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RESUMEN

La escasez de materla prima y de hijuelos es una problema que se ha presentado

de manera cIclica“’en los poco mas de trescientos afios de. exlstenc:a de la

industria tequnler' ‘por Io que se han buscado al!ernauvas de multlpllcacu'm a las

précticas convi

cxonales que permitan obtener material vegetahvp qe ‘calldad yen

vo‘lamen‘es Qpiim

Tanto el aporte

aspectos de princnpa interés en este trabajo. ya que existe limitada informacidn de

los efectosirelativos, _de las‘ hormonas y la concentracion mineral en la formaciéon y

muitiplicacion de brotes de agave tequilero.

Cr




Se evalud el efecto de’ dlstmtas concentraclones de mlnerales en la fcrmaclén Yy

crecimiento de brotes en explantes de’ Agave leqmlana Weber cv Azul como Io

“ia
‘Benciladenina  y

tomé como base

utllizando como

tres fuentes yiu‘n

casos, mantemendo con‘ellouna; proporcnén cxtocmma & auxlna de 5:1, 10 1 y 15 1.

La formacion dé ‘peduieﬁoé’brotés en la Sase se observé a los siete dlés de su

establecimiento; resultando los tratamientos TDZ 4.60 uM con mayor proliferacion

10
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de brotes, con 16 brotes por explante y 6.1 brotes por explante en Kinetina a 4.60

MM,

Se obtuvo un promedio general en longitud de brétes de 15 6 mm, mostrando una

longltud mayor los tratamientos de las concentraciones de: 2 32 puM para los tres

compuestos citocininicos TDZ, KIN y BA:

En los tratamientos con BA se presenté desarrollo de ralz en los explantes, no asi

para los tratamlentos con TDZ y Kinetina
Los exp!antes nq rnos: Y te’iél,de‘s’arrollo‘ de su cultivo in vitro.

Es factlble la: propagacnén de esté especie por medlo de la mlcropropagacuén

como una altemahva a la.m Itlplicaclén convencnonal
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I. INTRODUCCION.

L_a crisis productiva por la que atraviesa hoy en dia el agave azul, ha encarecido la
materia prima por su disminucion en’'las zonas productoras, afectando a la industria

tequilera asi como a los’ productdi‘esfpo‘rlla falta de hijuelos bara gl establecimiento de

nuevas superficies. .

encuentran algunos trabajos en el gé 2
estandarizacion de protocolos de cultlvo para ser.usado; n 1a produccién. de clones

in vitro con fines comerciales de esta especi ctualldad aun no se lleva a cabo

como una practica comercial de' multipl lén ose seguir.con’el proceso

de investigacion para la generécién d conocnmientos para mejorar Y/o desarrollar

nuevas técnicas de cultivo, buscvando‘iofrecer m;tenalfvegetatuvo de alta calidad y en

volumenes optimos.

A diferencia de ofros cultivos la p(opa'gacién ‘convencional del agave azul requiere de
tres a cuatro afios para obtener.un nimero limitado de hijuelos de rizoma viables para

plantaciones comerciales y tomando en cuenta que la escasez de materia prima e
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hijuelos se ha presentado:de.manera ciclica es indispensable trabajar con otras

alternativas de multiplicacion.

Dado que Ia mncropropagacnén es una herramlenta vallosa enla mulllpllcaclén masiva

portante en. el desarrollo y calldad del explante ‘La

concentracion de nutnmentos puede afectar la candad v numero de brotes. porlo que

es necesario estudlar su fecto en' Ia especue de mterés. §

La manipulacién de: las' concentraciones de auxinas y:citocininas en los medios de

cultivo permite controlar. la organogénesis in vitro:de . muchas especies vegetales,

constituyendo ademas la base de gran parte de',«los':proibcolos de micropropagacion

(propagacion vegetativa in vitro) existentes en la acti:alidad.




H. OBJETIVOS.

2.1 Generales.

Evaluar dlferentes medlos de cultlvo en Ia multiplicac:én y desarrollo de Agave

tequilana Weber cv.. Azul bajo ‘nd clones /n wtro

cstocinlnicos en la fofmacion de brotes en explantes de

Evaluar dlstmtos compuesto

Agave tequtlana Weber cv. Azu obtenidos -in wlro

2.2 Particulares. ™

o Determinar el mejor medio. de cultivo que favorece la multiplicacion y desarrollo

de brotes.

o  Analizar el comportamiento morfoléglco de los explantes en los diferentes

medios de cultlvo

o Evaluar la respuesta morfégenlca de explantes expuestos a diferentes

concentractones y tlpos de compuestos cntocminlcos. -

u Determinar el tipo y' concentracién’ de citocinina que favorece el balance

hormonal en la formacién y multiplicacion de brotes.
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2.3 Hipoétesis.

o Sila capacidad de organogénesis esta determinada entre otros factores por la
nutricién in_vitro, - al rvariér la cbmpoéicién del 'r'ne'diq’ de cultivo existiran

diferencias en este proceso que se reflejara“ en el numero y calidad de brotes.

o Sila eficiencia en la generacion de brotes. esta: determinada por la retacion
exogena de fitohormonas del medio: al variar la-misma’ se tiene diferente

respuesta organogénica en los explantes,




Il. REVISION DE LITERATURA
3.1 Morfogénesis in vitro

La morfogénesis puede definirse como la: génesus o Imcnacnén de la forma y de fa
funcidon de los organismos vivos. EI es(udlo de la morfogéne5|s vegetal txene como‘
objetivo fundamental identificar Ios procesos moleculares. bloqul—nicos y f'stolégucos
que conducen a la aparicion de nuevas estructuras organlzadas en el cuerpo de la

planta (Azcon-Bieto y Talén 1993)

A nivel experimental se- utuhza el térrnino morfogénesls para descnblr eI ongen de la’

forma de la planta, entenduendo po 1 ma Ia organlzacxén estructural de la célula

individual o ultraestructura la organ acio de células para formartejidos o. anatomta Yy

cuerpo de la planta o morfolog[a ‘(Waremg y: Phllllps, 1978)

Todos los organismos especialment‘ as: plantas. muestran una’ tendencia ‘a

restaurar o reemplazar partes que les han srdo removidas, producxendo nuevamente

una estructura completa a cnerta cistancna de Ia superﬂcne herlda' a este proceso se le
denomina regeneracion y se ref‘ere a Ia orgamzac:én de estructuras, fisiolégicamente

aisladas del organismo (Tran—Than-Van y Tnnh 1990) Sin embargo, en la mayoria

de los reportes en cultlvo_de tejidos utlllzan.este termino asociado estrechamente con
el de “totipotencia”, para referirse a Ié: Org'ahizacién de plantas completas a partir de

células o tejidos.




El desarrollo hlsténco de la tecnologla del cultlvo ln wtro va llgado ‘a los intentos por

demostrar experlmentalmente IaV o potencla celular es: decur la capacidad ‘de Ias

completas siguiendo dos rutas alternativas

Organogénesis, que conduceh ax la;dife enclacién de menstemos caulinares y/o

radiculares, que originan tallos (caulogenésis) ° ralces advenncxas (rnzogenésns)

Embriogénesis somética, que Ileva a la formacuén de embnones sométlcos a partir

de células sométlcas embrlolégscamente competentes. (Ahuja, 1993). siguiendo las

fases del embrién gétlco (globular, corazédn, torpedo, cotiledonar), aunque

obviamente, sm fecundac:én



En las dos rutas siempre es posible distinguir. dqs ‘modelos de desarrollo mof‘fogénico:

Morfogénesis directa, cuando los érganos o embrlones se onglnan dwectamente del

explante (parte de la planta ut ada para;establecer el cultlvo) en ausenma de

proliferacion de callo (masa celular sm dlferent:lacnén aparente)

Morfogenesis Indlrecta. en: la que la: forrnacuén de callo es prewa al desarrollo de

estructuras orgamzadas.

Organogénesis. = B

La organogénesus mvolucra procesos de d|fer nci én e |nteracc16n celular y reaccuén

En la organogénesns los bri pueden generarse sin Ia fase de callo (organogénesis

directa) o bien generarse a parﬂr de callo (organogénesxs indirecta).
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Esta via de regeneracuén se ha utllizado en genotlpos mejorados con. baja tasa de

propagacioén in vitro, en especies dedlﬂcnl propagacnén por métodos convencionales 3%

en especies susceptlbles a plagas Y. enfermedades

intrinsecos y extrlnsecos de la planta que en .con icuones .de' ivo in i(/frro“ pueden

ser controlados.

L.os factores mtrlnseu_os |nvolucran al genotupo y estado de desarrollo de la planta yel
explante. Mientras que los extrinsecos incluyen: a) condlciones ambnentales del medio
como el suministro de nutrimentos orgénicos e morgénlcos v hormonaS' y. b)
condiciones fisicas como la con<|sten¢la del medlo de cultlvo. la luz. la temperatura y

° el pH.



La regulaciéon qulm|ca de la morfogénesis en tejldos m wtro ha sudo b|en documentada

straron Ia lmportanc:a del balance hormonal

desde que, en 1957 Skoog y Mlller de

auxina- cutocmma sm embarg muchas especies . no esponden a Io procednmlentos

léglcos de cultlvo p . os:bles mecanismos

influye tanto los nivéfés endogen

de fitohormonas del medio de cultiv

Skoog y Miller (1'957) demostraron en el proceso organo'génico esta determinado pér

un balance entre auxinas y citocininas; la influencia de este balanc lae aro‘n‘en
Nicotiana tabacum L., encontrando que una proporcion mayor de auxlnas on’ Iaciéh
a citocininas indujo raices, mientras una proporcién opuesta mdu;o Ia formac:én de
brotes. Estos resultados demostraron que el balance hormonal marca el deshno de Ias
células morfolégicamente competentes, donde auxinas como 2,4 - D, ANA y AIB son

importantes en la induccion de raices y callo, mientras que citocininas como: BA, 2iP,




Kinetina y Zeatina son necesarias  para mantener el crecimiento celular del tejido e

inducir regiones meristematicas de acuerdo al esquema presentado en la Figura 1.

Figura 1 Fases en el proceso de Organogénesis (propuesto por Christianson y
Warnick, 1988)

Competencia Determinacion
EXPLANTE —e P —- — — — @ —> [ ORGANO ]
‘“desdiferenciacion” “induccién” “diferenciacion”

.

La formacién de callo en el explante es referida como desdiferenciacion, mientras que
la capacidad de! explante para responder al efecto inductivo. del medio es llamada:

“competencia”. Segtin Waiker: et al (1979) la competencia para mducnr brotes esta

en funcién de la acc:én de los genes y. el tamano de los agregados celulares. La fase

de induccion esta inﬂuenclada por f'tohormonas exégenas —Ias cuales juegan un papel

importante en la sIntes:s de protelnas que determlnan medlante la dxferenc:aclén la

generacién de un brote o raiz.

La manipulacién de las concentraciones de auxinas y citocininas en los medios de
cultivo permite controlar la organogénesis in vitro de muchas especies vegetales,
constituyendo ademas la base de gran parte de los protocolos de la propagacion

vegetativa in vitro existentes en la actualidad (Debergh y Zimmerman, 1991).

M
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La regulacién- més premsa de: érganos en respuesta ala apllcacién exégena . de

auxinas y cnocmmas se consugue utullzando explantes superﬂcnales (epidérmicos y

subepldérm:cos) En este tipo de xplantes es’ posxble. establecer varios programas

morfogénicos (inducclén e yemas ﬂorales o vege atlvas ralces y-callo) efectuando

cambios en Ia relacién auxnna cutocmina. pH. mtensndad lummosa y azucares, (Tran-

Than-Van yTrlnh 1990)
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3.2 Propagacion de agaves

A diferencia de otros cultivos la propagacién del agave azul requiere de tres a cuatro

afios para obtener material vegetétivb viable para plantaciones comerciales.
El agave tequilero al igual que otros agaves se reproduce asexualmente a través de
vastagos o hijuelos que emergen del suelo y por pequeﬁas plantas del “qunote o eje

floral. La reproduccion sexual es por semilla y no es igual a la planta madre. :

3.2.1 Métodos convencionales

L.os agaves tienen tres formas de propagarse Vla se ual en forma de semmaS' por

hijuelos de rizoma y por apomms vegetatlva {pequeiios. hljuelos de Ia |nflorescen<:|a [+

quiote), estas dos ultimas, son vias asexua es
Semilla

La reproduccion sexual en agaves es Ilmltada debld a; que Ias sem:llas presentan

porcentajes bajos de germinacidon y. varlacnén genética d

las mxsmas. : Las plantas

resultantes son muy heterogéneas ’ de te er. un crecnmlento

lento pudiendo tardar casi tres. aﬁos para Ilegar a ser una: pléntula de tamaﬁo

comercial.

TESIS CON
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Rizomas.

La multiplicacion a través de rizomas es comuin en Ia generalldad de los agaves El
rizoma es una estructura espectallzada para la dlvnsién y/o separactén es un tallo

lateral etlolado el cua crece plaglotrépicamente. con h‘ as- pequeﬁas excepto cuando

de éstas por planta (Figura 2). : 5 '7; )
Apomixis.

Para el caso de los agéves existe otra forma asexual de reproduccion diferente a los
rizomas, que son los hijuelos  de quiote o bulbillos, que se producen por apomixis

vegetativa.
La apomixis puede definirse como la produccion de semillas sin previa fecundacion.
Esta puede prdducirse por varios mecanismos y las semillas resuitantes tienen solo el

material genético de la planta madre.

13



Figura 2. Morfologia de Agave sp. i

e Inflorescencia

Lugor donde se desarrollan
los hijuelos de bulbillo por apormixis

Escapo floral o Quiote

Hoja o Penca

TESIS CON
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Puede requerir.o.no de Ia polinizacién o de la germlnacnén del tubo polinico para dar

inicioa la formacuén de sermlla pero nunca se produce Ia LniGn sexual S|endo término

mas especn”co que el concepto de poliembnonla que Iude solo a a presenc:a de

mas. de-un embrion’

(Bustamante: 1997)

Alvarez de Zaya (1987)" nciondique; en especnes como el S|sal Y espadln se

pueden tener de 2 ’00 3000 pléntulas por planta madre‘ de esta manera se obtlenen

tantos bu|b|llo como botones ﬂorales



3.2.2 Micropropagacion.

Al igual que otras plantas perennes con limitaciones en. su -multiplicacién, la
propagacion vegetativa mediante la utilizacion del cultivo in vitro es una:opciéon muy
importante para las plantas como los agaves, obteniendo a través de la manipulacion

de células y tejidos in vitro plantulas viables para plantaciones comerciales.. .

3.3 Cultivo de tejidos en Agavaceas.

Nava (1988) mencion® que en Agavaceae, el cultivo /n v:lro ha sido orlentado casi
exclusivamente a la micropropagacion, teniendo como antecedentes hxstérlcos los
trabajos en el género Cordyline en 1975 y,rDracaena, y Yucca en 1974, Para el género

Agave se tiene el primer reporte es publicado 'en 1977, y es hasta finales de la década

de los ochenta cuando se reportan algunos trabajos especificos sobre cultivo in vitro

de agave tequilero (Cuadrd :1 ).V

3.31 Antecedentes‘de»l égl(ivo,in vitro en Agave tequilana Weber cv. Azul

La primera propag‘at':ién”deliagave tequilero por cultivo de tejidos fue reportada por
Gracian-Sandoval,  (1987), .1a - cual coincidi® con un periodo critico de abasto de
material vegetartiv"o p‘rocedente del agave. La propagacion masiva del agave tequilero

se mostré entonces como una panacea a dicha problematica (Valenzuela, 1994).



Por esos tiempos la Cémara Regmnal de la Industna Tequnlera ﬁrmé un convenio con

la desaparecida promotora del maguey y ‘el nopal (PROMAN). el proyecto no tuvo

seguimiento.

abundaron ‘en el u ov y matena prlma, de;ando de ser

atractlvos para los productores de agave y. de tequnla Debido a Ias sigulentes causas:

a) Altcs costos p ra obtener plantulas

b) Probables fallas técmcas de Ia metodologla.

c) La falta de un,p,lanteam:ento real sobre la problerhética del cultivo del agave.

A la fecha se t:ene conocxmnento de las tendencias y aspectos yque comprenden los
trabajos de mvesugacuﬁn sobre esta técnica en agave (equilero. Ia mayor[a de estos
aln en etapa expenmental (Cuadro 2). pero aun las empresas y productores no estan
convencidos totalmente del ’ber;lveficio qui.‘a pueden c':b'tenyér con la micropropagacion del

agave.
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Cuadro1. Antecedentes de la propagacion in vitro de Agavaceas.

ASPECTO

EXPLANTES

MEDIO Utilizado

Micropropagacioén de Cordyline
terminalis
{Kunisaki, 1975).

Secciones de apices de
brotes preestablecidos
asépticamente en
medios sin hormona.

MS; tiamina 0.4 mge L'
Piridoxina 0.5 mge L~
Acido nicotinico 0.5

mge | I, sacarosa 30

ge L', Bacto agar 9 ge L'

Induccion de callos en distintas
especies de Agave
(Groenewald et al., 1977).

Fragmentos de
semillas.

LS mcdnhcado(audo p-amino

benzoico 0.1 mge L™
umsma 100

mgo L , caseina hidrolizada 3

24- K). agar8ge L'

Propagacion de Cordyline
terminalis a partir de callo
(Mee, 1978).

Secciones de apices de
brote.

MS i inositol 100 mge L'
Tiamina 0.4 g I'' 2,4-D 3 mgeL"™",
agua de coco 10 %(v/v),
sacarosa 20 ge L' agarggelL

. pH56
MS modificado (ANA o0 24-D y

Estudio de las condiciones de
cultivo de células de Yucca filifera
y su cuantificacion de
sarsasapogenina

| (Quintero et al., 1980)

Fragmentos de
coleoptilos y hojas, de
plantulas
preestablecidas
asépticamente.

BA)

Propagacion in vitro de Dracaena
manginata tricolor
(Chua et al., 1981).

Secciones de tallo
incluyendo nudo y
entrenudo.

MS, ANA, 2,4-D o Kin, agua de
coco 15 %(v/v), sacarosa 20
ge L' Bacto agar 8

gs L' pHa 6.0

Propagacion in vitro de henequén
Agave fourcroydes Lem.
(Madrigal et al., 1981).

Yemas axilares de tallo
hijuelos, rizomas e
inflorescencia, asi como
secciones de tejido del
tallo y de hojas jovenes.

MS, tiamina 0.4

mge L‘ inositol 100
mge L~ 'una auxina (AIA, AIB,
ANA 0 2,4D) con BA o Kin,
sacarosa
30gel'. pHas5.7, agar8gel™”

Propagacion In vitro de
Sansevieria trifasciata
(Blazich y Novitzky, 1984).

Fragmentos de hoja de
la mitad superior de!
tallo.

MS modificado (ANA, 2,4-D o
Kin) sacarosa 20ge L', pH a
6.3, Bacto- agar 8 ge L™,

Efecto hormonal en el cultivo in
vitro de distintos cultivares de
Cordyline.

N.R.

N.R.

(Leffring et al., 1985).

El cultivo de tejidos vegetales y su
posible aplicacién en el
mejoramiento genético de las
Agavaceas.

(Robert y Garcia, 1985).

N.R.

N.R.

MS modlfcado (ANA o 2,4-D),

Morfogénesis in vitro de Yucca
schidigera.

Secciones de hipocdtilo.

agar 1ge L

| (McCarthy y Staba, 1985).
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Efecto de la composicion del
medio en la propagacion in vitro y
desarrollo in vivo de Cordyline
terminalis

(Evaldsson y Welander, 1985)

Brotes axilares (2-4
mm).

SalesMS alS0y 10 %, WHy LP
suplementados con sacarosa 20,
30 y 40 geL'agar 6 geL™,
auxinas
AlB)concentraciones de 0.1, 0.5
y 1.0 mge L. Citocininas (BA,
BAP, Zeatina, 2iP Y Kin) a 0.1,
0.51.0y 2.0mgs L’

Medio liquido adicionado para el
establecimiento de cuitivo de
tejidos y la mejora de la
elongacion y enraizamiento in vivo
en Cordyline fruticosa,
Philodendron erubescens,
Magnolia soulengeana.

(Maene y Debergh, 1985)

Brotes obtenidos in
vitro.

MS al 100, 50, 25 y 10 %.
tiamina 0.4 mge L', i-inositol 100
mge L'Kin 0.5y 2.5 mge L',
sacarosa(0. 10, 20, 30 40, 50,
60, 80y 100

gL'

Propagacion in vitro del mezcal
tequilero Agave tequilana Weber
(Gracian-Sandoval y Cruz, 1987)

Apices de brote.

Sales MS al 100 y 50 %, tiamina
0.4 mge L', piridoxina 0.5
mgeL"’, Alt, una auxina y una
citocinina, sacarosa 30 gs L', pH
a 5.8, medio liquido y con agar 6
ge L.

Propagacion in vitro de maguey

pulquero. N.R. N.R.
(Gracian-Sandoval, 1987).
Estudio comparativo de las MS modificado (23 mM de NOa',
enzimas involucradas en el go':xcf:n';:g,ﬁ;e‘:"g's%:)'
metabolismo nitrogenado en N.R. potencial osmotico
plantas sanas vy vitrificadas de
Agave tequilana Weber
{Castro et al., 1987).
Aprovechamiento integral de

N.R.

Agaves y Opuntias.
(Pérez et al.,. 1987)

Propagacion in vitro de Agave
fourcroydes.
(Robert et al., 1987)

Secciones de tejido de
rizoma y tallo.

MS modificado(K NO3 5 mM, NO»
NHs 18 mM, 2,4-D, BA) o BS'
modificado (2.4-D, BA)o SH?
meodificado (2,4-D, BA) 0 SH
maodificado (K NO; 5mM, NO>
NH. 10 mM, 2,4-D, BA): agar 10,
8y 6ge L 'para MS, BS y SH
respectivamente

Aplicacion de la biotecnologia en
cultivos agroindustriales: caso de
los Agaves

(Madrigal y Bailon, 1987).

N.R.
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Agave tequilana in vitro, un
modelo para estudio en
morfogénesis

(Nava, 1988).

Secciones de tallo.

MS suplementado con tiamina 1
ge L', l-inositol 100 ge L',
citocininas (AlA, BA, Kin, 2iP) a
concentraciones de 5,10, 50, 100
uM combinadas con 2.9 uM de
AlA.

Propagacion in vitro de Agave
arizonica Gentry & Weber
(Powers y Backhaus, 1989).

Bulbillos, segmentos
basales de hoja.

Sales MS, suplementado con
555 uM de inositol y 8 ge L'
agar, tiamina (}1.2, 0.3 uM),
Acido nicotinico 4.0 uM,
piridoxina 0.5 uM, adenina
sulfato 198 uM, tirosina 552 uM,
BAP 44.4 uM, ANA 0.5y 5.4 uM,
2.4-D 1.4 uM, sacarosa 58.5,
87.7y58gel".

Actividad de la Glutamato
dehidrogenasa en plantas
normales y vitrificadas de Agave
tequilana Weber Propagadas in
vitro

(Castro-Concha et al., 1990).

Segmentos de tallo

MS modificade, KNO3 18 mM,
NO> NH. 5 mM, suplementado
con 44.41 uM de BA, 0.113 uM
de 2,4-D y 30 g L' de sacarosa.

Rapida propagacion de Agave
cantala , A. Fourcroydes y
A.sisalana por cultivo in vitro
(Binh et al., 1990).

Segmentos de tallo (7-
8mm) distintas
secciones.

MS, sacarosa 2%, 10 % agua de
coco y 8% de agar. ANA 0.075
mge L', AIB 0.1 mge L'mas 0.5
mge L 'de Kinetina.

Micropropagacion de Agave
sisalana
(Das, 1992)

Segmentos de tejido de
rizoma (5-7 mm) y
brotes laterales (6-8
mm).

MS y SH con 3 % de sacarosa,
0.6 % de agar, BA 0.89,2.2, 4.4,
8.9, 22.2 y 44 uM, en MS, 22.2 y
44.0 uM de BA en SH.

Influencia de los agentes
gelificantes en e! cultivo in vitro de
Cordyline, Rosa y hormalomena
(Podwyszynska y Olsewski, 1995).

Brotes obtenidos in
vitro.

MS, solidificado con diferentes
agentes gelificantes Bacto-agar
7 ge= L', Agar purificado 7 ge L',
Aqargel 3.5ge L', Phytagel 2 ge
L'y Galrite 2 ge L.

Micropropagacion de henequén:

notas y tecnologia N.R. N.R.
(Gonzalez-Oramas et al., 1996).

Propagacién in vitroy

establecimiento de Dracaena N.R. N.R.
marginata var. Tricolor

(Atta-Alla et al., 1996)

Propagacion in vitro de Agave

pacifica N.R. N.R.
{Moreno-Salazar et al., 1996).

Clonacion masiva de Agave

sisalana N.R. N.R.

{Vargas y Garcia, 1996).
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Embriogénesis Agave victoria-
reginae Moore
(Rodriguez-Garay et al., 1996).

Hojas.

MS modificado, 5mM de

NO3 NH., suplementado con L2
vitaminas, 4.6 :M de Kinetina,
1.6 pM ANA, y solidificado con 2
ge L 'de Phytagel. MS con L2
vitaminas, sacarosa 30 ge L',
2,4-D (0.24,0.68, 1.4y 2.8 uM
). agar8 get’.

Alta frecuencia en la regeneracion
de brotes de Agave sisalana
(Nikam, 1997).

Segmentos de tallo
de bulbillos (10-12
mm?) segmentos de
rizoma (10 mm?3).

MS, Gamborg (L5), SH, y White,
sL tados con vi i

MS y AIAANA, 2. 4-D, Kinetina y
BA (0.1y5.0mgi')ypHas.7

Micropropagacién y
establecimiento de Yucca aloifolia
(Atta-Alla y Van, 1997).

Brotes obtenidos in
vitro.

MS, sacarcsa 3 ge L 'y 0.2 % de
Gelrite. ANA 1.1 M combinada
con BA (4.4,8.9y 17.8 uM) &
TD2 (1.1, 2.3 y 4.5 pM)

Desarrollo y acumulacién nocturna
de acidos durante la ontogenia de
Agave aftenuata cultivado in vitro
(Estudio metabolismo CAM en
cultivo in vitro)

(Wen et al., 1997).

Semillas.

MS al 25 % , pH ajustado a 5.7
- 58

Proliferacion y enraizamiento de
brotes de Yucca aloifolia,
Y.filamentosa, and Y. filamentosa
var. Variegata

(Atta-Alla et al., 1897).

Embriogénesis somatica de
algunas cactaceas y agaves
(Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999)

N.R.

Propagacion eficiente in vitro de
Agave Parrasana Berger.
(Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999)

Semillas.

Sales MS, vitaminas Lz (Phillips
and Collins, 1979), 30 g= L"'de
sacarosa, B ge L"'de agar. BA
(0. 13.3. 26.6, 39.9 y 53.2 uM) y
2,4-D (0.0.04,0.11 ¥y 0.18 uM)

Interaccion de los iones en la
produccion de sapogenina
esteroides contenidos en cultivo
de callos de Agave amaniensis
(Inv. Farmaceutica)

(Adrijany et al., 1999).

Callos cultivados.

MS, suplementado con 23.2 uM
de Kinetina, 2,4-D 2.26 uM,
KH:POs 2.50 uM, sacarosa
87.64 uM y agar 7 ge L.

Propagacion de palma cabbage
(Cordyline terminalis)

(Javed-Butt, 1999).
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Efecto de los reguladores de
crecimiento en ia

micropropagacién de Dracaena. N.R. N.R.
{(Grewal et al., 1999).
Protocolo de micropropagacion
de Dracaena marginata N.R. N.R.
(Sawy et al., 2000)
Propagacion in vitro de Dracaena.

N.R. N.R.

(Sink et al., 2001).

Asimilacion de iones de cobre en
suspension celular en el cultivo de
Agave amaniensis, y su efecto en
el desarrollo y contenido de
aminoacidos

Inv. Farmacéutica

(Kartosentono et al., 2002).

Callos.

MS adicionado con 5 mge L de
Kinetina, 0.5 mgs L''de 2,4-D,
340

mge L' KHzPOa, 3% de
sacarosa, 0.7 % de agar

Regeneracion via organogénesis
de plantas de sisal Agave sisalana
(Hazra et al., 2002)

Segmentos de
Rizoma 6 mm.

MS, NO; NHa: 1500 mgeL™",9.05
uM de 2,4-D y Kinetina 4.6 uM,
30 g« L'y 8 ge L'' de Bacto
agar, para induccién de callos.
Para regeneracién de plantas
utilizaron el medio: MS
adicionado con BA, 2iP,
Kinetina (9.3, 18.6, 27.9, 37.2,
46.0 uM), Zeatina (0.46, 2.28,
4.56 M) y TDZ (0.46, 0.92,
pM)

N.R. : No referido.
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Cuadro 2. Tendencias en las Investigaciones de Agave tequilana Weber cv. Azul

mediante cultivo in vitro.

TITULO

INSTITUCION

AUTOR

Micropropagacién de agave
tequilero

Camara Regional de Ila

Industria Tequilera

Promotora del Maguey y
Nopal(1987), citado por
Valenzuela (1994)

Laboratorio de cultivo de
tejidos.

Tequila Cuervo S.A. de
C.V.

Tequila Cuervo con
asesoria del CICY (1987),
Citado por Valenzuela
{(1994)

Agave tequilana in vitro, un
modelo para estudio en
morfogénesis.

Colegio de Postgraduados

Nava (1988)

Perfiles de poliaminas
durante el desarrollo in
vitro en explantes de Agave
tequilana Weber y Agave
fourcroydes Lem cultivadas
en condiciones vitrificantes
v no vitrificantes.

Universidad Auténoma de
Yucatan.

Aguilar (1988)

Cuantificacion de la
actividad de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa
durante la
micropropagaciéon de

| Agave tequilana Weber.

Universidad Autdnoma de
Yucatan.

Maldonado (1988)

Cuantificacion de la
actividad de la enzima
lactato deshidrogenasa
durante la
micropropagacion de

| Agave tequilana Weber.

Universidad Auténoma de
Yucatan.

Peraza (1988)

Potencial productivo de la
biotecnologia aplicada a la
agroindustria tequilera.

Universidad Auténoma de
Chapingo.

Madrigal -Lugo
(2000).

Reserva genética y
propagacion de clones de
Agave tequilana Weber
resistentes a enfermedades
conocidas como
marchiteces.

Universidad de
Guadalajara.

Centro Universitario de
Ciencias Biologicas y
Agropecuarias de U. de G.
(1996) .

Proyecto en curso.
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Rodriguez- Garay (1997)

Clonacién masiva in vitro

de Agave tequilana Weber. | Asesoria Tecnoldgica del

Estado de Jalisco.

Santacruz- Ruvalcaba

Universidad de
Guadalajara.

Embriogénesis somatica
indirecta en Agave

J Centro de Investigacion y
tequilana Weber: efecto !

(1997)

Portilio (1997)

citocininas.
Embriogénesis somatica
indirecta en Agave
tequilana Weber: efecto

Guadalajara.

Vélez (1997)

auxinas.
Seleccién celular para
resistencia a filtrados
microbianos en Agave

Universidad de

} Universidad de
/ Guadalajara

Osorio (2001)

tequilana Weber.
Generacién de variabilidad
genética mediante
mutagénesis in vitro de
Agave tequilana Weber.

Universidad Auténoma de
Yucatan

e ] ] :
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Dentro de los‘aspectos que se han estudiado en la micropropagacién de agaves son’

los siguientes:

3.4 Componentes del medio de cultivo

Uno de léskfactores a considerar al iniciar un protocolo de micropropagacion, es el‘
medio de cultivo (Villegas 1990). El medio de cultivo es necesario en las diferentes
etapas ‘de micropropagacioén, sus principales componentes son: 1) sales inorganicas,
2) sustancias organicas como fuentes de energia y carbén(carbohidratos), vitaminas,
aminoacidos y reguladores de crecimiento, 3) compuestos no definidos de origen
natural: jugos, extractos de frutos, antioxidantes, absorbentes (carbén activédo) y: 4)

materiales inertes de soporte como el agar, silicagel.

Los minerales constituyen substancnas nutntlvas |mportantes, la mezcla de :Macro:y

micro-sales depende mucho de las plantas con las que se trabaja. Sxendo Ios medlos

(Guerrero-Agarlj‘a ,200’0)>" la orma-.en que se prepare el medio (cantidad,

combinacién de vtod'cs'io onsmuyentes y ‘esterilizacion) dependeran los resultados

que se obtengan en el cultivo de tejidos (Villavicencio, 1898)
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Si se quiere determinar un protbcolo éfciehte dé multiplicacién se requiere disefiar un

medio de cultlvo o blen modlﬁcar Ia concentracufm de sales en base ala especne que

se pretende mulnpllcar.

Dentro de estos medios'de cultlvos se pueden consnderar sélldos (con la adicioén de un

agente gellﬁcan(e) S llqutd (s:n Ia adlclén de Ios mlsmos)

3.41 Medio sélido

Medio solido es todo aquel que contlene un agente gelnf‘cante La firmeza del medlo

depende pnncnpalmente de tres factores

pH: Es necesano establecerlo : 3‘5 = 4 0 como mInlmo para que el gellf‘cante actue;

siendo menor de 3 5 el med:o se. puede Iucuar. Hay que tener en cuenta que después

del autoclave el,pH baj Ven promedqo medio punto y que sigue bajando durante el

cultivo (Selby et al., 1989).

Composicion quimica del medio: Algunos gelificantes (v.g.. Gelrite) solidifican- en
presencia de cationes divalentes, por lo que si el medio a utilizar es bajo en sales
puede resultar conveniente afadir una cierta concentracién de un’“cation divalente

(Ca?", Mmg?").
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Concentrac/én Para el caso del agar es de 0 6—0 8 %. Sl se utlhza una concen(rac:én

baja (0. 4%), el medlo r\utrmvo perrnanece sm cuajar sobre todo cuando eI pH es bajo‘

pH a 4.5, 5.0 y 5 5 la_ mejor.induccién 'y elongacién de los brotes con_ la concentracuén

a 7.5y 10.0 g-I' de agar
Los gelificantes mas usados en el cultivo in vitro son:

Agar: Es una mezcla ‘de polisacaridos extraldos de ciertas especies de algas marinas

particularmente de los género Ge /d/um, Gracilaria, Pterocladia, siendo la agarosa la

forma mas pura (Nalrn et al 1995) Esta presenta una elevada masa molecular, tiene
la capacidad de hldratarse y formar una red, adquiriendo la estructura de un gel. La

planta no puede digerirlo ni adsorberlo, ademas no interactia con los componentes
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nutritivos; sin embargo la - pureza y Ia concentracnén modlﬁcan el potenc:al osmético

del! medio, alterando la: dlspombxlldad y aSImllamén d lo"’elementos afectando Ia

como lo menmonaron (Turner et al 1990) que al emplear concentraciones . de’ O 1a

problemas de vitnf‘cacién (hlperhidratacién) ‘El gel de gelrlte e otablemente mas

claro que el de agar y tamblén cua]a mas rapldamente. EI costo del gelrue es mayor

que el del agar.
Existen alternativas al agar para casos muy especificos -de cultivo dentro de estos

estan: Pollmeroé sintéticos como el Biogel (pildoras de ppliacrilamida). Alginatos, para

el cultivo de protoplastos y polimero de almidén (Pierik, 1990).
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3.4.2 Medio liquido

Medio liquido es aquel en el que la solucién de nutrimentos' y. reguladores no se

encuentra ‘en una matriz solidificada por la adicion de ningﬂh 'aggntve‘ gelificante,

El uso de medio quuldo ofrece las sngmentes ventajas e’ |nconvenientes respecto al

uso de medlo sélldo.

- Puede facnlltar la absorcnén de nutnmentos por parte del explante.

medio de culti

En muchas especies se ha' demostrado: una:respuesta favorablé‘bor parte de los

explantes en su desarrollo, en gran medida por la utilizacion de un medio liquido,
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como lo demostfaron Lee et al;; (‘i 986) al é\ylayluar el: 'efécto de brotes adventicios . en

medio Ilquldo y agar obtemendo dlferencms notables» en : el porceﬁtaje de

ralces en medlo liquido

doble fase. se hizo

bastante habitual; se trata de una fase sélida'y otra llquida, en Ias cua!es se combina

una alta tasa de multlphcacnén con una mésbaja' sensibmdad a la vntnf'cac:én (Pierik,

1990).
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3.4.3 Sales inorganicas

Los elementos minerales son muy imporantes . para:la vida de las plantas.ya. que
proporcionan los nutrimentos esenciales. _Por. ejeniplo: el~magnesio' es parte de la

molécula de clorofila, el calc:o es, constntuyente de la pared celular el nltrégeno forma -

importantes (Vi a‘v’xcei cio;1998).

Cuando se ellge una mezcla de- macro y mlcro sales. se deben tener en cuenta los

siguientes aspectos.

1. La concentracuén total de sales puede ser lmportante. Exnsten medios "ricos” en

sales (v.g. MS) y medios “pobres” en sales (v. g White).
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2. La forma més frecuente de anadlr nltrégeno (N) es en forma de |ones NH." y

arlan entre 12 - 60 mrnol-L1 de los cuales

N03 . Las_ necesidade‘s’ totales de N,
mmo L7 él No3 La

le corresponden e

asimila el NO:'." Itz

Villegas (1990) evalué ‘el efecto nutrumental en id- cénéluyendo ‘que Ia‘ relacién

NOa:NHs"* mﬂuye de forma nmportante en el desarrollo y. alndad del explante. ya que

una concentracién de 10 4 mMMde N-NOjz genera un reducldo numero de brotes por
explante, mxentras que 10 mM de N - NH,* |ncrementan en ‘numero y calldad de:-los

brotes, los cuales pueden seguirse multiplicando.
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Abu-Qaoud et al., (1991) valoraron Ia mﬂuencua nutrnmental del medlo especnalmente,

del nitrébgeno en dnferentes proporciones de’ NO‘

.NHarv en Ia forrnacién de brotes

adventicios en dos cultlvares de pera ‘Pyru : s) a partir de’ explantes de hojas ;

presentd el mlnlmo desarroll

proliferacién de brotes c(:ar[’db se utilizé ‘el medi MS al 100% con:18. BmM de KNO; y

20.6 mM de NO;,NH4 (proporcuén 2 1) en un medlo MS al 100% con 188 mM de

KNQO3 vy 29.2 mM de NaNO;, (proporc:én 4: 1) Demostrando que tanto la proporcnén
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NO3:NH4* como la_concentracion total de iones influyen en la respuesta morfogenica

de los explantes.

El efecto nutrimental principalmente la relacnén NO; NH4 se; ha evaluado ‘en

diferentes especies, en los cuales': se! ha demostrado que nﬂuye "de forma

determinante en el desarrollo y calldad de Ios brotes. como se puede rev:sar en los

trabajos de: Fasolo etal., (1 989) Lullo (1 989 Leblay et al (1 991 ), Niedtz (1 994). Bon

et al., (1998); Cruz-Pizarro (2000) entre otros

3.4.4 Carbohidratos

Los carbohldratos son’ uno de los ‘elementos més lmportantes delimedlo del cultlvo.

Normalmente para, el cumvo in V/tro de células, tejl

adicionar una ,fuente de carbono en el medlo, debnd “que_el: crecimiento. in vitro

tiene lugar en condiciones poco apropiadas para la fotosinte luso 'é(i':'oscur‘idad, :

donde el tejido verde que puedan tener'no’e "s;iﬁC|entemente;autotrdﬁco‘ f(Pierik,

1990).

Distintos trabajos han demostrado due los carbohxdratos en el medio de cultlvo no solo

desempefian una func:én nutrltlva su no que’ tambl n- ejerce ef cto mportante :

sobre la morfogénes:s a través de sus propledades osmétlcas. Se han demostrado

que el 75 % de la concentracufm optima_de sacarosa . es- utilizada como fuente de

carbono y energia, mientras el resto desempefia un papel osmatico en la induccion.
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Se sabe que los potenciales osméticos:alteran las. propiedades ﬁéicas de las
membranas celulares (Io que podria causar camblos en Ios receptores hormonales.

v actlwdades de Ias ATPasas) y modulan la actuvndad

balances ionicos u horm nale‘

mltocondnal e Ios explantes

sacarosa, 0.02 % de agua y. 0 04;% de otras sustancuas (n ay mdrcacnones de que

estos ultimos consmuyentes puedan causar toxmndad /n vrtro ) .
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La adicion de sacarosa_ resulta-esencial para el desarrollo ycrécimlento de las |
pléntulas in wtro no solo por serla. prmc:pal fuente energia durante esta fase. si no

ftejldos almacenen carbohldratos suf’cientes para su

ademas permlte “que lq

utlllzacnén en la fase de acllmatacuﬁn

crementando Ia superv:vencia y adaptacnén deA

las plantas.

disminuye el ' crecimient

incrementan

el mejor resultado se da a concentraciones de 6 %.
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3.4.5 Sustancias organicas

Vitaminas.

La mayor parte de las plantas smtetlzan ca5| todas Ias vntammas esenciales, pero

aparentemente lo hacen en cantldades mfraéptlma : Para Iograr un buen crecimiento

esa menudo necesario suplementa al'me con una o mé vntamlnas siendo las del

calcico (BS).

Aminoacidos.

Aunque las células cultivadas son capaces de sintetizar todos,'rlos-'aminoécirdos
necesarios, la adicion de L-glutamina (2-8 mM) o una mezcla.de aminoacidos. es a
menudo beneficiosa. Esto es particularmente importanté; en-cultivo: de -células -y

protoplastos.
3.4.6 Reguiadores de crecimiento
Existen cinco grupos principales de reguladores de crecimiento: Auxinas, Giberelinas,
Citocininas, Acido abscisico y Etileno, manteniendo cada grupo respuestas fisiologicas

diferentes. Sin embargo, Azcon- Bieto y Talén (1993) mencionaron que existen otros
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grupos de sustancxas reguladoras del cre mlento que ejercen una inﬂuenma similar a

las hormonas vegetales en’ muchas funcuones de~las plantas. como son:

Brasmoesteroides P nas y Ollgo acannas‘ donde solo Ias dos ultimas han sxdo

utlhzadas en algunos asos",’ omo moduladores en Ia morfogénesls Il'l wtro (Bagnl Y

Torrlglanl 1 992)

Schﬂdknecht (1 84) _suglrié que las Turgonnas forman parte de una nueva clase de

hormonas vegetales

Mok et al (1 982) descubrleron que un derivado de las Femlureas (N N dlfenllurea)

presenta una actlvtdad tlpc citocinina. Siendo Ios compuestos més actlvos Ias plrldll-

ureas y las diazol-ureas (Thidiazuron y derivados).-

Davies (1995) incluye dentro del grupo de hbrméhas getales al Acido ‘Jasn Lc’:nig:‘é y

el Acido Salicilico por ser componentes po n

termogénesis, Iongevndad de ﬂores‘ germunacnén,de semullas ‘e’ inhibicidn ﬁe la

biosintesis del etileno:
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E£n el cultivo in vitro, adicionalmente a los nutrimentos. es necesario: agregar una o .
mas susta'nciaS' reguladoras; frecuentemente . auxmas -ylo citocininas. \

especuf’ ca. de

ocas:onalmente g|berelmas o acido abscisico, para onentar un:

organogéne5|s (caulogenésns 6 rizogénesis) por via lndirecta (] dlrecta Por otro lado,

los requenmientos y las respuestas a estas sustanCIas |derablemente con

los tlpos de tejidos y los niveles enddgenos de estos eguladores. asl como con la

finalidad del cultivo in vitro.

La rnampulacién de las concentraciones de auxinas y cntocimnas n los medlos de

cultivo perrnite controlar organogénesns in wtro de muchas especies vegetales.

consmuyendo ademas Ia base de gran p rte’ e los protoco S de micropropagacnﬁn

(propagacxén vegetaliva m vttro) existentes enla: actuallda (Debergh y anmerrnan.r

1991).

(gnberellnas. etlleno y amdo abscistco) no son

Las tres clases restantes de hormon

esenciales para Ia lnduc'lén de érganos.,pero actaan’ como moduladores de la

respuesta morfégemca (Ammlrato 1986) s T v
Auxinas
Se relacionan con. la extensién y alargamuento de las células, troplsrno, dominancia

apical, abscision, dlfel’enc:acién del tepdo vascular, abscision de frutos y hojas,

enraizamiento, promocién de la floracion y la promocién de la biosintesis del! etileno

TESIS CON 3
FALLA DE ORIGEN




{Leszek, 1989; Davnes 1995) En cultivo in: vitro las - auxinas son utilizadaS'
principalmente para la mduccxén de raices, la formacion y desarrollo de callo. LaS»

auxlnas mas utlllzadas son ‘AIB (écudo ’ndol 3 butfnco) ANA (acido naftalenacéhco)

AlA (Acido mdolacétlco) 3 24-D‘(ac1do dmlorofenoxnacétlco). El AIB.y el  ANA son

usados” frecuentemente para el enralzamlento El 2,4-D es muy efectivo para Ia

mduccrén de callos : Las auxmas se dlsuelven usualmente en etanol diluido o en una

solucion’ de‘hndré‘ do d_e sodio. e

Citocininas

Sallsbury Y- Ross (1 994) definen a las cntocmmas como compuestos denvados de la

adenina que promueven la dwnsnén celular en algunos tejidos vegetales. mhlbncuén de

la domlnanma

tateral

furfuril- amlnopurlna Kinetina (KIN) y una :citocinina sumética a: bencﬂadenlna (BA)

Leszek (1989).

En los medlos para culnvo in: wtro ise’ mcorporan cntoclnlnas para promover el
desarrollo de brotes ya sea de orlgen lateral é advent:c:o Ademés se usan estos
compuestos para la proliferactén de tallos axulares porla ruptura ,de la dommancna

apical.
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Las citocininas mas usadas soh: benciladenina (BA), kinetina y: 2-ip (isopentenil-

adenina). Generalmente son diluidas con &cido clorhidrico o hidréxido de sodio.

Mok et al., (1982), determmaron que el thldlazuronvr (TDZ N phenyl N °-1,2,3-thidiazol-

5-ylurea), es una sustancna d' a fenllur a con actxvzdad citocininica

comparable con las cntoctmnas mas activas del tlpo de las: adenlnas.

Esta sustancia fue Ilberada como defollan (o) de algodén (Gosypium

hirsutum L.) y rec:entemente ha recubido considerable tencién como una sustancla

que puede. regular el crecumlemo en l‘ {si ; én m wtro y como un

Giberelinas
Existen un gran ndmero de giberelinas conocidas. La de mayor uso es el AG3, pero

debe tenerse en cuenta que es muy termélabll (plerde el 90% de su actividad después

de! autoclave). Comparado con Ias auxlnas y cntocmmas. las giberelinas se utilizan

raramente. La mayoria de Ios explantes smtetlzan cantidades suficientes de este

grupo de hormonas.
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Cuando se : aportan - giberelinas -al medio - de. cultivo, su: funpién principal es el
alargamiento de las regiones sub apicales. El AG;, es soluble en agua fria hasta 1000

mg.L"".

Aduclonalmente se puede utmzar écndo abscis:co. EI ABA en a mayo parte de Ios

casos produce un efecto negatlvo en los cultlvos in vitro, en determinados casos
promueve ta’ maduracié'l de embnones y en cultlvo de élulas n suspensién facullta'

la sincronizacion de la dsvns:én celular.

3.4.7 pH

Cuando se prepara un med:o de cultlvo después d ' aﬁad:r todos s IS componentes.

|endo NaOH 0. 1 N o HCIO 1N

se procede a ajustar. el pH fnal al ‘valo deseado ﬁ

al medio. Una vez ajustado el pH se procede a ‘esteri zar el med|o.

Villalobos (1985)y. Pxerlk (1 990)‘menC|onaron que el: pH final del ‘medio de cultivo es

un-factor importante por d|versas razones‘

- Afectala sqlidiﬁcabién de ios agentes gelificantes.
« El valor del pH pﬁede afectar a la solubilidad de algunos componentes del

medio de cuiltivo.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN ~




« El valor delrrpH»purede afei:tér ala ébsorcibn 'de; dqtermihadOS'nutrimentos por

parte del explante (p;e; Ié absorcién de idnéS'N(r)a'yaun'iénta‘ con la acidez del

medio).

valor ‘del

El del _citbplasma y como

Por todas estas razones conv:ene optlmizar el pH del medlo para cada caso en

concreto. En general, no obstante. en Ia mayoria de situaclones se trabaja a pH entre

5.2y 5.8.

Una vez ajustado el pH del medio, este sufrira una ligera disminucién de! pH durante
el proceso de esterilizacién en autoclave, para, deépués; evolu‘cionar nuevamente
durante el cultivo, de forma que habitualmente se ira acidiﬁcand:of, progresivamente
como resultado de la absorcion diferencial de algunos comboneﬁtes del medio de
cultivo, asi como de la excrecién de exudados por parte del éxplante (Selby et al.,

1989).

El control del pH inicial del medio y de su dindmica durante el cultivo tiene una gran
importancia en el desarrollo de. cualquier proyecto de cultivo in vitro. A pesar de:su
importancia, en muchos experimentos este control se limita a fijar su valor inicial sin

reparar en los pbsibles ,e"fecto‘s'de'su dinamica.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

Ubicacion del experimento.

Los trabajos se llevaron a cabo. en el laboratorlo de cultlvo de te]ldos vegetales ds la
carrera de lngemerla Agricola de Ia Facultad de Estudms Superlores Cuautltlén UNAM

campo cuatro. ublcada en el munlciplo de Cuautitlén Izcallx Estado de Méx1co.

Material vegetétivq

Se utlllzaron como explantes brotes de huuelos de razoma de Agave tequ:lana Weber

Azul de una Iong:tud de 2-2. 5 cm, obtenidos prevnamente m wtro.

4.1 Evéluacjén ;ie medios

Preparacion de medios de cultivo.

Se tomdé como base la concentracion de sales propuesta por los medios: MS
Murashige y Skoog (1962), WPM (Woody Plant Médium) McCown & !_ond (1980),

Cruz-Pizarro (2002) (Cuadro 3 y 4).

Se manejé la concentracién de vitaminas y reguladores de crecimiento del medio

Cruz- Pizarro (2000), para todos los medios (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Concentraciones de los medios MS, WPM Y Cruz-Pizarro.

Sales minerales por medio de cultivo mg.L""
COMPUESTO MS 100% MS 50% WPM Cruz—Pizarro
Quimico
NH4NO3 1650 825 400 200
KNO3 1900 950 0.0 1010
Ca(NOa;), «4H0 0.0 0.0 556 295
CacClz «2H20 440 220 96 0.0
KH2PO,4 170 85 170 170
MgSO4 «7 HO 370 185 370 369
Fe SO, 7 H20O 27.8 13.9 27.8 25
Na — Edta 37.3 18.65 37.3 38
Mn SO, e HO 16.9 8.45 22.3 0.84
K280, 0.0 0.0 980 0.0
Ki 0.83 0.415 0.0 0.0
HaBO3 6.2 3.1 6.2 6.1
Na>MoO,4 2 HO 0.25 0.125 0.025 0.24
Zn SO, &7 H20 8.6 4.3 8.6 8.6
Cu SO, 5 H;O 0.025 0.0125 0.025 0.0000249
CoCl; 6 HO 0.025 0.0125 0.0 0.0000238
Mio-inositol 100 100 100 100
Tiamina. HCI 0.1 0.1 0.1 0.1
Pirodoxina. HCI 0.5 0.5 0.5 0.5
Acido nicotinico 05 0.5 0.5 0.5
AIB 0.1 0.1 0.1 0.1
BA -~ 0.5 0.5 0.5 0.5
TDZ *
KIN *
Sacarosa 30000 30000 30000 30000
Agar 6000 6000 6000 6000

En todos los casos el pH se ajusto a 5.7

* Para la evatuacion de citocininas las concentraciones variaron conforme a los
tratamientos propuestos
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Cuadro 4. Concentracion de iones de los medios MS, WPM y Cruz-Pizarro.

CANTIDAD DE IONES EN mM.L"’
MS 100 % MS 50 % wWPM CRUZ-PIZARRO

N TOTAL 60.0430 30.0215 12.3550 11.2500
NHs* 20.6250 10.3125 5.0000 2.5000

NO; - 39.4180 19.7090 7.3550 8.7500
IH2PO4” 1.2490 0.6245 1.2480 1.2500
K* 20.0470 10.0235 6.9300 6.2500
Ca 2+ 2.9930 1.4965 3.0080 1.2500
Mg 2+ 1.5020 0.7510 1.5020 1.5000
SO.2 1.7321 0.8661 7.4451 1.6300
Na * 0.0020 0.0010 0.0001 0.0010
(o]l 5.9862 2.9931 0.6530 0.0001

BO; - 0.1000 0.0500 0.1000 0.1000
Mn - 0.1000 0.0500 0.1320 0.0050
MoO, 0.0010 0.0005 0.0001 0.0010
Fe *2 0.1000 0.0500 0.1000 0.0900
Zn *2 0.0300 0.0150 0.0300 0.0300
Cu*? 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

co*? 0.0001 0.0001 0.0000 0.0001

1* 0.0050 0.0025 0.0000 0.0000
TOTAL 93.8905 46.94525 33.5044 23.3573
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Diseiio experimental

En un primer experimento donde se evaluaron 4 medios de cultivo se utilizé un disefio
completo al azar con cuatro tratamientos y cinco repeticiones, teniendo un total de 20
unidades experimentales; cada unidad experimental (U. E.) estuvo formada por siete

explantes.

Cuadro 5. Tratamientos Evaluacién de medios

~TI1Y-MEDIO MS. 100 %
T.2 :.MEDIO MS. 50 %
T.3 *° MEDIO WPM

T.4  MEDIO CRUZ- PIZARRO

Variables de estudio.
Nuamero de brotes.
Se inicid a medir los brotes formados en.el explante cuando alcanzaban 2 mm de

longitud una vez establecidos en la: camara de cultivo hasta la terminacién del

experimento.
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Longitud de brotes.

Las mediciones se llevaron a cabo con un canbrador o vernier, tomando.la. longitud
desde la base del brote hasta la parte terminal del m|smo. mlclando Ia medlcnén a las

dos semanas de su establecimlento. se reallzaron una vez por semana.

4.2 Evaluacién de citocininas:

Para el segundo experlmento donde se; evaluaron distlntas fuentes cnocmmlcas se

r Cruz-Pizarro (2000).

utilizé el medio base prop

Una vez preparados los "rrnediqs.;gal pHise ajusté as5.7 colocando en’ cada tubo de

e procedib a

ensaye 10 ml de medio: Terminado' el

esterilizarlos en una autoclave a una iem ra_iuré de: 207"1 7'(15 Ib- n'z) durante 30

minutos.

Disefio experimental

Para el segundo experimento,’ se estudiaron  tres' fuentes' citocininicas, en tres

concentraciones con una concentracion constante de“~AIB;\se utilizé un disefio
completamente aleatorio con arreglo factorial 3 x 3, ‘con’ 9 tratamientos, cuatro

repeticiones obteniendo un total de 36 unidades experimentales, considerando 4

explantes como U.E. (Cuadro 6).
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Variables de estudio

Ndamero de brotes

Esta variable se empezé a medir inmediatamente 5 dias ' después de establecer el

experimento.

Longitud de _brotes

Se inicié a medir dos semanas después de haber realizado la siembra, utilizando un

calibrador se regfstfa la longitud de cada uno de los brotes de todos los explantes.

Cuadro 6. Tratamientos Evaluacion de citocininas

Kinetina | Benciladenina | Thidiazuron | Acido indol- Proporcion
nm uM M butirico aproximada
umM citocinina : auxina
™ 2.32 [s} 0 0.44 51
T2 4.60 o] o 0.44 10:1
T3 6.90 o} o] 0.44 15:1
T4 (o] 2.32 [0 0.44 5:1
TS [0} 4.60 o 0.44 10:1
T6 o] 6.90 o] 0.44 16:1
T7 [s) 8] 2.32 0.44 5:1
T8 0 (o] 4.60 0.44 10:1
T9 o o] 6.90 0.44 15:1
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implantacién o siembra

La siembra se realizd bajo “cohdiciones de asepsia dentro de una camparia de aire de

flujo laminar horizontal reduuendo al méxlmo la presencna de patégenos presentes

en el aire, desmfectado ediante |nmer5|6n en alcohol etillco y flameado blsturis.

pinzas y cajas de petrl

Condiciones de l’r’itj:uhbyaé'ién,f? .

Posterlormente. al term o de Ia moculacnén se colocaron los. explantes en el cuarto

de cultlvo. donde se mantuvieron a una temperatura de27°C 1 1-°C.un fotoperiodo

de 16 horas luz a una |ntensidad de 47 p.mol-m .seg .
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Evaluacion de medios de cultivo

Namero de brotes

El inicio del desarrollo de brotes ocurriké a 'los siéte dlas del establec:miento.
ubicandose la formacién en la base del explante (brotes adventzcnos) presentando alo
largo . de 35 dias un comportamlento constante en el proceso morfogénlco en los

cuatro tratamxentos. teniendo en todo eI penodo de cultlvo un crecumiento progreswo

en todos los medlos.

'-V’romedxo general de 59 brotes por- explante, mostrandose siempre

Cruz—Puzarro ‘(2000) con 7 8 brotes/explante (Figura 3), siendo 33%

superior el medl

mayor a la médfa general‘y estando hasta 100% mas que el promedio obtenido por el

medio MS" 50'%. con ‘un namero e:f39"bkotés por explante (Cuadro 7).

Estadrstlcamente las dl er' cna observadas no: resultaron significativas al nivel de

significancia de P 0 05 (Anexo. Tabla 1 La comparaclén de los promedios obtenidos

permite determmar que ex:w e un; mayor esarrollo de brotes en el medio Cruz-Pizarro

(2000) para la varuable numero de brotes
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Cuadro 7 . Comparacion de medias para las variables numero y longitud de
brotes de Agave tequilana Weber cv. Azul obtenidas en diferentes medios de

cultivo.
TRATAmENTOS  Romere oo
MS 1.0 6.5a 18.76 a
MS 0.5 3.9 b 20.88 a
WPM 54a 17.74 a
CRUZ- PIZARRO 7.9a% 1546 b
Promedio general 5.9 18.2

%, Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales. Prueba Tukey
.05 ’

Figuré 3. Namero de brotes promedio por explante de Agave tequilana Weber
cv. Azul obtenidos en cuatro medios de cultivo durante 6 evaluaciones
semanales.

N° BROTES / EXPLANTE

1 ' 2 3 4 5 FINAL
1226 | 2542 | 36 Ta.826 I 5458 | 6484 |
0604 | 1.748 j 2706 | 337 | 3518 | 3.908 |
1344 | 2414 | 357 | aa86 | 4918 | 537
@Cruz-Pizarro | 1.978 | 2738 _7"2{97:}‘ l s@a’J 6.366 I 7852 |
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La variacion que se observa en el nimero de brotes por tratamlento puede atnbu:rse.

specifcame .a. Ia relacuén

entre otros factores. a- la concentracién de f

NO3™: NH4 W tenlendo que la mejor respuesta se observa en Ia mayor relac:én 3 51

que el MS al 100 % ¢ pero la. concentracion de sales‘es dxferente lo: que afecta el

numero de brotes o

elementos como

puede influir la ‘respuesta morfogénica,’
resultante como el

(1989) donde cada elemento Len eI medlo puede lnﬂuenctar el crecimlento de manera -

diversa.
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‘NH.,, puede regular Ia organogénesis. lo afirmaron- Robert et al.,

La relacion NOj
(1987) ‘en.la propagacién d' Agave fourcroydes Lem para este caso: del agave

tequilero no se muestra de forma determinante pero su influenma queda de manif’esto

al exusur dlferenmas en la formacu’:n de brotes

Con estos resultados se observa que hay a T spuesta morfégemca de Ios explantes

similar en todos los medlos suponlendo con ello que la concentramén de minerales no

influyen en la forrnat:lén de brotes.k '
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N° BROTES POR EXPLANTE

Figura 4. Efecto de la concentracion de sales, relacion NOs: NH* en la
formacion de brotes en explantes de Agave tequilana Weber cv. azul.
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7.0

6.0 \ ~
50
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0.0 T ™ -
2:1 2:1 1.5:1 3.51
MS 100%, MS 50 Y% WPM Cruz-Pizarro
RELACION NOj;: NH." DE LLOS MEDIOS DE CULTIVO
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Longitud de brotes.

Al término de 35 dias de evaluacion el promedio general para la varlable Iongltud de
brote fue de 18.21: mm, obteniendo el valor méxlmo al emplear el medlo MS al 50% de

(I ariable numero .

su concentracion con 20.88 mm, inversamente a Io sucedldo co

de brotes, el medio Cruz-Pizarro (2000) se ubica con eI promedio més bajO con 15.46

mm, 26% menor al medio MS 50%, los medlos WPM 3 Ms 100% se ncontraron 15y

10% por abajo del valor mas alto con 17.74 v 18. 76 rnm respectlvamenta (Cuadro 7,

Figura 5).

El analisis estadistico muestra dlferenc«as s:gnlf‘catlvas al nivel de sigmﬁcancna

P=0.05 en los medlos utilizados (Anexo, Tabla 2 )

Se observd entre . los: tratamientos : que : presentaron mayor numero de brotes su

. elacuén entre la

asociado a aspectos de Ia dommanma~ pical-y - vngor ‘de tal forma que un mayor,

numero de brotes orlglné una enor Iong ud y cuando el numero de brotes formados

es menor, la longxtud de Ios mlsmos ‘se mcrementé
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Soumendra et al., (1 999), mencionaron que Ia concentramén de nutnmentos lnﬂuyé en ‘,

el crecnmlento Ionglt dmal de’ I s lio b'con altos niveles de

sales como el MS : 00"/ pueden favorecer un’‘mayor, crecnmiento de Ios explantes.

Dado Ios,/’resulta‘ddis‘ se 1atribuye que laé diferencias observadas en el crecimiento se
deben fuﬁdérr‘éhféfménie a las diferencias en la composicion de los medios teniendo
de manera géneral un eqt;illbrio entre la longitud y el nimero de brotes; lo cual permite
saber que al tener mayor nimero de brotes se afecta la longitud de los mismos

(Cuadro 7, Figura. 5).

Figura 5. Longitud promedio de brotes de Agave tequilana Weber cv. Azul
obtenidos en diferentes medios de cultivo durante 5 evaluaciones semanales.
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5.2 Tipo y concentracion de hormonas
Nuamero de brotes.

E! analisis para el tipo y concentracién de cntocmlnas muestra dlferenCIas estadlshcas

significativas al nivel P = 0.05 (Anexo Tabla 3 ). mostréndose durante 35 dlas de
cultivo un comportamlento constante en en Ia mayorla de Ios

tratamiento.

Obteniéndose un pro'med‘ ge n't dor nibmento se

general (Cuadro 8, Flgura 6) La tasa‘de proleeracién més baja la presentaron los

respectivamente.

Queda de mamf‘esto Ia supenondad de el efecto inductwo del TDZ con respecto al de
BA, similara lo encontrado por Atta-AlIa y Van (1997) en otra agavecea como la Yuca
donde en concentraciones de TDZ 200 y 400 % menores a las de BA se observaron

mejores resultados
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La mayor actlvndad como cnocmlna del TDZ ha sido probada en distintas especies,
mostrando una: respuesta simllar y consistente que se puede revisar en los trabajos

ribaundo’. y Fronda (1 991 ); Ahroni et al., (1997); Graham et

) (1997). Cuenca et al., (2000); Jeong et al.,

El efecto inductivo’ de: Kinetina a -2.32 uM, fue superior 200 % al de BA a la
concentracién 4.60 pM, pero similar al de BA 6.90 uM con 1.7 brotes promedio. E!
mayor resultado en kinetina se presenta en la concentracion media (4.60 uM) con

6.1 brotes por explante, (Cuadro 8).

Cuadro 8. No. Promedio de brotes por explante de Agave tequilana Weber cv.
Azul obtenidos en diferentes fuentes citocininicas en tres concentraciones.

Concentracion Promedio
Fuente fuente
Crocipnica 2.32 pM 4.60uM 6.90 uM citocininica
TDZ 1.0 16.4 7.5 8.3
KIN 2.0 6.1 4.5 4.2
BA 0.4 0.9 1.7 1.0
Promedio
Concentracion 1.13 7.80 4.57 4.5
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Figura 6 . Numero de brotes por explante Agave tequilana Weber cv. Azul
obtenidos en diferentes fuentes citocininicas en tres concentraciones.
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THIDIAZURON KINETINA BENCILADENINA

En el caso de Kinetina el mayor numero de brotes se alcanzé a una concentracion de
4.60 pM con 6.1 brotes por explante, 35.5 % superior a la media general. E| menor
efecto de esta fuente citocininica se ubico en la concentracion de 2.32 uM con solo

2.0 brotes / explante formados, .es decir 55.5 % menor al promedio general.
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La adicién de 0.5 mgeL"' de Knnetma (2 32 pM) al medlo no resulto una concentracnén

favorable en la multiplicacion de esta especue' contranamente a lo que senalaron Bmh )

et al., (1990) en el cul!lvo ln wtr‘

concentrac:ones son mayores a 4 60 pM
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Figura 7. Respuesta al efecto inductivo en la formacion de brotes de Agave
tequilana Weber cv. Azul de tres fuentes citocininicas en tres concentraciones.
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Para el caso de la'Benciladenina (BA) mostré una tendencia diferente a Ias otrasvdos
fuentes cutocmmlcas. snendo su efecto mductor menor, requmendo concentracnones i

muy altas para tener una respuesta favorable. Consnderada por Bnhn et al (1990)

como una fuente cxtocmm!ca xnef“caz en la mduccnén de brotes multnples en espectes

de agave como: A cantala ‘A fourcroydes yA. srsalana
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Los resultados de dNersos trabajos en cultivo m w!ro en agavaceas \Y% especlf‘cameme
g (1 987), Nava

en el género Agave con b vncllademna como Io son los de' Robert et al

(1 988). Das,

aparentemente es mas efectlvo. en cuanto achvidad cntocmmlca por arrlba de furfurll-

de KIN, y fenil- y tenll- en 2iP.
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Longitud de brotes

En el analisis de varianza de esta variable indica que no hay diferencias estadisticas
significativas’ al nivel P = 0.01, (Anexo, Tabla 4). Existiendo igualdad estadistica entre

tratamientos, pudiéndose observar en la comparacion de promedios (cuadro 9).

Cuadro 9. Comparaciéon de medias para las variables namero y longitud de
brotes de Agave tequilana Weber cv. Azul obtenidos en diferentes tipos y
concentraciones de citocininas

Nuamero Promedio| Longitud Promedio
TRATAMIENTOS de brotes de brotes
TDZ 2.32 1.0 e [24.82 a
KIN 2.32 [2.0 de 24.19 a
BA 2.32 0.4 e 17.75 a
TDZ 4.60 16.4 a 14.54 a
KIN 4.60 6.1 bc 14.60 a
8A 4.60 0.8 e 16.58 a
TbZ 6.90 7.5 b 14.49 a
KIN 6.90 4.5 becd 12.78 a
BA 6.90 1.7 de 21.50 a

Para esta variable se obtuvo un promedio general de 17.92 mm teniendo que los
tratamientos TDZ 2.32 y KIN 2.32 uyM muestran mayor longitud promedio con 24.82 y
24.18 mm respectivamente. Los valores mas bajos se ubican en KIN y TDZ a

4.60 M (Cuadro 10, Figura 8).
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Se presenté la misma situacién’ que en la evaluacién de medios, decreciendo - la .

longitud én aquéllbs~traiafhientos‘con el mayor nt‘:mercrdé brotes. Esto puede ser.

atribuido que al lncrementar el efecto mductlvo de brotes Ia 'xpansnbn celular se ve

dlsminwda respecto ala diwslén celular Esto expllca el hecho de que en: tratam|entos g

como’ BA 232 hl a’: ‘no tener una® lnducc:én ’sng‘

4.60 pM estadisticamente lg ales d

diferencias qulmlcas de Ia composnclén del TDZ nolimitan:la xpansnSn celular.en esta o

especie. Se ‘ha determlnado que la utilizacién‘de TDZ no Iimnt

longitudinat de los brotes ven algunos casos Ia favorece (Atta et al. "‘1‘9'97) (Nihar et

al., 1997),
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Cuadro 10. Longitud promedio de brotes (mm) de Agave tequilana Weber cv.
Azul obtenidos en diferentes fuentes citocininicas en tres concentraciones.

Concentracion

Promedio

Choominica 2.32 uMm 4.60 uM 6.90 UM c“;‘é‘i’:i',‘,’ica
TDZ 24.82 14.54 14.49 17.95
KIN 24.19 14.60 12.78 77.19
BA 17.75 16.58 21.50 18.61
Promedio 22.25 15.24 16.26 17.92

concentracién

Figura 8. Longitud promedio de brotes de Agave tequilana Weber cv. Azul
obtenidos en diferentes fuentes citocininicas en tres concentraciones.
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VIi. CONCLUSIONES.

1.

Para la variable niUmero de brotes; las plantas en el medio Cruz- Pizarro {2000)

presentaron la mayor, taza de prollferactén con 7 9 brotes por explante con una

relaciéon N03 NH, " de 35 1

Parala vanable longltud ‘de brotes en el medio MS al 50 % de su concentrac:én

de sales - se‘obtu’v | mayor p‘ omedlo de Iongltud de brotes con 20 88 mm.

En los 'me‘diids'Cl"'u P o (2000) y MS al 100 % se presentaron las mayores

tazas dé"pfollferacnén. ‘aunqu se ve reducnda la Iongltud promedno de los

brotes.

medio consxderado alto en sales.

Es factible ’;a prbpagacién de esta especie en un medio con una concentracion
total dersales reducida como el medio Cruz-Pizarro (2000) con una relacién

NO3:NH, ™ 3.5:1.
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6. Existe una respuesta diferencial de los explantes en la formacion de brotes

respecto a la fuente ‘ci_tocinvlnlca empleada.

7. Enla concentracién 4:60.uMd .TDZ ‘a una proporcnén citocinina: auxlna 10 1y

TDZ 6.90‘|,xM a una proporciéni15:1 se obtuvo mayor prohferacién de brotes

nductivo’ de’las éitoglﬁ‘in’a’s fie a '4.60 UM ‘en

La mayor:respue

anteniendo un relacion citocininazauxina de’ 10:1

Yuna "reducida
proliferacion de: brbie;.
11.Los explantes }'o{es lforrp‘acjos" no presentaron problemas’ de vitrificacion

durante el ’desafrollo de su cultivo. -
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ANEXO

Tabla 1. ANOVA numero de brotes. Evaluacion de medios

FTE. VAR. GL . 8C.. cMm F OBS F 5% F 1%
TOTAL 195 - 37.001 ) .
TRAT 3::310.873 3.624 . 2.21 3.01 NS 4.77
ERROR 16.426.127 ¢ 1.632 ‘

Tabla 2. ANOVA ‘longitud de brotes. Evaluacién de medios -

FTE. VAR. GL - . . FOBS . "F&§% F 1%
TOTAL 197 il e
TRAT 3 49562 3.01% . . 4.77**
ERROR 16  48.185 e

Tabla 3. ANOVA numero de brotes

FTE VAR. F 5% F 1%
TOTAL

FUENTE

CITOCININICA (F) 3.35* 5.49**
CONCENTRACION

(c) 3.35* 5.49**
iINTERACCION FC 2.73* 4.41**
ERROR

Tabla 4. ANOVA longitud de bi'ot‘e‘ask."Ev‘aluacién de citocininas

FTE VAR. GL . -.SC.__ CM FOBS F5% F1%
TOTAL 367 :-3159.31

FUENTE S

CITOCININICA (F) 2 ....'348.94 174.470 2.43 3.35NS 5.49
CONCENTRACION (C) 2 7°.108.78 54.388 0.76 3.35NS 5.49
INTERACCION FC 4 760.00  190.001 2.64 2.73NS 4.11
ERROR 27 . 1941.59 71.911
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