permitié evaluar la correcta
amplificacion y adaptacion del protocolo a las condiciones experimentales. Durante la
etapa de pre-amplificacion se observan productos de PCR homogéneos entre muestras,
generandose un chorreo o mancha de fragmentos menores a 700 pb. En la fase de

amplificacion selectiva, los productos amplificados se concentran entre 100 y 600 pb.

: ] i
1000ph ¢

M
: 1000ph qumm
00, - 3 : E 2" R R B R
00pb T . | 500pb e ”!""“ A
- :
100 pb _.: P
P :  100ph ¢mm

Figura 5. Visualizacion de etapas de método MSAP mediante electroforesis en geles de
agarosa. A) Pre-amplificacién. B) Amplificacion selectiva con las combinaciones de
partidores E+ACA/H-M+TAGC. M: Marcador de peso 100 pb.

Del experimento de diluciones de ADN gendmico se determind que la dilucién 1:4
permite visualizar un patron de bandeo reproducible para una muestra, y equilibrio entre
bandas que amplifican y otras que no amplifican (Figura 6). Considerando esto y los
valores de concentracién de ADN de las muestras a utilizar en el estudio (Tabla 1A), se
destaca la alta sensibilidad del método, ya que se permite utilizar concentraciones que

varian entre 3 ng/puL y 12 ng/uL.



17

o ‘ ‘ . Sin diluir
. P . -

] Lk R ¥55 e Ll

™ n: b -] 3 I b

1:4

- ¥
—— [po—
|

3] HE 2] ¥55 i 22

NSNS W U

Fz -] w3 e o I e

. ._ 1:16

s HE B w58 s L]

s Lk R ¥55 e Ll

1:64

s - n: b 3 LEg b

) 0 . _ '\ A _ _ 1:128
Figura 6. Electroferograma representativo de diluciones seriadas de ADN en una

muestra de N. alpina, etapa selectiva E+ACA/H-M+ACC. Los picos marcados destacan
alelos variables debido a la dilucion del ADN.

El ajuste del método en la etapa de pre-amplificacién, mostrd que usar diferentes
temperaturas de alineamiento de los partidores tiene efectos cualitativos visibles cuando
se cargan los productos de la pre-amplificacion en un gel de agarosa (Figura 7). Si se
comparan estos resultados con lo esperado (Figura 5A) se observa que solo la
temperatura 60°C muestra un patron de corrida erréneo. Sin embargo, considerando que
los partidores E+00 y H-M+00 tienen temperaturas de alineamiento de 53,8 °C y 60,3
°C, respectivamente (Fuente: Integrated DNA Technologies) se eligio la temperatura de
56 °C para los posteriores andlisis, ya que es la mas cercana al promedio de las

temperaturas de ambos partidores.
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Figura 7. Visualizacién de etapa de pre-amplificacién con diferentes temperaturas de
alineamiento del método MSAP mediante electroforesis en gel de agarosa. a: Productos
corte con Hpall. b: Productos corte con Mspl. M: Marcador de peso 100 pb.

Para la etapa de amplificacion selectiva se seleccionaron cinco combinaciones de
partidores E/H-M. En la Figura 8 se visualizan las caracteristicas evaluadas en los
electroferogramas de la amplificacion de los productos. Estas caracteristicas cobran
importancia para realizar el analisis de los productos y convertir los datos de numerosos
perfiles en matrices de 1/0. Es importante que el estandar de tamafio asigne
correctamente cada fragmento a su tamarfio (en pb), ya que puede ingresar errores en los
perfiles, dificultando la asignacién de los valores presentes/ausentes. Por otro lado,
parametros como bandeo homogéneo y forma de los picos permitieron seleccionar
aquellas combinaciones que entregan perfiles de bandeo claros y reproducibles para

muestras de un mismo tejido.

De las 100 combinaciones ensayadas, un 46% presentd un dato bruto diferente al
esperado y del 54% restante, solo 29 (53,7%) de ellas presentaron bandeo homogeneo.
De estas, 24 presentaron forma de los picos regular o buena, sin embargo, sélo 7

presentaron una correcta asociacion del marcado de tamafio 500 LIZ® con la muestra.
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Figura 8. Pardmetros evaluados en la eleccion de las combinaciones de partidores
selectivos. A) Visualizacion de dato bruto con errores. B) Visualizacion de dato bruto
esperado. C) Visualizacion de mala corrida del estandar de tamafio 500 LIZ. D)
Visualizacion de estdndar de tamafio 500 liz esperado. E) Espectroferograma de
combinacion selectiva con bandeo no homogéneo de fragmentos. F) Espectroferograma
de combinacion selectiva con bandeo homogéneo. G) Zoom visualizando
espectroferograma con alelos con errores de amplificacion. H) Zoom visualizando
espectroferograma con alelos forma esperada.
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Con las combinaciones de partidores selectivos seleccionadas, se demostré que
diferentes temperaturas de alineamiento de los partidores (58°C, 60°C, 62°C, 64°C,
66°C y 68°C) tiene efectos cuantitativos y cualitativos evidentes en el perfil de bandeo
(Figura 9). Como se visualiza, el numero de picos cambia con la temperatura de
alineamiento, asi como la separacion de los picos y la intensidad de estos. Se determind
que para aquellas combinaciones que cuentan con tres bases selectivas (combinaciones
1, 2 y 3) es mejor una temperatura de 66°C y para aquellas de dos bases selectivas

(combinaciones 4 y 5) es mejor la temperatura de 62°C.
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Figura 9. Electroferograma de MSAP de una muestra de N. alpina. Se muestra el
protocolo optimizado usando seis diferentes temperaturas de alineamiento (58°C, 60°C,
62°C, 64°C, 66°C y 68°C) para la amplificacién selectiva combinacion E+GC/H-
M+ACC. En los picos pintados se destacan alelos variables debido a la temperatura de
alineamiento, mostrando cambio en la amplificacion de los productos.
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Ya con el protocolo de MSAP definido se estudio el error de anélisis para las
combinaciones seleccionadas, donde se obtuvieron porcentajes de error variando entre
0,0% y 2,62% (Tabla 5). En otro estudio, el porcentaje de error de analisis para loci
MSAP ha sido estimado mediante la repeticion del experimento, obteniéndose valores

que varian en 1,85% y 5,07% (Herrera y Barraza 2010).

Tabla 5. Combinacion de partidores MSAP seleccionados, proporcion de polimorfismo
y error asociado a cada combinaciéon E/H-M

Combinacién de partidores Numero de Polimorfismos Proporcion error (%)*

marcadores (%)

MSAP  “Hpall  Mspl Hpall Mspl

1. E+ACA/ H-M+CCG 32 125  21.9 0.39 1.17
2. E+ACA/ H-M+ACC 35 143 86 1.43 1.79
3. E+ACA/ H-M+TAGC 28 107 143 0.00 0.89
4. E+CC/ H-M+CGTT 43 00 0.0 1.60 2.47
5. E+GC/ H-M+ACC 43 140 7.0 0.15 2.62
Total 181 99 94 0.76 1.90

* Calculado para 16 muestras como 100 x (nimero de valores discordantes en dos
experimentos independientes)/ (nimero de marcadores X nimero de individuos).

Los errores visualizados correspondieron a bandas que se presentaron aleatoriamente en

muestras de los tejidos, no muestran un patrén ni un ordenamiento particular.

Considerando el porcentaje de polimorfismo estimado para cada combinacion de
partidores (Tabla 5), y error para cada una de estas, la combinacion de partidores
E+CC/H-M+CGTT deberia eliminarse del analisis en futuros estudios, ya que no aporta
informacion referente a sitios diferenciales en metilacion de ADN entre los tejidos en
estudio. Se espera que una buena combinacion, ademas de presentar buenas
caracteristicas de bandeo, debe ser capaz de discriminar muestras de ADN de diferentes

tejidos y muestras de un mismo tejido.
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3.3 Andlisis mediante MSAP

El uso de las enzimas de restriccion Hpall y Mspl, con sensibilidad diferencial a la
metilacion de citosinas en el contexto CCGG, permitio visualizar diferentes perfiles de
metilacion en los tejidos en estudio. Mediante la utilizacion de cinco combinaciones de
partidores selectivos, se amplificaron un total de 168 fragmentos. Los analisis de
AMOVA indicaron que el 57% de la variacion molecular fue explicada por diferencias
en el comportamiento frente a las enzimas de restriccion (PhiPT= 0,57, P= 0,0001) y el
43% por diferencias entre los tejidos en estudio (PhiPT= 0,429, P=0,0001). Los
resultados del Andlisis de Componentes Principales (PCA) mostraron que los dos
primeros componentes fueron capaces de recoger el 97,95% de la varianza. Estos
componentes permitieron el ordenamiento de los datos (Figura 10), el primer
componente que recoge el 68,95% de la varianza corresponde al comportamiento frente
a las enzimas de restriccion y el segundo componente, que corresponde al 29,30% de la
varianza, corresponde a la diferencia entre los tejidos en estudio.

Coordenadas Principales

CER-TT
SO | 2 |
3
& *CO
- @ -
BCNM
CER
68,65 %

Figura 10. Analisis de Componentes Principales (PCA) representando la variacién en los
en metilacion de ADN entre diferentes tejidos. CER: corte con enzimas de restriccion.
TT: tipo de tejido. CO: callo organogénico. CNM: callo no morfogénico.

De los loci amplificados 69,0% fueron monomorficos y el 31% restante fragmentos
polimorficos asociados a diferentes eventos de metilacion (Tabla 6). De estos

fragmentos un 4,8% correspondieron a eventos de desmetilacion en el callo no
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morfogénico con respecto al control (callo organogénico), y 14,9% de los fragmentos se

relacionaron con procesos de metilacion de novo.

Tabla 6. Patrén de metilacion en sitios especificos determinado mediante MSAP en
Callo no Morfogénico con respecto a Callo Organogénico de un clon de N. alpina

Tipo de fragmento Loci Total
ACA/ ACA/  ACA/  CC/ GC/ (%)
CCG ACC TAGC CGTT ACC

Monomorfico 20 18 18 30 30 116
(69.0)
Demetilacion 2 2 1 3 8
(4.8)
Metilacion de novo 7 4 3 11 25
(14.9)
Especifico de 4 4 4 3 15
EcoRI/Hpall (8.9)
Especifico de 4 4
EcoRI/Mspl (2.4)
Total 33 32 26 33 44 168

El 31% de fragmentos polimorficos obtenido segin la Tabla 6, se descompuso de
acuerdo a fragmentos producidos diferencialmente por la digestién con las enzimas de
restriccion. La Figura 11 resume los loci polimoérficos MSAP. La mayor proporcion de
fragmentos en callo organogénico (CO) y callo no morfogenico (CNM) fue observada
por el corte con Hpall, pero no con Mspl, en 40,2% y 44,2%, respectivamente. Esto
indico que la mayoria de las secuencias presentaron hemimetilada la citosina externa.
Por otro lado, la baja diferencia entre los tejidos puede indicar que esos sitios siempre se
mantienen metilados en N. alpina. En cuanto a los fragmentos exclusivos producidos por
corte con la enzima de restriccion Mspl, en CO fue de 13,5% y en CNM de 21,2%, lo

que indicd que la citosina interna estaba metilada en ambas cadenas de la secuencia y la
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citosina externa demetilada. Los fragmentos producidos por ambas enzimas indicaron
que la secuencia se encontrd no metilada o presenté hemimetilada la citosina interna, en
CO y CNM la proporcion de estos fragmentos fue de 34,6% y 9,6%, respectivamente.
La ausencia de fragmentos indicd que ni Hpall ni Mspl cort6 en ese sitio, indicando que
la secuencia se encontré completamente metilada en la citosina externa, para estos
tejidos, los porcentajes fueron de 11,5% en CO y 25% en CNM.

E + ACA/H-M + CCG
Loci (pb) 116 125 158 163 193 215 271 376 399 402 472 493 543

(6{0)
CNM
E + ACA/H-M + ACC
Loci (pb) 113 130 135 137 173 248 299 335 363 379 402 421 443 472

co -
CNM
E + ACA/H-M + TAGC E + CC/H-M + CGTT

Loci (pb) 128 137 140 248 260 361 389 507 |Loci(pb) 231 434 441
co

CNM

E + GC/H-M + ACC
Loci (pb) 99 121 128 144 149 187 191 298 305 356 371 402 442 537

CcO
CNM

_| Banda observada luego de digestion con EcoRI + Mspl

- Banda observada luego de digestion con EcoRI + Hpall
- Banda observada luego de digestion con EcoRI + Mspl y con EcoRI + Hpall
- No digestion de enzimas de restriccion

Figura 11. Patrones MSAP (EcoRI/Mspl y EcoRI/Hpall) de N. alpina. Loci MSAP
polimorficos (tamafios en pb) detectados en callo organogénico y callo no morfogénico.
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La baja proporcion de secuencias no metiladas o con la citosina interna hemimetilada
(una de las cadenas metilada) en CNM (9,6%) con respecto a CO (34,9%), y por otro
lado, la mayor cantidad de secuencias con citosina externa completamente metilada en
CNM (25%) con respecto a CO (11,5%), puede ser una razon que explique la diferencia
en la competencia morfogénica del tejido. Mientras varios reportes indican que la
variacion genética encontrada ocurre relativamente a bajas frecuencias (Polanco y Ruiz
2002, Chuang et al. 2007, Vroh-Bi et al. 2011, Cartes 2012), variaciones en los patrones
de metilacion de ADN muestran ser mucho mas frecuentes y en algunos casos estos han

sido directamente implicados en la variacion fenotipica (Miguel y Marum 2011).

La variacion genética encontrada en N. alpina, estudiada como la proporcién de
variacion somaclonal producto de subcultivos sucesivos en cultivo in vitro, es cerca de
un 3% (Cartes, 2012). Si consideramos estos antecedentes y que cerca del 10% de la
variacion entre los tejidos se debe a metilacion de novo en CNM, sumando las altas
diferencias fenotipicas entre los tejidos, se puede hipotetizar que la metilacién del ADN
estaria actuando en la regulacion de genes de importancia en lo que respecta a
competencia y determinacion de los tejidos. Miguel y Marum (2011) indican que esta
intervencion en el fenotipo se debe a modificaciones en la expresion de genes. En
animales, la regulacion de promotores de genes dependientes de metilacion de ADN ha
sido destacada por tener un rol importante en el desarrollo y la diferenciacion (Berdasco
et al. 2008), donde la represion de genes involucrados en diferenciacion celular mediada
por hipermetilacion involucra resultados aberrantes (Esteller 2002). Sin embargo, en
plantas se tiene poca informacion sobre la metilacion del ADN en mecanismos
involucrados en el control de la diferenciacion celular. En trabajo previos, se ha
encontrado que la pérdida del estado diferenciado en protoplastos es acompafiado por
cambios globales en metilacion del ADN (Koukalova et al 2005, Miguel y Marum
2011).

Para el caso de los tejidos en estudio, el callo es una masa de células en activa divisién

celular y que, en respuesta a sefiales ambientales especificas, estas células adquieren
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competencia para cambiar de fase mediante un proceso de desdiferenciacion seguido por
la expresion de una nueva ruta de desarrollo (Miguel y Marum 2011), sin embargo, los
tejidos callogénicos presentan grupos de células heterogéneos entre si, los que a la vez
podrian presentar diferentes perfiles de metilacion (Zhang y Jeltsch 2010, Massicotte et
al. 2011). La presencia de un perfil de metilacion de ADN bien definido en plantas, es
necesario para el crecimiento y desarrollo normal del organismo (Zilberman et al. 2007).
En futuros estudios, se pueden considerar distintas alternativas para investigar la
metilacion del ADN en tipos celulares especificos, como lo son el uso de técnicas de
microscopia, microdiseccion laser (Zluvova et al. 2001), o técnicas cuantitativas,
mediante la transformacion de los datos de la matriz 1/0 entregada por el programa
GeneMapper v4. Utilizando el programa Data File Converter para datos ABI, FSA y
SDS (v10. Applied Biosystems) se ha logrado cuantificar los niveles de fluorescencia,
permitiendo estudiar cambios de un locus MSAP en diferentes muestras (Lopez et al.
2012).

La aplicacion de la técnica de MSAP en callos de N. alpina permitio identificar
marcadores polimorficos de metilacion de ADN entre callos con diferente capacidad
organogeénica, y con el uso de las combinaciones de partidores seleccionadas se estudid
la metilacion en sitios CpG del genoma de N. alpina. En otros estudios con células en
suspension y callos de A. thaliana, se ha encontrado hipermetilacion en promotores en
sitios CpG sugiriendo que la metilacion de sitios CpG en promotores especificos puede
ser importante para la regulacion de la expresion de algunos genes (Berdasco et al.
2008).

Los resultados de este trabajo entregan las primeras evidencias acerca de la utilidad de la
determinacion del perfil de metilacion de ADN genomico como marcador de procesos
organogenicos en la especie Nothofagus alpina. Sin embargo, aunque el método MSAP
muestra ser un método eficiente para la deteccion de alteraciones en metilacién de
citosinas, este método sélo permite investigar una pequefia porciéon de las citosinas

metiladas en el genoma de la especie, debido a que la deteccion esta restringida a los
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sitios de reconocimiento de los isoesquizomeros utilizados, limitdndola para ser aplicada
en la cuantificacion global de 5-mdC. Estos resultados pueden ser complementados con
la aplicacion de tecnologias de alto rendimiento como secuenciacion de segunda
generacion (Zhang y Jeltsch 2010), a fin de estudiar los loci polimorficos observados
entre los callos organogénico y no morfogénico y su relacién con la expresion de genes

involucrados en procesos organogénicos (Yang et al. 2011).

En N. alpina, los niveles menores de metilacion global de ADN encontrados en CO,
entregan indicios acerca de una posible validacion molecular relacionada a este tejido, el
cudl presenta mayor competencia organogénica que el callo no morfogénico. No
obstante, Zhu (2009) descubri6 una glicosilasa de ADN con actividad demetilante, ya
que, suprime la metilacion del ADN vy activa la expresion génica. Considerando lo
anterior, la aplicacién de esta enzima en callo no morfogénico podria revertir su estado

no morfogénico y activar la expresion de genes relacionados con organogénesis.
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IV CONCLUSIONES

La optimizacion de diversos pardmetros en el protocolo de MSAP permite obtener
perfiles de metilacion en callo organogénico y no morfogénico de Nothofagus alpina.

El uso de las enzimas de restriccion Hpall y Mspl permite identificar cambios en el
estado de metilacion de sitios en el genoma relacionados con eventos de metilacion de
novo y demetilacion. Los resultados de la presente investigacion suponen una relacion

directa entre el ADN metilado y la respuesta organogeénica in vitro.

Los resultados obtenidos permiten guiar la seleccion de loci polimorficos que podrian
diferencian los tejidos y que estan involucrados en la expresion de genes relacionados

con la competencia y determinacion.
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V RESUMEN

En la micropropagacion de Rauli (Nothofagus alpina ((Poepp. et Endl.) Oerst) en cultivo
in vitro mediante organogénesis indirecta, ocurren procesos claves para la activacion de
una ruta particular de desarrollo mediada por el control epigenético de la transcripcion.
La metilacién del ADN tiene un rol importante, ya que la presencia de 5-metilcitosina
(5-mdC) en el promotor de genes especificos altera el lugar de union de factores de
transcripcion y otras proteinas del ADN, jugando un rol clave en la expresion génica y
diferenciacion de los tejidos. El objetivo del presente estudio fue determinar el perfil de
metilacion de ADN en callo organogénico y no morfogénico de Nothofagus alpina
aplicando la técnica de Polimorfismos amplificados sensibles a la metilacion (MSAP).
Para el estudio, el ADN genomico fue digerido con las enzimas de restriccion Hpall y
Mspl y amplificado utilizando cinco combinaciones de partidores selectivos. Se
amplificaron un total de 168 loci, de los cuales el 31% fueron polimérficos asociados a
diferentes eventos de metilacién, donde 14,9% corresponde a metilacion de novo en
callo no morfogénico con respecto al organogénico. Cuando se analizaron en detalle los
loci polimorficos, se obtuvieron mayores porcentajes de metilacion completa y
hemimetilacion en callo no morfogénico. La optimizacion de diversos parametros en el
protocolo de MSAP permiti6 obtener perfiles de metilacion diferenciales en los tejidos,
lo que supuso una relacion directa entre el ADN metilado y la morfogénesis in vitro.
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VI ABSTRACT

In the micropropagation of Rauli (Nothofagus alpina ((Poepp. et Endl.) Oerst) cultured
in vitro by indirect organogenesis, key processes occur for the activation of a particular
path of development mediated by epigenetic control of transcription. DNA Methylation
is known to play an important role, because the presence of 5-methylcytosine (5-MDC)
in the promoter of specific genes alters the binding of transcriptional factors and other
proteins to DNA, playing a key role in gene expression and tissues differentiation. The
aim of this study was to determine the DNA methylation profile in organogenic callus
and non morphogenic callus in Nothofagus alpina using the technique methylation
sensitive amplified polymorphism (MSAP). For this study, genomic DNA was digested
with Hpall and Mspl restriction enzymes and amplified using five combinations of
selective primers. Were amplified a total of 168 loci, which 31% were associated with
different polymorphic methylation events, which corresponds to 14.9% de novo
methylation in non morphogenic callus compared to organogenic callus. When it was
analyzed in detail the polymorphic loci was obtained higher percentage of full
methylation and hemimethylation in non morphogenic callus. Optimization of different
parameters on the MSAP protocol yielded differential methylation profiles in the tissues
in study, which involves a direct connection between DNA methylated and

morphogenesis in vitro.
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VIl APENDICE

Tabla 1A. Calidad y concentracion de ADN de callo organogénico y no morfogénico de
N. alpina.

Callo organogénico Callo no morfogénico
Muestra [ng/ul ODgzgo2s0 ODaeorpzo | [Ng/ul  OD 260080  OD 2607230
1 30 1.74 2.63 13 1.64 >3.0
2 40 1.75 > 3.0 12 1.79 >3.0
3 33 1.69 2.58 12 1.64 >3.0
4 24 1.65 2.87 12 1.76 >3.0
5 36 1.75 2.70 13 1.58 >3.0
6 31 1.81 2.21 11 1.77 >3.0
7 48 1.75 2.34 15 1.62 >3.0
8 33 1.79 2.82 15 1.65 >3.0
9 29 1.67 2.95 13 1.70 2.66
10 39 1.78 2.72 12 1.66 >3.0
11 27 1.75 >3.0 11 1.63 2.99
12 39 1.75 >3.0 10 1.63 >3.0
13 26 1.71 2.85 11 1.83 >3.0
14 36 1.83 > 3.0 11 1.60 >3.0
15 37 1.73 2.15 12 1.64 >3.0
16 36 1.77 >3.0 13 1.73 2.06
17 34 1.77 2.83 10 1.76 >3.0
18 41 1.84 2.93 16 1.66 >3.0
19 41 1.71 1.69 12 1.64 >3.0
20 46 1.86 >3.0 11 1.71 >3.0
21 38 1.78 >3.0 14 1.70 >3.0
22 45 1.76 1.94 12 1.58 >3.0
23 39 1.79 2.32 11 1.65 >3.0
24 29 1.78 >3.0 10 181 >3.0




