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PFSUl"EN, 

Agave ·teauilana es una planta de importancia para el -­

pa!s, ya que de ella se extrae el tequila, producto cuya expo! 

tación genera ingresos de importancia, Existe una gran deman­

da de material para nuevas plantaciones, sin embargo es dif!-­

cil satisfacer esta demanda de material para nuevas plantacio­

nes con las tecnicas de propagación tradicionales por ser, en-· 

este tipo de plantas, relativamente poco eficiente, En ésta -

y otras especies perennes, la micropropsgación se ha suqerido­

como una alternativa. Sin emlliargo durante la multiplicación -

!!l_ ~ de Agave tequilana, como en otras especies, se prese~ 

ta un fenómeno llamado vitrificación que disminuye la eficien­

cia de la micropropagación al morir gran cantidad de plántulas 

con este s!ndrome, en las etapas subsecuentes al desarrollo !!!.__ 

~· 

El presente trabajo constituye una aportación al cono--'· 

cimiento de los cambios en terminas de relaciones h!dricas y -

tasas metabólicas que sufren los tejidos de ·~ tequil:ana d~ 

rante diferentes etapas de vitrificación inducida. 

Los resultados sttgieren que existen desajustes en las -

relaciones h!dricas de los explantes colocados bajo condicio-­

nes de cultivo vitrificantes. F.stos desajustes en etapas pre-

- 9 -



I. INTRODUCCI0N. 

Fl géñero ~' conocido comun~ente como maguey en la 

zona central del pa!s, y henequ8n o sisal en la zona sureste, 

es t1pico de la flora mexicana y se encuentra distribuido a!l'­

pliamente por todo el territorio nacional. 

Los agaves han tenido mdltiples aplicaciones, tanto en 

la medicina popular (Lezama 1957), co!l'.o fuente de alimento 

(Callen, 1965), en la fabricaci6n de ar"'ªª y utensilios (She± 

don, 1980) en la industria textil y artesanal (Romo, 1977) y­

como bebida ya sea en forma fresca (Aguamiel; Granados 1981), 

fermentada (pulque) 6 destila~a (tequila; Halffter 1957, Gen-

try 1982). 

Actualmente el estudio de los agaves empieza a cobrar­

mayor relevancia por su alto potencial explotable (fibras, t~ 

qufla, pulaue, a.lcohol, etc.) y el descubrimiento de nuevos -

productos derivados de los mismos: esteroides, enzimas prote~ 

liticas, saponinas, celulosas, biomasa de levaduras, produc-­

ci6n de madera sint~tica o bien para la obtenci6n de hidroli­

zados y dextranas (cruz, 19871 Gonzglez, 1956; Sánchez, 1979; 

Romo, 1977; ~ravo, 1978). Half.fter (1957) clasifica a los -­

agaves de acuerdo con su utilidad práctica en tres grupos ~e­

pendiendo del producto final al que sean destinados: ~l.­

aguardiente, como en el caso de Jlgave teauilana "eher. B).­

fibra dura como el Agave fourcroydes Lem. y el JI. sisalana y­

C). - pulque; tal es el caso de Agave salmiana y!:.:.. artrovi---

- 11-



~Karw. 

Dentro de los diferentes usos que se les da a los aga-­

ves, destaca la fabricaci6n de licor a partir de diferentes v~ 

riedades de la especie Aqave tequilana. (Como lo es la varie-­

dad conocida comlUUl\ente como •azul" o la variedad conocida co-

mo •pata de mula"}. De @sta especie de Agave y otras en parti­

cular (Agave lal.Jniana, Agave artrovirens Karw), se producen -­

dos tipos distintos de bebidas. Las primeras provienen direc­

tamente de la savia extralda de las plantas vivas y se consu-­

men frescas como aguamiel o fermentadas como pulque. Las se-­

gundaa son los licores destilados, conocidos como mezcal o te­

quila, que fueron desarrollados subsecuentemente a la ocupa--­

ci6n Europea en M4xico. 

El tequila es un producto derivado de la especie ~­

tequilana w. que existe en la regi6n occidental de Jalisco. F~ 

te licor destilado se obtiene separando el meristemo y las pa~ 

tes blancas de la hase de las hojas del total de la planta, al 

iniciarse la floraci6n. Los meristemos (llamadas "cabezas") -

que pesan entre 25 y 50 Kg. F.stas "cabezas• son primero herv~ 

dos por 30 o 40 horas para hidrolizar el almid6n a azacar y -­

posteriormente se maceran y se colocan en fermentadores en do~ 

de los azQcares son convertidos a alcohol por v!a bacteriana y 

el jugo alcoh6lico es separado por destilaci6n. Fsta manufac­

tura ha sido desarrollada en Tequila, Jalisco, de donde los -­

productos toman su nombre oficial. 

- 12 -



I1'1PORTANCIA DF.L CULTIV~ DEL Agave 

PAR!\ EL PAIS. 

El área que ocupan las tierras cultivables en el mundo -

es de 1091.33 x 10¡ hectáreas. De este total el 6.2 x 10~ he~ 

t!reas son tierras áridas o semi&ridas. F.n ~6xico, cerca del -

45% del territorio es de tipo !rido o semi!riño y se destina --

principalmente a los cultivos tradicionales como maíz, arroz, -

trigo, frijol, etc. Sin embargo los agaves, plantas adaptadas­

ª condiciones semides@rticas, debido a que poseen un metabolis­

mo de tipo CA~ (~etabolismo ácido de las crasulaceas), aue les­

permite cerrar sus estomas durante el dta, evitando pérdidas e~ 

· cesivas de aqua por transpiración y ser capaces de fijar C02 at 

mosférico por la noche cuana0 mantienen los estomas abiertos, -

para acumularlo en las vacuolas celulares de la hoja como mala­

to. Esta ventaja de los agaves debe considerarse en la explot~ 

ción de terrenos agrícolas marginados, que redituaría no solo -

en la explotación de sus productos tradicionales (fibra, teaui­

la, pulque), sino tambi6n en su utilización como fuente altern~ 

tiva de metabolitos como los esteroides, fructuosa, enzimas pr~ 

teolíticas y dextranas. 

Il'PORTA!ICIA DF. LA INDUSTRIA TEQUILERA, 

En el año de 1983 había cerca de 15,000 familias dedica­

das al cultivo de Aqave tequilana y cerca de 3,000 lahorando en 

- 13 -



gen riz6mico. Sin el'lbargo la micropropaqaci6n pudiera aume~ 

tar la eficiencia de producci6n de dicho material de replan­

te. Actualmente se cuenta con la metorlolog!a para la propa­

gaci6n ·!!!. ~ de Agave fourcroydes Lem. y ·~ teauilana­

Weber, desarrollado por Robert et al (19R6). Se ha calcula­

do que de una planta madre de ~ Fourcroydes se pueden o~ 

tener 3750 pl4ntulas .!!!_ ~ mientras que en el campo la 

producci6n m4xima de pl4ntulaa que se pueden obtener a tra-­

ves de la reproducci6n riz6m1ca es de 10 pl4ntulas por plan­

ta madre durante todo su ciclo de vida (Castorena, 19R5). -­

Una de las ventajas que presentan las pl4ntulas micropropag~ 

das con respecto a las generadas en la naturaleza es un in-­

cremento mayor en biomamasa, lonaitud y grosor, sealln las -­

evaluaciones reaistradas hasta ahora (P. Contreras 1989, co­

municaci6n personal). Fsto habla claramente del alto poten­

cial que puede tener la micropropaaac.16n de Aclave Teouilana­

en la producci6n de material de replante en un corto período 

de tiempo. 

IMPOR'l'ANC,lA DF. llESOLVF.R l!L PROBLBl'A DF. 

VITRIFICACION. 

La bdsqueda de una soluci6n al problema de vitrifica­

ci6n cada d!a adquiere mayor trascendencia. El encontrar una 

soluci6n y poder generalizarla a las dem4s especies eliminar!a 

uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la tecnica 

de micropropagaci6n en el mundo. Tambien reducir!a las gran­

des perdidas de material biol6gico que ocasiona este fen6meno, 

haciendo mb rentable la aplicaci6n del cultivo :!!!: ~ y --

- 15 -



II , J\NTECTDF'.NTES. 

Ciclo de vida del g@nero ~· 

Poco ea lo que ae sabe de la biolog!a del aénero Aqave. 

Gentry (1992) los considera como rosetas perennes y monoc~rp~ 

cae, don~e el crecimiento y acwnulaci6n de reservas progresan 

conjuntamente con el ciclo de maduraci6n que es variable para­

las diferentes especies pero en general abarca de 8 a 20 años. 

Una vez alcanzado este periodo se inicia la floracien, la cual 

ocurre solo una vez en la virla de la planta. Al término de -

la misma, la planta reduce todas sus funciones, de9enera y -­

muere. 

El ciclo reproductivo de los agaves comprende dos v!as 

asexuales y en casos excepcionales reproducci6n sexual, for-­

~ando semillas que muestran un grado de germinaci6n bajo, del 

1'111 St (Castorena, 1985). Sin embargo, Lunrlell (1937) repo~ 

ta el caso del Agave ~ 11648 cuyo \ de germinaci6n es -

alto (SS a 60\), por lo '!lle no es general en todas las espe-­

cies la baja fertilidad y la falta de viabilidad en las semi­

llas. Sin embargo, Bolio (1914) indica que las semillas que­

germinan producen pl&ntulas de lento crecimiento, aue degene­

ran en calidad y producci8n debido a la gran variacien fenot! 

pica que presentan, siendo esta una desventaja con respecto -

a las pllntulaa que se obtienen a travfa de vlstagos asexua-­

les. 
- 17 -



Las 2 vfas de reproducci6n asexual a partir de las cu~ 

les se pueden obtener pl8ntulas estan separadas en el tiempor 

la primera e• a traves de v8stagos que proceden de rizomas -­

subterr8neos que tienen or1gen en ia base del tallo, Dicho -

rizoma tiene la forma de un cilindro s6lido y longitud varia­

ble, esta recubierto por br!cteas de 1.5 a 3 cm. de di8metro, 

crece horizontal al suelo, Durante su crecimiento loqra eme! 

ger a la luz y produce pl8ntulas, A partir del primer año la 

planta produce de S a 10 rizomas durante su vi~a. 

La segunda forma de reproducciOn vegetativa es por me­

dio de bulbillos que aparee.en en la base de las flores cuando 

estas han ca!do prematuramente. A partir de una pequeña yema, 

se desarrollan pl8ntulas muchas veces con cierto desarrollo -

radicular, las cuales sOlo re«¡\lieren llegar al suelo para co~ 

tinuar con su crecimiento y desarrollo (Castorena, 1985), 

UbicaciOn taxonOmica del genero Agave, 

A pesar de su importancia, la ubicaciOn taxonOmica de 

la familia agavaceae, as! como de los generas que la componen 

no es clara. Sin embargo, recientemente el genero ~ ha -

sido cblocado como perteneciente a la familia Agavaceae (St~ 

ley, 19301 Wiggins 1980). Por tanto la olaaicaciOn m&s acep-

- 18 -



tada es1 

Reino Veqetal. 

Divillil!n. llllbriophyta. 

Subdivis16n. Anqiospenoae. 

Clase. Monocotiledonae. 

Orden. llqavalas. 

Familia. llqa vaceae. 

Tribu. llqaveae. 

Gtlnero. llqave. 

Especie. te!l!!n·ana Weber. 

De acuerdo a Lawrence (195111 Traub (1935); Hutchinson 

(1964)1 Takhtajan (1980), 

Descripcil!n morfol6qica de Jlqave tequ11·ana. 

Agave tequilana es una planta suculenta que se extien­

de radialmente de l.2 a 1.8 metros de alto, posee un tallo -­

corto y qrueao en la madure• (30 a 50 cm. de grosor). Hojas­

de 90 a 120 x 8 a 12 cm. de ancho, lanceoladas, acuminadas, -

firmes y fibrosas. Las hojas son anchas.en la parte media, -

luego se estrechan y se engruesan hacia la base, Generalmen­

te son azulosos o qria verdosas y poseen dientes laterales -­

con un tamaño de 3 a 6 mm de larcro, las puntas son delaadas y 

flexionadas de la base pir...,idal lutcia abajo, de color caf8 a 

- 19 -



MICROPROPAGACION. 

Micropropagación, cultivo de tejidos y propagación ~­

~ son sinónimos de una t@cnica que permite el incremento­

mediante reproducci6n asexual del n11mero de individuos en co~ 

dicionea artificiales, asepticas, con nutrición, lUl'linoeidad­

y temperatura controlados. 

La micropropagación ha demo•trado su utilidad en espe­

cies de multiplicaci6n deficiente o relativam~nte lenta (or-­

quideas, esparrago, alaunas cactlceas, etc;) y en plantas aue 

aunque sean flcilmente propagablea asexualmente, su ndmero se 

aumenta considerablemente al ser cultivadas ~ ~· con re! 

pecto a las cantidades obtenidas a traves de los mj!todos tra­

dicionales de esqueje, estolón, bulbo, etc. La micropropaga­

ción ofrece una ventaja adicional, ya que se puede obtener ma 

yor uniformidad genatica del material de replante, evit!ndose 

la variación gen6tipica propia de poblaciones aeneradas por -

semilla. 

La micropropagación se aplica actualmente con buenos -

resultados tanto en plantas anuales como bianuales (frutales,­

hortalizas, plantas de ornato), Por el contrario, en especies 

perennes no ha tenido el mismo avance, puesto gue este tipo -

de plantas presentan inconvenientes para la propagación ~ Y.!:. 
~ como por ejemplo la edad de loe tejidos y órganos, ya que 

conforme avanza su madurez resultan menos suceptiblee de ser -

propagado•. 
- 21 -



especie. r.ato ha llevado a formular combinaciones con mennr­

o mayor cantidad de salea, suraiendo aat loa medios modifica­

do•. Una concentract6n alta de sales puede tener un efecto -

t:llxico sobre el tejido mientra• que una diS11tinuci6n en la fo! 

rnulaci6n puede limitar o anular la micropropagac16n, depen--­

diendo de la especie (Skirvinq, 19611 L6pez, 1976: Seabrook,-

1980). 

!n6culo. 

Tamb14n llamado explante, es un fragmento extra!do de­

la planta donadora, con el prop6sito de cultivarlo as@ptica-­

rnente, Cuanto m4a pequeño sea, menos probabilidades hay de -

contaminaci6n del medio por microorqanismos adheridos al in6-

culo, pero tambi@n existen menos probabilidades de desarrollo, 

El lugar de la planta de donde se extrae tambi4n ea importan­

te, seqdn sea el prop6aito de la siembra {rafz, tallo, hoja,­

antera, etc,), Para la micropropagacil5n se prefieren 6rqanos 

o fragmentos cuyo taMaño es variable, llendo desde mm. basta 

cm. (4pices, yemas y ramasf. LA edad fiaiol69ica determina -

el tipo y la velocidad de 1110rfo~neais en relaci6n con el t! 

po de t11edio de cultivo en qu. ae •iembre, pue• aeneral--­

rnente los tejidos jovenes tienen mayor capacidad de diferen­

ciaci6n que loa tejido• ~.aduras {Ruqheer 1981), Como regla­

qeneral, las plantas j6venes proveen lo• Mejores explantes P! 

.ra micropropagar, puesto que las plantas maduras presentan un 
- 23 -



cultivo es absolutamente necesaria para todos los tejidos cul­

tivados .!.!!. ~ ya c¡ue estos se encuentran ba'o condiciones -

heterotróficas (Seabrook, 1980; L6pez 19761. 

La fuente de carbono m4s comunmente utilizada es la sa­

carosa en concentracionesº de 2 a 3' (Seabrook, 1980). La glu­

cosa y la fructuosa pueden sustituir en alounos casos a la sa­

carosa (Hughes, 1981). ~los carbohidratos se les atribuyen -

dos funciones en los medios de cultivo: proveer la fuente de -

energfa y mantener un potencial osmótico en el medio de culti­

vo, por lo aue la dosis y tipo de fuente de carbón puede cau-­

sar transtornos en m!cropropagación (Skirvin, 1961). 

F.stado ffsico del medio de cultivo. 

Fl agar es el material m4s utilizado para gel1.fi.car los 

medios de cultivo, las cantidades utilizadas varfan considera­

blemente. Como se explicar4 m4s adelante, altas concentracio­

nes de agar pueden inhibir el crecimiento de los cultivos deb! 

do al potencial m&trf co elevado y a la reducción en la dispon! 

bilidad de nutrientes y materia oro!nica a los tejidos (Skir-­

vin, 1981). Por otro lado, concentraciones re~ucidas de aaar­

provocan un incremento en la liberación de agua en el medio de 

cultivo, por lo que la concentración de agar adecua~a para ca­

da situación, deber! ser determinada experi~entalmente para C! 

- 25 -



da situacit5n en particular. Si.n el'lbarao, una concentracit5n 

de 0,8, es generalmente suficiente para la mayorta de los -

propt5sitos de cultivo (~eabrook, 19RO). 

- 26 -



II.3. VITRIFICACION. 

una de las alteraciones m!a importantes que se­

presenta en micropropaqacien es la vitrificaci6n. Fste f en6-

meno, es definido colll<l un conjunto de alteraciones fisiol6gi­

cas y bioqulmicas gue se reflejan en la pfrdida de arandes -­

cantidades de material biolegico durante las etapas sucesivas 

al desarrollo~~ (Peberqh et al., 19811 Kevers, 1987). 

ESte fen6meno no ea exclusivo de una especie (Ziv, ---

1987), pues ha sido reportado para varias especies tanto her­

b!ceas cotn0 leñosas y ornlll!'entale•• ~ ~ (Poxus et -

al., 1978)1 ~ scolyPIUS (Deherqh et al., 1981), ~ ~ 

bilonica (Letouze et al 1983; llechauane, 1981) Dianthus cary~ 

phyllus (Ziv, 19831 ~evere, 1987). nentro de las caracterís­

ticas ~!s evidentes de fste fenemeno parlemos mencionar el as­

pecto suculento, hiperhirlratado y translQcido que presentan -

los brotes durante su desarrollo. F.l aspecto translJcido.pa­

rece estar asociado a una menor cantidad rle clorofila (Phan y 

Letouze, 1983). Las hojas y tallos oenerall!l8nte son que~rad! 

zas o se curvan hacia sus partes internas. sus tallos son -­

gruesos y transldcidoa, alguna• veces con h!bito de creci~ie~ 

to arbustivo (Vieth et al., 19831 Kevera et al., 1984). se ha 

!:tratado de encontrar la causa de este desorden y los estudios 

efectuados han mostrado una serie de anomalías en las plantas. 

Kevers y Gaspar (1985) encontraron que en general las plantas 
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afectadas presentan una baja capacidad de lignificaci6n en v! 

sos y traqueidas ac0111pañado por una deticiencia de celulosa -

en pared celular. 

En estudios realizados con plantas vitrificadas de --­

Dianthua Caryophyllus •• encontr6 que no exisUan ceras cuti­

cular•• y que los estoma• no eran funcionales, pues no respo~ 

dieron a los ••t!mulos (obscuridad, JI!!~ y Ca++) que se sabe -

afectan el turgor de las ctlulas ouarda, responsables princi­

pales del cierre ••tomatal (Werker y leshem, l9R7: Ziv et 

al,, 1987). ~sta falta de control eatol!l!tico trae consigo un 

nulo control d• transpiraci6n, raz6n por la cual cuando las -

planta• son llevadas a condiciones ce invernadero presentan -

una sobrevivencia muy baja o nula (Vieitez et al., 1985). La 

densidad de los eatomas en las plantas vitrificadas es varia­

ble de planta a planta, siendo en alaunos casos similar a la­

de las plantas normales y en otros muy bajo con respecto a es 

ta• dltimas (Gersani et al,, 19861 werker et al., 19R7). Ade 

maa •• preaentan anormalidades en las ctlulas 9uar~a, como la 

reducci6n en el nllmero de cloroplastos acompañado de un aume~ 

to en el voldmen de loa mismos. Otro desorden observado es -

que loa estomas est&n sobre el nivel de la epidert11is, mien--­

tra• que en las hojas normales de edad similar, los estomas -

se encuentran ubicados al mismo nivel de las ctlulas epidtrm~ 

caso incluso ligeramente hundidos (Werker et al., 19871 Ziv­

et al., 19871. 
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etros estudios morfol6aicos reportan anomal1as como -

son la desintegración del ndcleo y la pfrdida de la or0aniz~ 

c16n citopllsmica (Bornman y Vol0emann, 1987), 

Werker y I•shem (1987) al comparar plantas normales -.· 

con planta• que pr•••ntan vitrificación durante varias eta-­

pas de de•arrollo encuentran lae •iguientea diferencias: 

A), Reducción del periodo en el cual las cllulas meri! 

temlticaa permanecen dividiln~ose y creciendo en­

el brote. 

B}, Hipertrofia de las c•lulas, disminuyendose la ele~ 

gaci6n del eje en el cambiwn. 

e¡, Paredes celulares defectuosa•, en ciertas reoiones 

ee forman cavidad•• debido fun~amentalmente a la­

dee integración de la lSmina media, 

En eetudio• anat611ioo-e•tructurales realisados duran­

te el proceso de vitrificación en Dianthus caryophyl'lus se ha 

podido observar que el ndmero de cllulae aue se encuentran en 

la circun•ferencia del tallo ea mayor en las plantas vitrifi­

cadas que el existente en las plantas normales. (Werker y -­

Leshem, 19971 • 
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En las plantas v·itrificadao se han encontrado qrandes -

espacios intercelu,lare• entre las c•lulas t'lel tallo y en el 

eje del primordio f.oliar, lo que trae como consecuencia una e~ 

municacien deticiente entre el Apice t'lel brote y el resto rlel­

tallo (Werker y Le•hem, 1987). TBlllbi•n presentan un anillo P!!. 

rivaacular d• esclerenquima muy pequeño, reducido o ausente, -

mientra• qu• el tejido del xilema •• encuentre poco diferenci! 

do y pobremente lignificado. En loa &picea de plantas vitrif! 

cadas la• regiones meriatemlticas no se reconocen flcilmente,­

pues •u• celulas son largas y aloun•s veo•• vacuoladaa. En e! 

te tipo de Apicea solamente las ctlulae madre y las ctlulas ae 

do• capas de la tdnica permanecen eviaentemente rneristemAticaa¡ 

mientra• que en las plantas sanas el meristemo permanece inta~ 

to y 4 o 5 capas de celulaa toman parte en la formaci6n del prf 

mordio foliar (Vieitez et al., 1985). 

En plantas vitrificadas los primordios foliares mantie­

nen un patrdn de maduracidn diferente al de las hojas normales, 

pues las primeras detienen su maduraci6n estructural y divi--­

eidn jueto abajo del Apice d•l primordio, mientras que las ho­

jas normales mantienen divisiones tanto abajo del Apice como -

en todo el primordio (Werker et al., ·1986). Lae hojas de los­

brQtee v~trificados se caracterizan por la carencia de una di­

ferenc1acidn clara entre el pa~nquima en empalisada y el pa-­

rtnquima esponjoso. (Werker et al., 1986¡ Veitez et al., 1985). 
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Factores asociados a vitrificaciOn. 

Se han sugerido una serie de factores que causan vitri­

ficaciOn en diferentes especies {tabla 11. 

Potencial de agua. 

Fue el potencial de agua {en su componente de matr!zl­

el primer agente que ae manejo como cauaante de vitrificaciOn, 

asociado a laa bajaa concentraciones de gelif icante que se e~ 

cuentran en el medio de cultivo (Debergh, 19837 ~evers, et al. 

1984). 

El potencial h!drico de un sistema es considerado como 

le enargfa qu!mica diaponibla en el mismo para realizar un -­

trabajo maclnico. Dicho potencial, llamado tambi@n potencial 

qu!mico, depende de la suma total da las diversas componentes 

qua guardan una dependencia directa con la enaro!a disponible 

en al aiatema con respecto a la del agua pura que ea conside­

rada igual a cero bajo condicione• constantes (a una atmOsfe­

ra de presiOn y 2s•c1. 

- 31 -



TABLA l. Probables agentes causales de vitrificaci6n. 

AGENTES CAUSALES OE VITRIFICACION 

Oianthu• 
caryophyllu11 

Prunus sp. 

Orunu• •P. 
Maiu• · ~· 

~ dom•stica. 

.!!!!,!! babil6nica. 

~edio liquido Rauzinka 1974, Davies 
1977, Sutter and Lan­
qhans 1979 

Iones cloro OUoirin and Leproivre 
1977. 

Inespec:ifico Boxus et al,, 1978. 

Inespecifico Zuccherelli 1979. 

Contaminantes Pas~ualetto et al., -
del medio. 1988. 

Alta• cantidades Leshem et al., 19A8. 
de citocininaa. 

Altas cantidades Bechausne 1981 • 
de auxina• o 
citoci n1ne11. 

Potencial de ma-
triz. Von arnold et al., -

1984. 

~ •col~us Potencial de ma- Deberqh et al., 1981 
~la IñermP.dia trb. Alta cai~i Oeberqh 19@3. 
Ger ra ~ dad de citocin1 
~ ~ni1 na•. . -
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ESPF.CIF.S 

Dianthu• 
carxoplíyl'lu11 

~ babilenica 

INDUCTORES PROBABLFS 

Potencial de 111&tr!z 
y cierre de tra•co11, 
Altas cantidades de 
auxina11. 

Dianthus caryophyllua, Potencial h!dri­
co del medio. 

Humedad relativa de 
los framco•. 

Dianthu• caryophyllus. . Etileno. 

Modificada de Kever• et al., 1984, 
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Letouat and Daquin --
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Botteher et al., 1998. 
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La ecuaci6n que de•cribe la relaci6n entre las diver-­

saa componentes es la sigu1ente1 

Donde1 

Pw • Potencial h!dr1co. 

P~· Potencial oam6tico. 

P~ • Potencial matricial. 

Pe • Potencial de turgencia, 

F.l potencial de turgencia se refiere a la presi6n gen! 

rada por el aoua al ingresar al interior celular y oue compr! 

me la membrana pla1m!tica contra la pared celular (L6pez, ---

1984). 

F.l potencial de matr!z ea aouel que se genera debido a 

la a.S.orci6n de la1 mol8culas de agua a superficies y coloi-­

des que presentan la po•ibilidad de una retenci6n adicional y 

cuya capacidad retentiva crea este potencial. 

F.l termino de potencial osm6tico se refiere al incre-­

mento o diaminuci6n del potencial de agua debido principalme~ 

te a lo• solutoa capaces de unirse o entrar en disoluci6n con 

el agua di•minuyendo su actividad, ejemplo de esto son los --
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carbohidratos y otros osmolitos (Ldpez, 1984), 

Al parecer un alto potencial de matr1z facilita una m~ 

yor disponibilidad de nutrientes del medio al explante en cul 

tivo. Kevers et al., (1984). 

Mucho se ha escrito sobre la importancia que tiene la­

conaistencia del medio de cultivo y la concentraci6n de aeli­

ficante utilizado para que se presente o no vitri!icaci6n, La 

concentraci6n del gelificante contribuye al potencial de ma-­

tr!z del medio, por lo que se ha señalado al potencial de ma­

tr!z como un factor impor•ante en la inducci6n de vitrifica-­

ci6n (Deb•rgh, 1983), ~s! para !'..!E!!~ L. Karst Arnold'y 

F.rikson et al., (1984), describen el efecto de varias concen­

traciones de agar y su influencia sobre los tejidos, donde a­

bajas concentraciones de agar se presenta un alto porcentaje­

de vitrificaci6n y conforme se incrementa la concentraci6nde 

agar la vitrificaci6n disminuye. Sin embargo cabe destacar -

que al aumentar la concentraci6n de agar tambi~n disminuye el 

nOmero de pl!ntulas obteni~as. Fstos resultados son consls-­

tentes con lo observado por Debergh (1983), en estudios rea-­

lizadoa con Cynara scolymus. 

P.n Pianthus caryophylus se ha identificado al compone~ 

te de matr1z del potencial hídrico y al selladn herm~tlco de-
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los !rascos de cultivo col!'.o responsables de la vitrificaciOn­

(Hakkart, 19831 Ziv, et al., 1983). 

La humedad relativa ha estado estrechamente relaciona­

da con la vitrificaciOn (Ziv et al., 19831 Pottcher et al., -

l9BB). E•tudios con !lianthus chinensis I·. y Cynara scolymu•­

mostraron que varian~o la• propiedades f!sicas del medio de -

cultivo y la humedad relativa se puede inducir o revertir la­

vitrificaciOn, aunque dicha reversión oueda limitada Onicame~ 

te al surgimiento de hojas nuevas y no a los tejidos ya vitr! 

ficados. 

Monio. 

F.l amonio fue otro de lo• compuestos suaeridos como -­

probables aqentes causales de vitrificación. !la9'}in et al., -

(1986), estudiando cultivos!.!!.~ de~ babilonica en -

medios con diferentes concentraciones de nitrato ~e amonio --­

(6, 2, 12,5 y 20.6 m!') encontraron que conforme se incrementa­

la concentración de Aste compuesto se inducen los s!ntomas de­

vitrificaciOn. Esto tambiAn fue observado por Fevers et al., 

(1984). 

Fevers et al., (l~84) reporta vitrificacidn en llianthue 

EA[Yophyllus como un fendmeno asociado a la enzima fenilamonio 

liasa (PAL), enzima relacionado con la lignificación de lapa­
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red celular, al encnntrar oup tanto el contenido ae lignina -

como la a'ctividad de (Pl\L) se encuentr11n rli sminu!dos en plan­

tas crecidas en condiciones vitrificantes (cultivo l!ouido) -

con respecto a aquellas crecidas en condiciones normales, 

Contaminan.tea del agente gelifificante. 

Deberqh (1983), trahajando con eynara scolymus encon-­

tr6 que al igual que la concentraci6n, la marca del aaP.nte a~ 

lificante juega un papel importante en la aparici6n de la \•i­

trificaci6n, pues las diferentes marcas contienen diferentes­

contaminantes (ra, Mg, ~, Na, P, Fe, l'!n, Zn, Cu) oue pueden -

actuar como inhibidores de la vitrificaci6n, pues de acuerao­

a la concentraci6n de qelif icante se encontrara ñisponi.rle en 

mayor o menor cantidad cada uno de los elementos crue pudiera­

adsorber al aaente que induce vitrif.icaci6n, si @ste no estS­

determinado por el material biol6aico. 

Pasqu6letto et al., (1988), trahajando en la microprop~ 

gaci6n de manzana, donde la vitrificaci6n es un f.en6meno coman, 

encontraron aue en los gelificantes utilizados en el medio de­

cultivo (GeÚite y Bacto-aqar) exist!an cantidades muy diferen­

tes de cationes. Un an!lisis m&s detallado de los oelifican-­

tes mostr6 que las concentraciones de potasio (K) y l'!aanesi.o -

(l'!g) existentes en Gelrite con respecto a las existentes en. 
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~acto-agar eran JQ a 40 veces !"ayeres en Gelri.te (Pñsc<ualetto, 

datos no publicados) • 

Fitorreguladores. 

Otros factores propuestos como inductores de vitrifica­

ci6n han sido los reguladores de crecimiento, como son las --­

euximas, citocininas y etileno (Debergh, 19831 Leshem et al.,-

1985-1988) , Se ha reportado que les citocininas como la 6- -

Bencil eminopurina (B~P) colocadas ex6genamente en los culti-­

vos !:.!':. vitro de mel6n, causan vitrificac16n (Leshem et al., --

1988), De iqual forma, c;aspar et al., (1987) encontr6 oue el­

~AP disponible en el medio de cult1.vo 1nduce vitrificaci6n en­

manzana. Leshem et al., (1988) encontr6 oue altas concentra-­

ciones de auxina como el 4cido naftalen8cetico (AN~l, en el m~ 

dio de cultivo incrementa la prnporci6n de brotes vitrificados, 

El etileno es otro regulador asociado con vitr1ficaci6n 

(Kevers et al. 1985), se ha propuesto que tiene un efecto reg~ 

latorio sobre algunas de las enzimas gue act~an en el proceso­

de lignificaci6n.· Estudios preliminares indicaron cambios im­

portantes en la liberaci6n <".e etileno en respuesta a un medio­

vitrif icante con respecto de uno no vitrif.icante: en el medio­

vitrif icante la producci6n de etileno fue superior a la prc<du­

cida por la.s plantas colocadas en medios de cultivo normales -
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para tejido11 de 011rnthu11 ·caeyophyllua, 

Vitrificacten en Aciave ·tequ·1:"l:ana. 

Durante la m1cropropaqec115n de~ te<1Ui'lana, al :Igual 

que en las dem&11 especies hasta ahora reportadas, se presenta -

el fenemeno de vitrificacien que dilltl\inuye seriamente la canti­

dad de plantas que se pueden obtener por esta t~cnica (Foto l,­

Robert et al., datoa no publicado11), 

Foto l. Comparacidn entre la condición vitrifi­
cante y normal, donde se cultivaron ·e! 
plantes de A-qave· te<1UiJ:ana. 

Existen algunos trabajos que se iniciaron en el Centro 

de Inve11tiqaciones Cient!fica de Yucat!n para tratar de enea~ 
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trar la soluci6n del prohlema en esta especie y de manera al-­

terna encontrar algdn tipo de marcador oue indicara el inicio­

del proceso de vitrificaci6n. 

Peraza (1988) ·hipotetiz6 que la vitrificaci6n pudiera -

estar asoci.ada a una baja concentraci6n de ox1oeno en los me-­

dios de cultivo, por lo oue realiz6 un estudio del compcrta--­

miento de la enzima lactato deshidrogenasa (F,C, l.l,l.27), i~ 

dicadora del metabolismo anaerobio de los carhohidratos, dura~ 

te el cultivo ~ ~de ~ tecruilana ba~o condiciones vl­

trificantes, asumiendo oue en ellas se encontraban afectadas -

tanto la aereac16n como le captaci6n de nutrientes (sacarosa), 

Para la condici6n vitrificante (deficiente en ox1oenc-) utiliz6 

como agente qelificante r-elrite en una concentraci6n de 0,15\, 

mientras que para la condici6n no vltrificante (aereaci~n ade­

cuada) utiliz6 Agar-Aaar en concentraci6n li como agente oeli­

f icante. 

De acuerdo a sus resultados, la actividad de la enzima­

es roas elevada en los explantes colocados en la condici6n nor­

mal (con buena aereaci6n), lo que no apoya ~ue haya menos can­

tidad de ox1geno en la condici6n vitrificante. ~ambi~n pudo -

observar que la velocidac de captaci6n de sacarosa ocurre mu-­

cho m4s r4pidamente en.el tratamiento vitrificante gue en la -

condici6n nol:!llal, a juz?ar por los resultados de reductores t~ 
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tales que obtuvo en las primeras semanas, sugiriendo que la -

consistencia f1sica del medio de cultivo determina la veloci­

dad de capt~ci6n de nutrientes. 

Probablemente el alto potencial de aoua de la condición 

vitrificante "anaerobia" es un factor 0ue afecta de ~anera im­

portante muchas actividades celulares (~umar and ~jnoh 1979),­

Esto es consistente con el hecho de encontrar bajas activida-­

des en la condición vitrificante cuando se esperaba lo contra­

rio. 

Por otra parte, ~aldonado (1988} cuantificó la activi-­

dad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa durante la micropr~ 

pagación de ~ tequilana bajo una condición vitrificante, -

hipotetizando que ésta enzima pudiera actuar como un marcador­

bioqulmico del fenómeno de vitrificación. 

En su sistema experimental, para la condición_vitrifi-­

cante us6 gelrite O.l2t y para la condición normal utilizó ae! 

rite 1.2%. su estudio comprendió el análisis del comportamie~ 

to de la enzima en explantes y brotes adventicios. Sus resul­

tados mostraron (J_ue la actividad de la glucosa 6 fosfato desh!_ 

drogenasa fue significativamente m&s alta en los explantes de­

la condici6n vitrificante que la registrada en los explantes -

de la condición normal. Ademas noto un incremento en la acti­

vidad de la enzima en los explantes de ambas condiciones a los 

treinta dlas (previo al suroimiento de los brotes}, La acti­

vidad especifica de la glucosa 6 fosfato deshidro0enasa en los 

brotes vitrificados se encuentra disminu1da con respecto de la 
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actividad registrada en los brotes normales, F.stos resulta-­

dos le permiten sugerir oue la enzima est! jugando un doble -

papel en la rnicropropagaci6n de ~ teauilana, uno rlurante­

la inducción de brotes y el otrn durante el surqimiento de -­

los mismos, y que dicha disminución de actividad registrada­

en los brotes vitrificados disminuye el aporte de los eguiva­

lentes reductores y esgueletos carbonados (eritrosa-4-fosfa-­

to) para la s1ntesis de compuestos fenilpropanoides, lo oue -

probablemente reduce el proceso de lianificaci6n durante erg~ 

nogenesis y crecimiento de brotes en la cond1ci6n vitr1fican­

te. 

~dem!s, sugiere que la elevada actividad de la glucosa 

6 fosfato deshidrogenasa observada en los explante• colocados 

en condición vitrif icante puede utilizarse como un posible -­

marcador de vitrifieaci6n, 

A pesar de estos avances adn no se cuenta con marcado­

res fisiológicos y bioqu!micos que nos permitan ~revenir vi-­

trifieaci6n en Agave tequilana. 
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III. PARTE EXPF.R!"n'Tl\L. 

Ol'JETIVO. 

Contribuir al conocimiento del fen6meno de vitrif~ 

caci6n desde el pun.to de vista de relaciones h!dricas, mediante 

el estudio de .los cambios en las relaciones h!dricas de medios­

vitrif icantes y normales a trav~s del tiempo de cultivo, y cOmo 

se reflejan dichos cambios en las relaciones h!dricas y tasas -

metab6licas de los tejidos crecidos bajo condiciones vitrifica!!_ 

tes. 

HIPOTJ'SIS. 

Si el medio vitrificante presenta un mayor potencial de­

matrtz es de esperarse que exista una mayor disponibilidad de -

agua y componentes del medio hacia los tejidos crecidos en ~sta 

condici6n. Esta mayor disponibilidad debe reflejarse en un po­

tencial h!drico elevado en los tejidos y en una mayor toma de -

iones del medio de cultivo vitrificante a los explantes creci-­

dos en @sta condici6n. Estos altos contenidos de iones y los -

potenciales h!dricos elevados en los tejidos, deben ocasionar -

cambios en los procesos metab6licos que lleven de manera indi-­

recta a vitrificaci6n. 

DISE1l0 EXPF.RIMENTl\L. 

Experiencias previas en este laboratorio han mostrado -­
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que los medios de cultiva aelificadas can qelrite 0,15% indu-­

cen la farrnaci6n de brotes can un 100% de vitrificaci6n mien-­

tras que las medias de cultiva oelificadas cnn aoar l% inducen 

la farmaci6n de una alta praparci6n de brotes normales, ne -­

acuerdo can estas resultadas se decidi6 utilizar este sistema­

camo modela experimental en nuestra investiqaci6n, 

Se cultivaran explantes en ambas condiciones (vitrifi-­

cantes y normales) y se monitorearon a intervalos se~anales -­

las relaciones h!dricas tanta de los m~dias cama de las te1i-­

das colocadas en ellas, as! cama las cambias sufridas en las -

tasas rnetab6licas de explantes y brotes durante 14 semanas, 

Las resultadas provienen de das experimentas independientes y­

en cada una se utilizaran muestras par triplicada para cada m! 

dicién, 

La primera parte de este trabaja cansisti6 en la carac­

teri zaci6n de las propiedades mecánicas de las medias de cult! 

va de condici6n vitrificante y normal, can el prap6sita de co­

nocer el comportamiento del qel formada par la adici6n de dif! 

rentes cantidades de pal!mera. Tambi~n se decidi6 evaluar las 

relaciones h!dricas de las medias de cultiva vitrificante y -­

nannal al inicia del experimenta a fin de obtener infarrnaci6n­

sabre la capacidad retentiva del gel y la capacidad de dispan! 

bilidad de aqua en los mismas. 
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La segunda parte de este trabajo consistió en evaluar­

las relacíones htdricas (potencial htdrico, osmótico, turgen­

cia y contenido relativo de .a~ual de los tejidos (explantes y 

brotes] de ~ teCTUilana cultivados en condiciones vitrifi­

cantes y normales, para conocer los caMhios h!dricos asocia--

dos a ambas condiciones. 

En esta etapa, se evaluaron los cambios metabólicos de 

explantes y brotes cultivados en condiciones vitrificantes y­

norrnales. Los parámetros estudiados fueron capacidad respir! 

toria y fotosint@tica, contenido de clorofilas totales y pro-

porción ne clorofila 1'./!l. 

Se monitorearon tamhi@n el potenci~l h!drico y la con­

ductividad de los medios durante el transcurso del cultivo in 

~· con el fin de conocer los cambios aue ocurren en los -

medios vitrificantes y normales al cultivar explantes en ----

ellos, 

Metodolo9'!a. 

~aterial hiológico. 

Plantas de Agave teauilana Weber, colectadas en Tequi­

la, Jalisco y adaptadas en los viveros del Centro de Investi­

gación Cient1fica de Yucat4n fueron utilizadas para el prese~ 

te trabajo. Las edades promedio de las plantas fue de un año 

dos meses, con una talla entre los SO y 60 cm; las plantas -­

fueron arrancadas del suelo y deshojadas manualmente, La "p~ 

ña" o parte meristem4tica se trasladó al laboratorio, se lavó 

con agua corriente de llave durante 10 minutos. 
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Se cortaron las partes externas de la 11 piña 11 hasta for­

mar un cubo¡ este tejido se lav6 con aaua destilada tres veces, 

Inmediatamente despu4s, en una campana de flujo laminar se so­

meti6 a esterilizaci6n con cloro comercial al 30\ durante ---­

treinta minutos, se decant6 la soluci6n y el tejido se enjuag6 

nuevamente tres veces con agua est4ril, 

Fl cubo de tejido se coloc6 en una caja de Petri, proc~ 

diendo a seccionarlo hasta tener explantes de l cm3. Los ex-­

plantes obtenidos de la parte superior (meristérnatical fueron­

nuevamente desinfectadas con una soluci6n ae cloro al 10\ du-­

rante 5 minutos bajo agitaci6n constante. Posteriormente los­

cubos fueron lavados con agua est4ril por tres veces. Los cu­

bos fueron sembrados en los medios ae cultivo siguientes: 

Para inducir vitrificaci6n se utiliz6 un medio de culti 

ve solidificado con Gelrite de la compañía Scott en una conce~ 

traci6n de 0.15\. Para las condiciones normales se us6-como -

agente gelificante Agar-Agar de la casa Merck en concentraci6n 

u. 

Condiciones de cultivo, 

Loe explantes fueron colocados en un cuarto de cultivo­

bajo ilurninaci6n constante a una intensidad lumínica de 4800 -

luxes proporcionados por lámparas flourecentes Slimline de 39-
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watts. La temperatura fue de 26 ~ 2•c. 

~edios de cultivo. 

El medio de cultivo utilizado en el experimento fue el­

reportado por ~urashige y Skoog (1962) y rnodif icado por Robert 

et al., (19871 para el cultivo~~ ~e~ fourcroydes -

Lem., dicha modificación consiste en la adición de 5 mM de 

KN03 , lB'lllfoi de NH4No3, 10 mg/l de 6 BAP y 0.25 ma/l de 2-4 o. 

ParSmetros a medir. 

Caracterización mecSnica de los medios de cultivo. 

La caracterización mecanica (viscosidad, elasticidad),­

se realizó con un IU\eotrón (G,W. Brabenderl conectado a un re­

gistrador de carta X-Y, cuya velocidad fue de 120 cm/min. La­

muestra se colocó en l4minas cónicas con un Snaulo de 3.2 gra­

dos, di&rnetro de 2 cm. y se aplicó una fuerza de deformación -

de O,l rpm. 

Conductividad de los medios. 

La conductividad de los medios se midió con un conduct! 

metro de la marca Cole Parrner modelo 4070, La medición se 11! 

v6 a cabo cada dos semanas. Se tornaron muestras del medio, se 

colocaron en el electrodo del conduct!metro y se reaistró la -

lectura. Los medios se agitaron y se vertieron en el electr~ 
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de hasta saturar su capacidad. 

Relaciones h!dricas. 

El potencial hldrico del medio se midió con un higr6m! 

tro de punto de. roc!o Wescor H-33T conectado a cámaras de mue!!. 

tra r.-52. Este es un aparato que tiene en las cámaras de mue! 

treo un termopar consistente de dos cables de diferente poten­

cial de resistencia, uno de cobre y otro de constantano conec­

tados entre s!. Cuando los alambres de cobre y cnnstantano --

tienen la .misma temperatura, la diferencia en potencial es ce-

ro. Si la temperatura es modificada por medio de una corrien­

te, se genera una diferencia de potencial en la uni6n de los -

alambres. F.sta diferencia de potencial puede ser detectada --

con un microvolt!metro diseñado para detectar los peaueros ca~ 

bios ~ue se generan en la humedad relativa de las cámaras don-

de se encuentran las muestras. 

Utilizando termopares para medir la temperatura y la 

presi6n de vapor o humedad relativa, se puede determinar el p~ 

tencial de agua del aire o de cualquier material. 

Pw aire 2.3 Log ~ 

dande1 

Pw = Potencial d.e agua del aire en bars. 
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R Constante de los gases (0,0831 litros bars/moles 

x•c. 

T =Es la temperatura absoluta (XºC + 273.16), 

V F.s el voldmen molar del agua en el aire. 

P = Presten de vapor del agua en el aire. 

P'= Presien de vapor del aire saturado con agua a una 

temperatura dada, 

La humedad relativa del aire (RP) es por definici6n --­

igual a 100 P/P', as! que sustituyendo1 

2.3 Log 

Pw aire 

HR 
LUr =· - 10.6 T Log 100 --mr 

De acuerdo con esta ecuacien, conforme la HR es mayor,­

el potencial de agua aumenta. Esta relaci6n es la que se usa­

para estimar potenciales de agua de suelos y plantas, utiliza~ 

do termopares higrom4ticos. 

El instrumento que se utiliz6 en nuestros experimentos-

mide la humedad relativa en equilibrio con el tejido por medio 

del "rocío• que se deposita cuando se hace incidir corriente -

en la direcci6n adecuada (efecto Peltier) sobre el termopar y­

se empieza a evaporar a una velocidad dependiente de la BR de-
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la ~t~6sfera interna de la c~mara ~e muestreo, ~ue a su \•ez es 

t! controlado por el. potencial de agua del tejido. 

La evaporaci6n del agua enfr!a el termopar por debajo -

de la temperatura del terrnopar seco localizado afuera de la c! 

mara y por lo tanto una pequeña corriente proporcional a la de 

presi6n en temperatura corre entre los termopares. Fsta depr~ 

si6n se mide con un microvolt1metro, indicando la HR entre el­

potencial del agua del aire y el potencial del aoua de la hoja. 

El voltaje debe ser convertido a unidades de potencial de aaua, 

calibrando el instrumento con soluciones estándares de concen­

traciones conocidas. 

Se tomaron muestras de 4 a 6 mm de espesor con un saca­

bocado de 6 mm de diámetro y fueron colocadas en las cámaras -

dejando un tiempo de equilibrio de 30 minutos, a una temperat~ 

ra de 20!2ºC. 

El potencial osm6tico del medio se aetermin6 con un os­

m6r.ietro modelo 3LP para lo cual se prepararon medios de culti­

vo, a los que se les adicion6 el gelificante, se agitaron du-­

rante 24 horas, se tomaron al!cuotas de 5 mililitros y se pro­

cedi6 a la medici6n en las celdas de lectura. 

El potencial de matr1z se obtuvo a través del cálculo -

de las diferencias entre los potenciales h1drico y osm6tico de 
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los medios de cultivo, asumiendo la ausencia de potencial de -

turgencia. 

Para obtener las curvas de retenci6n de agua se preparó 

medio, ae coloc6 en el autoclave durante 20 min, a 1.1 kg/cm2-

y 24 horas deepues se tomaron muestras y se colocaron en bol-­

saa de di4lisia del ndmero 30 de 10 cm. de lonaitud y cerradas 

por sus extremos. Las bolsas conteniendo loa medios fueron c~ 

locadas en una estufa a 30ºC y cada 30 minutos fueron pesadas­

en una balanza anal!tica marca Bosch modelo ~ 2000, 

Contenido relativo de agua de los tejidos. 

El contenido relativo de a~ua de los tejidos fue deter­

minado como: 

CRA E 

peso fresco • peso seco 

peso turgente - peso seco 

X 100 

El peao turgente se obtuvo poniendo a flotar los teji-­

dos en agua durante 20 horas, Dicho tiempo fue determinado 111! 

diante curvas de hidrataci6n realizadas previamente para este­

tejido, el peso previo a la flotación fue tomado como peso --­

freeco1 mientras que para el peso seco, el tejido fue puesto -

a secar en una estufa a 60°C durante 12 horas y enfriado en s! 

lica gel anhidra antes de registrar el peso final. 
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Retenci6n de icnes en los medios. 

La retenci6n de iones en ambas condiciones se midio a -

travAs del aumento en conductividad del agua al sumergir los -

medios de cultivo. Se preparó medio de cultivo modificado por 

Robert et al., (1987), se esterilizó en autoclave durante 20 -

min. a 1.1 ig/cm2 y se dejó enfriar durante 24 horas. Se tom! 

ron muestras y fueron pesadas en una balanza analitica Bosch -

s 2000, depositadas en bolsas de di&lisis del ntlmero 30, sell! 

das en sus extremos y colocadas en agua deionizada y bidesti-

lada cuya conductividad inicial fue de uscm a 25°c. El in--

cremento en conductividad del agua fue registrado cada 5 minu­

tos. 

Tasas metabólicas de tejidos en cultivo. 

Las capacidades respiratoria y fotosint6tica fueron an! 

lizadas con un oxigrafo Gilson 5/6 conectado a un electrodo de 

oxigeno tipo Clark (un electrodo de ox!geno es una forma espe­

cial de calda el.ectroquimica en la cual se genera una corrien­

te que es proporcional a la actividad del oxigeno presente en­

una solución) • 

Su principio b&eico de operación son dos alambres, uno­

de platino y otro de plata recubierto de cloruro de plata. Es­

tos alambres se encuentran sumergidos en una solución electro­

°litica por ejemplo de KCl. Se aplica a trav6s de los alambres 

un potencial el6ctrico, haciendo el electrodo de platino nega-
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tivo respecto al de plata, ocasionando que se produzcan las si-­

guientes reacciones electrol!ticas: 

En el electrodo de plata: 

En el electrodo de platino: 

Si los alambres estAn conectados a una pila eléctrica, -

la corriente fluir& de la plata al platino. En condiciones --­

apropiadas, la magnitud de la corriente ser& linealmente propo! 

cional a la actividad del oxigeno en soluci6n. Si no hay ox!g~ 

no presente no ocurrir! reacci6n en el electrodo de platino y -

no deber& flu!r corriente. El electrodo posee una membrana que 

es permeable al oxigeno pero impermeable a las dem!s sustancias. 

La membrana puede ser de celof!n, colodi6n, politeno, mylar, -­

etc. El c!todo de platino consume ox!geno y a fin de mantener­

un gradiente estable de ox!geno a trav~s de la membrana se agi­

ta la soluci6n a unas 500-600 rpm. 

Si la producci6n de corriente del electrodo a una activi 

dad dada del ox!geno se grafica contra el voltaje polarizador,­

- 53 -



se encuentra que llega a un m&ximo entre 0.4V y o.av (negativa 

al platino respecto del electrodo de referencia). Si se esco­

ge un voltaje polarizador cerca del óptimo (-0.7Vl, entonces -

la producción de corriente del electrodo de ox!geno ser' li--­

nealmente proporcional a la ten•idn del oxfgeno en la solución. 

La producción de corriente generada por un electrodo de 

oxfgeno esta gobernada por la cantidad de oxígeno que llegue -

al c!todo de platino y por el !rea catódica. En consecuencia, 

para una tensión de ox!geno y una membrana dada, un disco gra!!. 

de de platino dar! una producción grande de corriente, pero 

consumir! oxfgeno de la solución en cantidades medibles. 

Se pesaron 200 mq. de tejido cortado en porciones de 

aproximadamente 1 mm3, se colocaron en la c!mara de muestra 

del oxfgrafo con l,B ml. de buffer Heppes pH 7. Para cuantif! 

car la actividad respiratoria, la c!mara se cubrid con una te­

la obscura y el tejido se agitó a 500-600 rpm/min. La activi­

dad fotosint4tica se observó haciendo incidir sobre la c!mara­

un haz luininoso de 43,000 luxes proporcionados por una lllmpara 

de fibra óptica Cole Parmer modelo 9741-50 y agregando 40 }í!.­
de solución de bicarbonato (10 mg/ml.), El ox!grafo est! co-­

nectado a un graficador X-Y cuya velocidad es de 0.01 111111/ssg.­

(O. Ol rpm/min.). El calculo de respiración y fotos!ntesis se­

efectda a trav4s de las pendientes obtenidas en las gráficas -
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(ver foto 2), expresándose como pMoles de o2 desprendido o co~ 

sumido por miligramo de tejido. 

Contenido de clorofilas. 

La.extracc16n de clorofila se realiz6 de acuerdo al m6-

todo de Arnon (1949) y el contenido de clorofila en el tejido­

se calculó por medio de la •iquient• f6rmula1 

Clorofila a= (ll.63 % abs 663nml - {2.39 l aba 645mm) 

l ml de solvente % gramo de tejido = p.g de -

clorofila por gramo de tejido. 

Clorofila b = {20.ll % abs 645 abs) - (5.18 l aba ---

663 nm) l ml. de solvente % gramo de tejido­

= p.g de clorofila por gramo de tejido. 

Se colocaron cantidades iguales de tejido vitrificado -

y normal en una soluci6n de acetona 80\ (v/v), se maceró el te 

jido en mortero a 4 grados cent1grados y se centrifugó a 4000-

rpm. X 10 min. recuperando el sobrenadante, el pellet fue re~­

suspendido en otro voldmen de acetona y centrifugado, realizá~ 

dose este paso tres veces. Se leyó su absorbancia a 645 y 663 

nm. en un espectrofot6metro DU 6 Beckman. 

Análisis estad1stico de los datos obtenidos. 

Los datos reportados son promedio de dos experimentos -
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~dependiente•, realizado• por triplicado. se anali1aron co!llO 

modelo bif actor~al y se realizaron an&lisis de varianza (prue­

ba de Fl. Laa diferencias entre .. manas se evaluaron mediante 

la prueba de Duncan realizado con un nivel de eignif icancia --

del s•. (ver tabla 2). 

FOTO 2. Comparaci6n entre el consumo y la evoluci6n -
de oxfgeno, efectuado por pl~tulae de ~vave 

· ·tequHana vitriftcadae y normales, evalua o­
como la pendiente de orden negativo o positi 
vo obtenidas en la• gr&ficae. -
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IV, USUL'UJlOS. 

Loa reeultadoa del an&l1•1• de varianza de loe pa­

rlhnetroe medidos ee resumen en la tabla 21 

Tabla 2. Reeultadoa del an&liaia eatad!stico. 

PARAM, !' TMTJIMI, F SE!'l.MAS F INTERACC, 
PROB e !'l PROB( F) PRO!! ( F) 

r.ONDUC, 123.6 o,oooon 1113. 32 0.000011 18.93 o.ooon 
DE MEDIOS 

PO'l'ENC,'I 129.4 o.oooo:u 21.74 o. oooon 15.00 0.000011 
DI MEDIOS 

RETENCIONES 64.73 o.oooon 215.94 0.000011 2.55 0.000011 DE IONES 
EN LOS MEDIOS 
DE CULTIVO 

POTENCIAL 11/ 
DE EXPLAN-
TES. 3.61 o.06526i 22.56 0.000011 4.59 0.0020: 

POTENCIAL 1( 0.971 0,34U 19.6 0.000011 2.344 0.0610• 
DE EXPLANTES 

FOTOSINTESIS2l,74 o. 001611 10.91 0.00341 l. 36 o. 3225• 
EXPLANTES 

RESPIMCION 0.376 0,557• 8.86 0.001011 1.48 0.265• 
DE EXPLANTES 

TURGENCIA o.oos 0,944' 3.89 º·ºº'·3· e.es 0.000011 
DE !XPLANTES 

CONTENIDO ,0,999 0.338• l.00 0.438i LOO o. 4389& 
RELATIVO DE 
H2 O EXPLANTES 
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Pl\JU\M. F TAATAMI. F 5EMP.NAS F INTFRACC. 
Pl\OB ( Fl PROB( Fl PROB( F) 

POTENC.'f/ 3.25 0.099& 0.293 0.749& 0.444 0,647& 
DE BROTES 

POTENC.1f 2.49 0,132' 0.ss 0.0241 1.551 0.239& 
DF. BROTES 

FOTOSINTE-6.635 0.0421 l.376 0.322& º· 744 o. 514& 
SIS 
TES, 

DE BR2 

RESPIRACION 0.5681 0.487& 2,659 0.148& o.eso 0.473& 
DE BROTES 

------------------------------------------------------------

11 Altamente significativo. 
1 Significativo. 
& No significativo, 



Al. Caracterizaci6n de los medios. 

Potencial h!drico. 

Como ee observa en la tabla 3, el -•io vitrific~ 

te (V) preeent6 un potencial h!drico de aproximedunente la mi­

tad del potencial encontrado en el medio normal (no vitrifica~ 

te1 NV). El principal componente de eetae diferencias en po-­

tencialee lo constituye el potencial matriz, ya que no ee en-­

centraron diferencias en el potencial osm6Cico de ambos medios. 

Caracter!sticas mec!nicas. 

El medio vitrificante tiene una menor viscosidad y una­

menor elasticidad que el medio no vitrificuite (tabla 3), Por­

lo que el medio vitrificante tiene menor :consistencia y puede­

romperee con mayor facilidad. Loe datos.de viscosidad y elas­

ticidad fueron obtenidos por el M, en c. Manuel Aguilar y el -

Ing. Ivan Chi, del departamento de Pol!meros de este Centro de 

Inveetigacidn, 
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TAl\LA 3, comparactOn entre las propiedades h!dricas y 

mec!nicae de loe medios de cultivo; 

. MED.tO. V.ttltI!>I:CANT.E : . '. JolE.DtO . .NO .VtTRIFI.CANTE 

POTENCIAL -0,498 l'lpa -o.9Ú l'pa 
HIDRICO 

POTENCIAL -0.328 Mpa -0,323 l'pa 
OSMOTICO 

POTENCIAL -0.170 Mpa -0.590 !!pa 
DE MATRIZ 

VISCOSIDAD lXl0-4 3Xl0-4 

ELASTICIDAD l,43Xl0-S 2,5Xl0-S 

Capacidad de retenciOn de agua y iones, 

Los medios vitrificantes tienen una menor capacidad de 

retenciOn de agua que los medios normales como lo indican las 

cinéticas de deahidrataciOn de ambas condiciones (fig, la·,), 

De igual forma, durante loa primeros ochenta minutos -

de una cindtica de difusiOn de iones de loe medios a través -

de una membrana de diSlisis, loe medios vitrificantes presen­

taron una menor capacidad de retenciOn de iones que la de los 

medios normales. Sin embargo, después éstas diferencias tie~ 

den a desaparecer (fig. lb), 
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fIG. l. Cinética de deshidratación (la) y de liberación de los 
iones (lb), medida como cambios en conductividad de -
los medios de cultivo vitrificante y no vitrificante. 
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~l. ~lteraciones en las propiedades de los medios du-­

rante el cultivo de .explantes. 

Potencial h!drico de loe medios durante el cultivo. 

Despu8s de colócados los explantes en los medios,-

los potenciales h!dricos iniciales se modificaron conforme 

transcurrie el tiempo de cultivo. Pasando de -0.498 l'pa y 

-0.913 Mpa para el vitrifiaante y normal respectivamente a tie~ 

po O, a valores de -0,313 y -0.591 Mpa despu8s de 12 semanas de 

cultivo. El potencial h!drico del medio vitrificante fue menor 

que el del medio no vitrificantes durante la mayor!a del ciclo­

de cultivo con excepción de las semanas 3 y 5 (Fig. 2a.), 

Cambios en la Conductividad de los medios durante el cul 

tivo. 

Conforine transcurrieron las semanas de cultivo, la con-­

ductividad de los medios tendi6 a disminu!r de 3667 pscm-l en -

la semana O a valores de 628 pScm-l despu8s de 12 semanas, La­

conductividad de los medios de la condicien vitrificante tendió 

a caer m4s r!pidamente que la de la condición normal (fig, 2b,). 
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FJ:G, 2. Cambios en el potencial h!drico (2a) y conducti 
vidad (2b) de medios de cultivo vitrif icantes= 
y normales a lo largo de 12 semanas de cultivo. 
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Nt1rnero de brotes y grado de vitrificaci6n. 

La figura 3, muestra el nt1rnero de brotes/explante produ­

cidos en la condición no vitrificante con respecto a los produ­

cidos en la. condición normal. El nt1rnero de brotes/explante es 

mayor en la condición normal de la 7a. semana a la 12ava, sema­

na, Sin embargo, en las dltimas dos semanas el ntlmero de bro--

tes/explante de la condición vitrificante se incrementa supera~ 

do el nt1rnero alcanzado en la condición normal. 

El 100\ de los brotes producidos 4Sl la condici6n vitrifi-

cante resultaron vitrificados mientras aue sólo un 21.7\ de los 

brotes producidos bajo la condición normal resultaron vitrifica 

dos (tabla 4). En la siguiente tabla se anotan las caracterís­

ticas encontradas en la 14ava. semana de cultivo en condiciones 

vi trificantes · y'.·norma;les. 

Tabla 4. Nt1rnero de brotes por explante, ' de vitrifica­
ción y potencial hidrico inicial de condicio­
nes vitrificantes y normales en la semana 14-
de cultivo. 

CONDICION POT,HIDRICO I!rotes/expl. t Vitrific. 
Medio a sem. O 

Gel-rite 0.15\ - 0.499Mpa 101 100\ 
("Vitrificante•) 

A:¡ar l.0% 
( Normal") 

- O. 913Mpa 74 21. 71 

---------------------------------------------------------------
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Comportamiento de explantes, 

Relaciones h!dricas. 

Potencial H!drico, 

El potencial h!drico de los explantes cultivados en con­

diciones normales tiende, en general, a mantenerse a lo largo -

de 12 semanas de cultivo a excepci6n de un ligero descenso de-­

tectado en la semana S. En contraste, el potencial h!drico de­

los explantes cultivados en condiciones vitrificantes desciende 

en forma mas marcada durante las primeras semanas del cultivo -

(Jera., Sta,, 7ma,) para después elevarse hasta valores m~s al­

tos que los detectados al colocar los explantes en el medio. -­

Presentando de esta forma valores mas altos que los de la cond~ 

ci6n normal en las dos ~ltimas semanas de cultivo (fig. 4a.). 

Potencial.osm6tico, 

Los potenciales osm6ticos de los explantes cultivados en 

ambas condiciones muestran un comportamiento similar durante 

las primeras 10 semanas de cultivo, En ambos casos el poten--­

cial osm6tico de los explantes desciende marcadamente en la ña. 
semana para después alcanzar valores cercanos a los iniciales -

(semana O) hacia la semana 10. Sin embargo, los potenciales o~ 

m6ticos de los explantes cultivados en condiciones vitrifican-­

tes tienden a elevarse por encima de los valores iniciales en -
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la semana 12 llegando a ser significativamente menores que los 

de la condición normal (fig, 4b~J. 

Potencial de turgencia, 

Los explantes cultivados bajo condiciones vitrificantes 

presentaron menor turgencia que los explantes cultivados bajo­

condiciones normales durante lae primeras 8 semanas de cultivo. 

Sin embargo, en la lOa. y l2ava. semanas, mientras que la tur­

gencia de los explantes de la condición vitrificantes se eleva, 

la de los explantes cultivados en condiciones normales decrece 

marcadamente (fig. 4c). 

Ajuste osmótico. 

La capacidad de ajuste osmótico mostrado por explantes­

crecidos en condición vitrificante y normal fue muy similar, -

present!ndose un pico hacia la semana 5 para después descender 

en las semanas lOa. y 12ava. en los explantes de ambos trata-­

~ientos (Fig, 5a). 

Contenido relativo de agua de los explantes. 

El contenido relativo de agua en los explantes muestra­

una tendencia muy parecida en ambas condiciones durante las 12 

semanas de cultivo. Sin embargo, el contenido re~a.tivo de --­

agua de los explantes cultivados en condiciones no vitrifican­

tes tienen un comportamiento más consistente (Fig. Sb). 
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FIG, f. 

O vitrificado · '4c 
1 no vitrificado 

-l -1----.~~~~~~~~~.-1 
o 13 

Potencial ~fdrtco <•al, o.in8tico ~) y de tur 
qencta <•e> 4e explantea culttvadO's en condt= 
ci8n Yitrif tcante y normal durante 12 semanas 
de cultivo. · 
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Cambios rnetab6licoa, 

Lo• explantea cultivado• en condiciones vitrificantea­

pre••ntaron 1111a menor capacidad fotoaint•tica que lo• cultiv! 

do• bajo condicione• normales durante laa primera• 10 semana• 

de cultivo. No obstante, en la MIUll• 12 •• re91at~ 1111 in-­

cremento en la capacidad fotoaintttica de lo•· explantea cult! 

vado• bajo condicione• vitrif1cantea alcansando valorea aimi­

lar•• a lo• da loa axplantaa cultivados en condiciones norma­

lea (Fic¡. 6a, J, 

En cuanto a la capacidad re•piratoria, loa explante• -

cultivado• en ambaa condiciona• mantienen una tendencia aimi­

lar mostrando un incremento en laa aemanaa Ja, y Sa., para -­

poateriormenta daacander (Fi9. 6bJ. 
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Comportll1!liento de brotes. 

Se ob11ervó organog~nesis cinco semanas despul!s de co·1~ 

cados los expl4Zltes en los medios de cultivo. Sin embargo, -

loe brotes alcanzaron un tamafio adecuado para reali~ar deter­

minaciones ha11ta la semana 10, por lo que a continuación se -

reportan una serie de parlmetros determinados en ·brotes a Pª! 

tir de ese e11tadio de de11arrollo. 

Potencial h!drico. 

Los potenciales h!dricoe de brotes producidos bajo con 

diciones vitrificantes son similares a aquellos de brotes ob­

tenidos bajo condiciones normales, manteniéndose sin altera-­

cienes durante las cuatro semanas de observación (fig. 7a). -

Cabe hacer notar que los potenciales h!dricos encontrados en-

~loe brotes son similares a aquellos detectados en los explan­

tes originales a la semana lOa. y 12ava., aunque son conside­

rablemente menores a lo$ registrados en dichos explantes a la 

Sa. semana. 

Potencial osmótico. 

Los potenciales osmóticos medidos en brotes vitrifica­

dos y normale11 fueron similares a lo largo del per!odo de ob­

servación (fig. 7bl. Los valores de potencial osmótico enco!; 

trados en brotes son equivalentes a los registrados en los ·e~ 

plantes originales en la semana 12, 

- 72 -



~l potencial de turgencia de brotee vitrificados y nor­

malea fue aimiler de la lOa. a la l~va. semanas (fig. 7c). -­

Loa valorea de turgencia obtenidos para loa brotas aon marcad! 

mente tnferior9e a loa r9gistradoa en loe explantes origina--­

lee. 
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Caml>ioa metab6licoa. 

La capacidad fotoaintftica de loa brotes producidos ba­

jo condicione• vitrificantea fue ligera, pero eignificativame~ 

te menor a la de loa brotes cultivados en condiciones normales 

en las samanaa lOa. y 12ava., aunque en la semana 14ava. pare­

cen igualarse (Fig, Ba). La capacidad fotoa:lntltica de loe -­

brotes producidos bajo ambas condiciones se mantienen durante­

el per!odo de observaci6n y los ~lores son superiores a los -

registrados en loa explantes originales, 

La respiraci6n de loa brotes vitrificados y normales -­

muestra una tendencia similar, aunque loe brotes vitrificadoa­

t1enen menor capacidad respiratoria gue loa brotes normales en 

la semana lOa. (fig, Bb), 

La cantidad de clorofila detectada en los explantes de­

la condici6n v1tr1ficante es aproximadamente la mitad de la el!_ 

tectada en los explantes de condic16n normal en la 4a. y .sa; -

semana. Sin embargo, en las semanas 6a. y 7a. las cantidades­

obtenidas en los explantes de ambas condiciones son muy simil~ 

res. 

El contenido de clorofila encontrado en los brotes nor­

males en general, es el doble del dete~tado en los brotes vi-­

trificadoe, excepto en la l2ava._ semana, donde el contenido de 

clorofila en loe brotes de ambos tratamientos parecen ser loe-
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miaino•. La relact~n 4• clorofila A/!, en promadio se mantiene 

tanto en explantea COllllO en brotes •in mo•trar diferencia• en-­

tre ambos trat111111ento•. 
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SEIWIA 

' 
5 

6 

7 

TA!ILP. 5, Contenido de clorotilaa totalea y relaci6n de 
clorotila A/IS en explantea y brotes en condi 
ctonea vitrittcant:e• r.no1:11U1lea, -

!(O :vtTJIIFICl\NTE 

EXPLAN.TES. 

TOTAL A/B SEMANA TOTAL A/B 

93.7 3.05 ' 156.19 4.3 

60,99 3.55 s 121. 77 3,8 

201. 76 4,06 6 180. 71 3.02 

175,5 4.28 7 197.7 2.0 

--------------------------------------------------------------
Xa 

10 

12 

13 

132.98 

66.49 

135.52 

129.67 

100.00 

X = 121. 73 

~-1 : 19.0 

3.73 

0.55 

BROTES 

2.34 

3,35 

2.97 

2,88 

0,51 
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V. DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

El medio vitrificante tiene menor viscocidad y menor 

elasticidad que el medio no vitrificante. Eataa diferencias -­

p.ueden ser muy importantes desde el punto de vista de la rigi-­

dez de dichos medios para soportar los explantes cultivados en­

ellos. De hecho, los explantea crecidos en condiciones ·v1trif! 

cantes se observaron sumergidos en su parte basal. 

F.l potencial h!drico del medio vitrificante corresponde­

ª la mitad del detectado en los medins normales. El componente 

de matr!z es el que est& contribuyendo principalmente a estas -

diferencias, ya que no se encontraron diferencias en sus poten­

ciales osmóticos, Esto confirma la relación entre vitrifica---

ción y potencial de matr1z reportada anteriormente (Debergh et­

al., 19811 Hakkart y Versluijs 19831 Ziv et al., 1983, etc,). 

Las cinéticas de rehidratación y de liberación de iones-

del medio sugieren que los medios vitrificantes poseen menor ca 

pacidad de retención de agua y iones que los medica no vitrifi­

cantes, por lo que en principio, los exFlante& crecidos en ésta 

condición tienen mayor disponibilidad de agua y nutrientes. 

Sin embargo, al analizar las relaciones h!dricas de los­

tejidos, encontraJ11os que los expl~tes crecidos bajo condicio-­

nes vitrificantes no reflejan un estatus htdrico superior al de 

los explantes crecidos bajo condiciones normales. Por el con--
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trario, parecen estar bajo un estr4a de d@ficit h!drico, Esta 

aparente contradicc!6n pudiera tener al menos dos explicacio-­

nes 1 

11. Aunque haya existido una torna mayor de agua y iones 

en el medio vitrificante, una pared poco lignificada resulta-­

ria en una carencia de preai6n hidroat&tica que se ver!a refl~ 

jada en una turgencia mas baja1 el incremento en el volOmen ce 

lular resultante de la carencia de renistencia de la pared, di 

luir!a cualquier aumento en el potencial osm6tico generado en­

tejidos cultivados bajo condiciones vitrificantes respecto a -

los normales. 

2). Considerando que los tejidos vitrificados se encuen 

tran en condiciones similares a laa que sufre un tejido bajo -

inundaci6n, loa explantea cultivados en condiciones vitrific~ 

tes pudieron haber sufrido un cierto grado de anaerobioais al­

estar sumergidos en el medio que opone menos resistencia, pro­

duci~ndoae una zona de bloqueo en la toma de agua en la base -

de los explantea. Esto es consistente con nuestros datos de -

relaciones h!dricas que indican que los explantes vitrificados 

presentan menor estatus h!drico. Este d~ficit h!drico en eta­

pas cr!ticaa previas a organog~nesis pueden ser la causa de -­

desordenes bioquímicos y fisioldgicos que conducen a vitrific! 

ci6n en loa brotes resultantes. 
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Sin embargo, esto no explica completamente el porquf -­

laa relaciones hfdricas de loa explantes se vuelven a incremen 

tar pasada la organogfneaia. Existe la posibilidad de que las 

cflulas de laa paredes laterales que se encuentran sobre el -­

nuevo nivel de medio puedan reabsorber aqua. 

Otro aspecto a explicar son las diferencias detectadas­

en la velocidad de pfrdida de conductividad de los medios vi-­

tri ficantes, implicando que explantes cultivados en ese medio­

estuvieran tomando mas iones. Sin embargo esto no se v@ refle 

jado en los valores de potencial osinetico encontrados en los -

explantea. 

Los diferentes parlmetros medidos evidencian que se pr~ 

sentan dos etapas marcadas durante el cultivo de explantes1 lo 

que sucede antes de organogfnesis y lo que ocurre despu@s de -

ella. Dado que la vitrificacien parece estar asociada a pro~ 

sos de diferenciaci6n, presentlndose s6lo en tejidos en forma­

ci6n, es importante remarcar las diferencias en turgencia ocu­

rridas en explantes durante esa etapa. Ya que la turgencia de 

explantes durante organog@nesis puede ser i10P<>rtante en la in­

ducci6n de vitrificaci6n en los brotes resultantes, esto re--­

quiere de nuevos estudios que penó.tan profundizar mds sobre -

los procesos ocurridos en esta etapa. 

Loa datos metab6licos, tanto de respiraci6n como de fo-
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toe!ntesi• y el contenido de clorofila indican que loe explan-­

tes crecido• bajo condicione• vitrificante• estln alterados, lo 

que pudiera e•t•r relacionado con la menor turgencia encontrada 

en ello•. !l de•c•nao en loa nivele• de clorofila es consisten 

te con lo r•portado pr•vi&111ent• en la literatura (Phan y Letou­

z• 19831 Ziv et al., 19831 ~evers et al,, 198•), ·aa! como tam-­

bien el hecho de que la• relacione• A/B no se alterar&n. 

!n lo que •e r•fiere a brotea, laa relaciones h!dricas -

parecen ma• establ•a en amba• condiciones, pudiendo reflejar -­

que loe tejidos nuevos presentan un ajuste a dichas condiciones. 

Sin embargo, mucho ae ha especulado de la dificultad para deter 

minar laa relacionea h!dricas de tejidos en crecimiento activo­

(E, ~urillo, w, J, Daviee, comunicaci6n personal 1988)1 esto p~ 

diera implicar qu• loa datos de relaciones h!dricae de brotes -

presentado• en eate trabajo, no sean un reflejo real del eata-­

tua h!drico existente en loe miamos. 
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CONCLUS IONF.S. 

La preaente tesia aporta dato• bC•ico• sobre el compor­

taJniento de las relacione• hfdricaa y alqunoe call!bios metab61.!. 

coa en tejidos d• 'Agav. tequi·l•na bajo condicionea v.itrifican­

tea que •on la ba.•• para eatudioa subsecuentes. Las ob11erva-­

cion•• da recientes ae rea11111en a continuaci6n. 

1). El potencial h!drico es llllllyor en el medio vitrifi-­

cante con respecto del medio normal y el componente de matr!•­

e• el que contribuye principalmente a estas diferencias. 

2J. La• caracter!atica• mecCnica• de loa medios vitrif! 

cante• y no vitrificantea aon diferente• y esto pudiera ser i! 

portante en el proce•o de vitrificaci6n desde el punto de vis­

ta de au riqides. 

Aaociado a esta• caracter!aticaa mec&nicas, la re-­

tenci6n de agua medida como potencial h!drico de 1011 medios y­

la retenc16n de ion•• ea menor en el medio de cultivo vitrifi­

cante reapecto del normal a lo largo del tiempo de cultivo pr! 

vio al surgimiento de brote• y poaterior al surgimiento de loa 

mi•mo•, lo que podr!a implicar mayor diaponibilidad de agua y­

ion•• para loa tejidos, aunque nuestros datos de potencial h!­

drico y osm6tico medidos en tejido• sugieren lo contrario, 
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31. La1 re1pueataa rnetabeltcas de los explantes.de la -

con41cten vitrtficante se encuentran ciertamente alteradas. -­

De1tacando1a una diarninucien en el contenido de clorof 1las to­

tal•• y ta .. • foto1int•t1ca1, 

Bsta1 alt1racione1 no parecen e1tar a10Ci1d1a a un­

exce10 de aque y nutriente• corno hipotetizarno1. Por el contr! 

rio, parecen e1ecierae a condicione• de dtf icit hldrico apare!!. 

temente cau1ado por el bloqueo de la toma de ac;iua en la zona -

del explente que e1t4 1umerqida o en contacto con el medio. Se 

requiere de dato• ma. detallados en e•a zona en particular pa­

ra corroborar e1ta po1ibilidad. 

t), Durante la orqanoq•ne1i1, las relacione• hldrica• -

y le• re1pua1ta1 metabdlica1 ion marcadamente diferentes. Le­

baja turqencia encontrada en explante• durante orqanog•nesia -

debe aer iJllPOrtante en la in4ucc1en de vitrificacien durante -

la formacien de 101 brote• resultantes. 

Cabe 1eñalar que la diacuaien anterior e• v&lida -­

a1umiendo que la dnica .diferencia existente entre loa agentea­

qelif icantea utilizado•· en nue1tro sistema experimental sea ·a2 

lo la capacidad de retencien de aqua y ione1, Sin embargo, no 

podemoa deacartar diferencias en otra• caracterlaticas de loa­

a,.ntea gelificantes corno sont contaminantes, diferencias en -
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las cinAticaa de hidrataci6n dentro de un rango de concentraci~ 

nea en loa 9elificantes, etcAtera. 

Caba agreqar que es nacasar!o estudiar con mle detalle -

el papel dal potencial de·11111trtz en el proceso de vitrificaci6n, 

para lo que se requiere realisar experimento• donde se elimine­

tal componente del sistema experimental, por ejemplo involucra~ 

do el colocar tejidos en medio liquido y deepu@s trasladarlos a 

medios con potenciales de matrtz, bajos para evaluar su papel -

en la inducci6n del fen6meno1 Monitoreanllo l.a raz.aatlln d9 -

ligninaa a diferentes etapas despu6s de orqan~neais. 

TambiAn se debe estudiar la relacUSn existente entre ci-

tocininas y el potencial de matrtz ya que ambos factores pare-­

cen estar fuertemente relacionados con el proceso de la vitr1f! 

caci6n ae9dn lo referido en la literatu·r&_,_ ex.late le 'Poa1b1-_: 

lidad de que medios de potencial de matrtz elevado implique un­

mayor flujo de citocininas a los explantes y que esto sea lo -­

que cause la vitrificaci6n. 
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