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RESUMEN 

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

de manera cíclica en los poco más de trescientos años ·de existencia .de la 

industria tequilera; por lo que se han buscado alternativas de multiplicación a las 

prácticas convencionales que permitan obtener materia[ vegetativo de calidad y en 

volúmenes óptimo~. · 

La mfcropropagación: ·se ·.ha .. visto como una herramienta. :.valiosa para la 

multiplicación y méjorarrienio genéifce>:deli ag'1':'e'tequilero .. desde firlales de la 

década de los ao·s. sin embargo en la aétu,;.lidad tocta~la. n.; se i1Elva a cabo como 
: .. · -:: _' __ '•< '; -·.:~:: .,-_-.:.-.:-··.-.:: .. ~.~~-.::: .. ;··:: --·:~:.:. : .. -: 

una práctica comercial de multiplicaclóni proponiéndose .seguir con el P.roceso de 

investigación .para' ia !]E!~~r~crt~:. ~~:~~;.:,oclmlent~s par.3 ;,,ajorar.y/o ·desarrollar 

nuevas técnicas de :cultivo.,':':.::·.: .,, ... 
··, 

Entre ros fa,;to~e~~~és.iii-ip~rta¿!es'cen ..;n P~."to~~lo de multipliéación in vitro para 

lograr la expresiÓ,.; ci'E3 u~;,; dElte~~il"l;;,dá ~Elspl.Jest.;, rl"lorfóge,.;ica (vla organogénesis 

o vía embrlogénesi's·!io'mátiéa'i'i'se el"léuentra el medio de cultivo, principalmente - .,;:: .... "'"' ····. . . .. ' 

el aporte nutrime,.;taÜéo~éenlració,.; cte s-.;les) y la concentración de fitohormonas. 
'~ ,. ,.~~ ' ~ ,., . 

Tanto el aport~ .~~¡ri,,,'~~t~l::~~(LITl~di~ como el balance hormonal son los dos 

aspectos de pri~·cip~ti~t~r~~·~~ :steirabajo, ya que existe limitada información de 

los efectos rela;fv~~·.'de,·lash~~monas y la concentración mineral en la formación y 

multiplicación de brotes de agave tequilero. 



Se evaluó el efecto de distintas concentraciones .de minerales' en la formación y 

crecimiento de brotes en explantes· de' Agave tequi/ana Weber cv. Azul; como lo 

son la de los medios de cuitiv~ propuestos P()r Mur;;:¡s~ig13 ~ Skoog (1962), MS 

100 al o/o, MS al '50o/o de( su concE!ritrélciÓn tC>i.:31, .woody Plan( Médium (WPM) 

McCown & ·.· Lloyd :' c19i3o),{Y j(;~~-F'J~~~~b .,tioo'~~. g~~~~j~~~~ una misma 

concentración de BA;c2'.22· ~~>?i.,J>..1sféo:49},'µ;,;,1.tpará k>s,cuatro medios, 

obteniendo que·,ª. io~rriá~ión: á~ b'iC>l~~:''~i:í'dic'.S'3,~,;;.¡i;:,ci~. una semana de su 
'<;.'.:. ·: ~ .·::.~·,·,, .,;.•: "- '.;.o;,- ;::~· :.:!, • ,~· 

establecimiento, . obteniénéios.;,z~·n· el . mecti'o'; crÜZ; Piza ria) (2000) 7 ;a' brotes por 

explante , seguido de .MS 1oóó;.·~·wfiM.}, IÍllS so 01~+6an 6.4;;5:3•y 3;9 brotes por 
. ·'.;J.' .-!;:_ :·:;":'"_<·.'();~'· ,·'-""· 

explante respectivalTle~i.~.}~ 1?,~.;::~~.:~~¿~~~c;·~~~-e'.de\18~2,, rrirri;teniendo en el 

medio MS 50% brotes' con la mayo( longitud proni'edio céiri.2o:aa mm siendo 15 
.,,.·~ ·.:; ~ .. · - ' .. ;.~' ·, ,.~· .. · :·:·";.· 

%, 10% y 26 %superior a los medios M~ 100%, V'JPM y Ci:úz~Pizarro (2000). 

:'., ::~ , .. ,·~>·. :':: '._:_:__ :_· ·./_<-. - -: 
Se estudio también; .;,~ un· segundo' ;,;x'píiriíriE>nio; el efecto ·inductivo en la 

formación de brotes• de ~r~sc;;~~~tE>s ': citdé;~i~icas: Kinetina, , Benciladenina y 

Thidiazuron; en explantE>~ d~ Ag,;•;.;,· tE!quÚá~~ \hÍ.;t,E>~' cv: Azul. Se. tomó como base 
~_, .. - -.~-,-,,-_.-,,:7:'-';';ºóe¡·-~~ ·-"-·-~_, _ _,,·.:<- ',-:;'-·o--_:,_-__ ·--•-

'ª concentración de ;;,;,05·,, cie'i ;, medio?cru:Z~pizarro (2000); utilizando como 
-.;o..... _._,, - ,;,.• .. -:<};·:-. - . 

explantes brotes de.:hiJue'los<de ri:Zorria.;:obtenidos ·in yitro. Se manejaron tres 
• , "-- •· ,, . : ~ • - : • •• ,. • e - , • . 

niveles en la concentrac!ó~d~;~i{oéirii'!.i's'. ~~32 µM,4.60µM y, 6.90.µM para las 

tres fuentes y. una C:~nb~n.t~<:i'~ri' ~J~;t~~te)ie.~ÍB cÓn 0.~9 ~M. ~ara todos los 
' .... ··, ,,,.· ,_: .. ~:...·:-.·.o;-'..-: '.-: .•. ·: .• ·.--: ~ ... '-· ,.-· .,,._::.·1 -- · · ' - . · .· • -. 

casos, manteniendo :co11,e116 LÍnapropéírción citocinina I auxina de 5:1, '10:1 y 15:1. 
o-.o --•..•• -

La formación de pequeño~:~r~;es·en la base se observó a los siete dias de su 

establecimiento; resultando los trai8iruentos TDZ 4.60 µM con mayor proliferación 
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de brotes, con 16 brotes por explante y 6.1 brotes por explante en Klnetina a 4.60 

~1M. 

Se obtuvo un promedio general en longitud de brote~ de 15.6 mm, mostrando una 

longitud mayor los tratamientos de las. concentraciones de 2.32 µM para los tres 

compuestos citoclnlnicos TDZ, KIN y BA; ,. 

En los tratamientos con BA se presentó desarrollo de ralz en los explantes, no asl 

para Jos tratamientos con TDZ y_i<i.ie-tina; 
. .-:~··.> ~;->; ' 

Los explantes no mostraron -;,ltriflca~Íón dura'nte el.desarrollo de su cultivo in vitro. . - .· . ,._ ~; -,-. .. . 

Es factible Ja propagadión )~~º:;:t~ -~sp~~ie ~or medio de la micropropagación 

como una alternativa a la 'muitlpllcaC:ió~ convencional. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

La crisis productiva por la que atraviesa hoy en dia el agave azul. ha encarecido la 

materia prima por su disminución en las zonas productoras. afectando a la industria 

tequilera asi como a los productores po_r la falta de hijuelos para el establecimiento de 

nuevas superficies. 

A inicios de la déeada de '16s sO·s. se'irli~iarori los primeros trabajos en cultivo de 

tejidos en ésta esp<:~ie,pre~entánd¿se ~c,'n1~'una'.propuesta 'de reprod_ucción masiva y 

como una herramienta en el_ mejoramiE>r1to g".'~éti".(); - . 

-_ - _::¡:.::-.. « (:~··: 

Existen escasos informes sobre la propagaciÓn'.Jn 'vitro ~d·e esta especie; si bien. se 

encuentran algunos trabajos en el, gériero_'.aÍi~~~ ,enJos cuales se ha buscado la 

estandarización de protocolos de cultiva'. par-.,¡·s~r'~~ado~ \.~ la producción de clones 

in vitro con fines comerciales de esta espEicie;' e~-i~a actualidad aun no se lleva a cabo 

como una práctica comercial de multi~li~ac1'óri,:·~~jp¿nié~dose seguir con· el proceso 

de investigación para la generación d;;i·''~.,'ri~ci;.;,',~~tos -para mejorar y/o desarrollar 
'.·.· ·:·' __ ;, 

nuevas técnicas de cultivo. buscando ofrecer. matE>ñal vegetativo de alta calidad y en 

volúmenes óptimos. 

A diferencia de otros cultivos_ la propagación convencional del agave azul requiere de 

tres a cuatro años para obtener un número 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 clclica es indispensable trabajar con otras 

alternativas de multiplicación. 

Dado que la micropropagación es una herramienta valiosa en la multlplicaclón masiva 

y para el mejoramiento,' se: ha plariteado trabajar la multiplicación de este cultivo 
- ,. ', : ·' 

mediante esta técnica.' 

Entre' los fact~;~~ rnfJ~ <import.:ntes en un protocolo d·a· multiplicáción in vitro para 

lograr la expresión de IJ~a,dete~mi~~·da respuesta morfógenica (via'~rgancgé~esis o 

via embriogénesis ~o.ri~ti~~5. ~~ .~~cu~~tr~ ~l'll'l~~io de cultivo principalmente el 

aporte nutrimental (~o~C:13nt;..C:i~~ ~~;~al~s)'/1a·com:e:nt~a~iÓn defito~orhi~nas 
: . ·::·~{;.· -~>·_· .. · ·- ,- ,.·,, 

El efecto nutrimental s_e h_a :e~~lu~do on diferentes_ especies, 'Em.,loB_ ~uales se ha 

concluido que influye de forma· irl1po.rtante en.el desarrollo y calidad del explante. La 

concentración de nutrirn·~ntosp;-rede afectar la calidad y numero de. ,bro.tes, por lo que 

es necesario estudiar.su 'efecto. en. la especie de interés. 

La manipulación de las· concentraciones de auxinas y citocininas en Jos medios de 

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

constituyendo además la base de gran parte· de.Jos· protocolos de micropropagación 

(propagación vegetativa in vitre) existentes en la actualidad. 
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11. OBJETIVOS. 

2.1 Generales. 

Evaluar diferentes medios de cultivo en Ja multiplicación y desarrollo de Agave 

tequilana Weber cv. Azul bajo condÍciones in vitro. 

Evaluar distintos compuestos· citochílnlcos ·en Ja formación de brotes_en explantes de 

Agave tequilana Weber.cv. Azut obtenidos . in vitre. 

2.2 Pártlculares. 

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

de brotes. 

o Analizar el comportamiento moñológico de Jos .explantes en Jos diferentes 

medios de cultivo. 

o Evaluar Ja respuesta moñógenica . de explantes expuestos a diferentes 
. . 

concentraciones y tipos de ·=mpuestos citoci~lnic.os. 

o Determinar el tipo y concéntración de citoc.inina que favorece el balance 

hormonal en la formación y multiplicación de brotes. 
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2.3 Hipótesis. 

o Si la capacidad de organogénesis esta determinada entre otros factores por la 

nutrición in vitro, al variar la composición del medio de cultivo existirán 

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

o SI la eficiencia en la generación de brotes esta determinada por la relación 

exógena de filohormonas del medio al. variar la misma se tiene diferente 

respuesta organogénica en los explantes. 
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111. REVISIÓN DE LITERATURA 

3.1 Morfogénesis in vitro 

La moñogénesis puede definirse como la, génesis o Iniciación de la forma y de la 

función de los organismos vivos. El estudio, de la moñogénesis vegetal tiene como 

objetivo fundamental identificar los procesos' mol13culares, bioqufmlcos y fisiológicos 

que conducen a la aparición de nuevas estruct;,.ras organizadas en el cuerpo de la 

planta (Azcon-Bieto y Talón, 1 g93). 

A nivel experimental se utiliza el tém1ino ITloñogénesis para describir el origen de fa 

forma de la planta, entendiendo por'. forma' la organización ·estructural, de. la célula 

individual o ultraestructura, 1a·organiz~·ciÓn' de céÍ~las para formar tejidos o anatomfa y 
. -.. - - ---.. -~-:,=· · .. -- -- >- • - - - • ' -

cuerpo de la planta o morfologla(WareingyPhillips, 1978). 

. ' ; - -

Todos los organismos:,'· es,pecilllmente. las., plantas,.,, muestran una tendencia a 

restaurar o reemplazélr parte~,,~~~ les.han sido removidas,, produciendo nuevamente 

una estructura completa a cierta distancia de la superficie herida; a este proceso se le 

denomina regeneración y se refiere a' la organización de estructuras, fisiológicamente 

aisladas del organismo (TrancThan-Van. y. Trinh, 1990). Sin embargo, en la mayorla 

de los reportes en cultivo de tejidos utilizan este término asociado estrechamente con 

el de "totipotencia", para referirse a la organización de plantas completas a partir de 

células o tejidos. 
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El desarrollo histórico de la tecnologla del cultivo in. vitre va ligado a los Intentos por 

demostrar experimentalme,nte la ,ti>tipotencia, celular, es decir. la. capacidad de las 

células para regenerar· el; fenotipo ,de· la: planta de la qUe dérivan. · El proceso de 

diferenciación, cE!1u1ar"'.no<'irrlplic~ perdida· de materlál ' gen.ético ,sino·.· expresión 
;,: 

diferencial'de los genes'(Azco.ri-Bieto y Talón, 1993) •. Por ello/la' mayorla de las 

células veg~t..-r~s ~G~J~n·e~ principio considerarse totipotentes; siendo I~ base de la 

multlpllcaclón ~~~~i~uJa. >.· 

Los trabajos ya clásicos d~ Sk~og y M.ilJer. (19S7) en tabaco y los de Stéward et al., 

(1958) y Reinert (1959) en-~cél~l~~;;()~áu&~~ clE! ~..-~ah~ri~ 'cr~~ro,n las bases para el 
- -- . ··- - - ' . .; ,;·. . - ·~ -.. <> - -- - .. .. - . - ·- _. _, 

estudio de la morfogénesis ín.IÍitrd.de~las''planias;superiores:·Actualmente, se sabe 
'""'.-¡ . .':-.< .. -·; · _ :·>e ·."·; 

que las células en cultivo pueden.manifestar,_su)_totipotencia··.regenerando plantas 

completas siguiendo dos rutas allElrriati"~s':' 
- :- :_ : -" ·<<~«-~. :·.· ~:~-~~- . . 

. - ' --- ' 

Organogénesis, que conducen .a •l~·;cfüerenclaclÓn de meris.temos caulinares y/o 

radiculares, que originan tallos'(caul~genésÍ~)" 'o ralees adventicias (rizogenésis). 

" Embriogénesis somática, qUe lleva a la formación de embriones somáticos a partir 

de células somáticas::embriológicamente competentes. (Ahuja, 1993) siguiendo las 

fases del embrión 'cigótico (globular, corazón, torpedo, cotiledonar), aunque 

obviamente, sir:" fecurld~ción. 
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En las dos rutas siempre es posible distinguir dos modelos de desarrollo morfogénico: 

Morlogénesis directa, cuando los órganos o embriones·se originan directamerite del 

explante (parte de la planta utilizad·~ para e;,;tablecer el. cultivo) en ausencia de 

proliferación de callo (masa celular ,;in diferenciación aparente). 

Morlogénesis Indirecta, en la que la formación de callo es previa al desarrollo de 

estructuras organJzadas .. 

Organogénesis. 

La organogénesis involucra procesos de difer.enciación e ir:iteracción celular y reacción 

a señales especificas; .mediante los cuales es. posible la .. generación de brotes 

adventicios a p~rtlr ~e tejid6 somático. ·~,;1(),; ~r~~:: se éaraéterizan por. ser 

estructuras u~ipolares conectadas f¡slcame~te '.al, t~Jid()::qu0~de,;cli~ origen· (conexión 

vascular con el tejido del.qLi,; derivan) (Thi>Íp~ .. 19a1;'ói~;;;.;~:1sas)~ . 

Mediante este proceso morfogenético pÚedAn· diferenciarae in: vitro brotes adventicios 

ó áxilares, que son susceptibles de ~~r~i~a;:~fo:~~?~l~'}ias ~olTlpÍeta~. 

En la organogén.esis los. brotes p~eden generarse sin Ja fase de callo (organogénesis 

directa) o bien generarse a partir de callo (organogénesis Indirecta). 
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Esta vía de regeneración se ha utiHzado en· genotipos mejorados con baja tasa de 

propagación in vitro, en especies de difícil propagación por métodos convencionales y 
, ,'· '"' • • • "' • > 

en especies susceptibles a plagas y enfermedades. 

La 

. \' . ·< .. > >·. ·. . 
respuesta morfogénica por dichas:.vras:ci .. 're~enerac:lón.es. e~timulada. por el tipo 

de explante, medio de cultivo, uf)()} co,:,~9¡:,¡,:.;.<?ión.cÚifitohi:;rmbnas·:'cch~istianson y 

Warnick, 1988) y factores ambientales p()r 1()'~u¡; en un .protocolo< de muitiplfc.;,ción in 

vitro deben considerarse dichos aspectos. La c~pac:;idad,de,rege11eraciÓn a través de 

los procesos de diferenciación, está det;;rmin~da f'.lbrila.)nte.racción de factores 
>;,,·: r" ,• ~ ·.~··.' ' .: •' 

intrinsecos y extrínsecos de la planta, que en .condiciones de cultivo in. vitro pueden 

ser controlados. 

Los factores intrinsecos involucran al genotipo y estado de desarrollo de la planta.y el 

explante. Mientras que los extrlnsecos incluyen: a) condiciones ambientales del medio 

como el suministro de nutrimentos orgánicos e inorgánicos y hormonas; y b) 

condiciones físicas como la consistencia del medio de cultivo, la.luz, la temperatura y 

el pH. 
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La regulación qui mica de la morfogénesis en ·tejidos.in vitre ha .sido bien documentada 

desde que, en 1957, Skoog y MHler demostraron la i.mportancia dE!I balance hormonal 

auxina-citocinina, sin embB'rgo: rriuch:as· es·peci0s'.nO~_reSpO~den a los_. procedimientos 

lógicos de cultivo p6r 1() qu~ se co~{i~ua inJesÍi~~ncl~ ~ci~~e Í~s posibles mecanismos 

de cultivo involucrados ~n.el~~o6e'~()·c(Christ;'3nson yWa~~ick 1988; Ellen, 1988). 
. - ~ . . ' -. . . - '\ . . . . ' .. . . --

Algunos aspectos de la m;;rfogéné~i~ "~gei'a1 h'án'sido~estudiados ·durante un largo 

tiempo desde diferentes p~ntci~ d~ .vÍst~. 'p~r6 'pu~d~ decirse que aún no se ha 

obtenido un control pe~~ci() de>¡..,; ri,~~b~~,.;~;is 

Si bien la expresión in vitre.de una determinad.;, respuesta morfógenica (regeneración 

de ralees, tallos o eml:Írionesfviene J:térmi,;·;~:ª: por.18:1nieracción de numerosos 
·.· 

factores, es indudable que las·fitohormo~as' desE!mp~ñianun papelfundaíne11tal.en el 

control de 1a · morfogénE!s1s (Ammirátc:>;}~!36l; I:)~ esta t;;"J"l~i)'3 ~~~J;.~kst'3 m;,fogénica 

influye tanto los niveles endógenos de_auxin ... s y citocininas: corrio'la ré1áCión'exógena 
' ·-:·-.··· 

de fitohormonas del medio de cultivo~ 

Skoog y Miller (1957) demostraron en el proceso organogérÍico.E!~tiri,dE!t .. r1111nado por 

un balance entre auxinas y citocininas; la influencia de este balai'..ce la ·estÚCtiaron en 

Nicoliana tabacum L., encontrando que una proporción mayor de auxlnas"con.'relación 
. . : . 

a citocininas indujo ralees, mientras una proporción opuesta indujo la· formación de 

brotes. Estos resultados demostraron que el balance hormonal marca el destino de las 

células morfológicamente competentes. donde auxinas como 2,4 - O, ANA y AIB son 

importantes en la inducción de ralees y callo, mientras que citocininas como: BA, 2iP, 
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Kinetina y Zeatina son necesarias para mantener el crecimiento celular del tejido e 

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

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

Competencia Determinación 

EXPLANTE 1 ~ EB - - - - • ~ 1 ÓRGANO 

"desdi,erenciación" 

La formación de callo en el explante es referida como desdiferenciación, mientras que 

la capacidad de! explante para responder al efecto inductivo del medio es llamada 

"competencia". Según Walker et a':, (1979). la competencia para .inducir, brotes está 

en función de la acción de los genes y el tamaño de los agregados .celulares. La fase 

de inducción esta Influenciada po.rfitohC>rmom1s exógenas; las cuales'juegan un papel 

importante en la slntesis de protelnas que ·determinan,· m·ediante la diferenciación, la 

generación de un brote o ralz. 

La manipulación de las concentraciones de auxinas y citocininas en los medios de 

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

constituyendo además la base de gran parte de los protocolos de la propagación 

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

'Tlj? (' T (1 e('\ T,J 
l .L'..Jl0 ·Vl" 
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La regulación· más precisa de órganos en respuesta a la aplicación exógena de 

auxinas y citocininas se consigue, utilizando expl.antes superficiales (epidérmicos y 

subepidérmicos) •. En· este·tipo de.' explantes es posible, estabiécer varios programas 

morfogénicos (inducc.ión ·~e· y~~~~ florales o· vegetativas, raicés y callo) efectuando 

cambios .;n la. relación auxina:~'itocinina, pH, intensidad luminosa y azúcares, (Tran­

Than-Van y Trinh, 1990)~ 
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3.2 Propagación de agaves 

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

años para obtener material vegetativo viable para plantaciones comerciales. 

El agave tequilero al Igual que otros agaves se reproduce . asexualmente a través de 

vástagos o hijuelos que emergen del suelo y por pequeñas plantas del "quiete" o eje 

floral. La reproducción sexual es por semilla y no es Igual a la planta madre. 

3.2.1 Métodos convencionales 

Los agaves tienen tres formas de propaga.rs.e: Vlasexual· en forma de .. semillas; por 

hijuelos de rizoma y por apomixis vegetativa ·(péqueños hijuelo~ dé la inflorescencia o 

quiete), estas dos ultimas, son vias a~exua;~s;(~~le~~u~l~.1~9¡). 

Semilla 

La reproducción sexual en agaves es limitada debido a que las semillas presentan 
''-·, . ·' ._ ;"" 

porcentajes bajos de germinación y variación ·genética.·de las mismas. Las plantas 

resultantes son muy heterogéneas para el cultivo, ad,emás de tener un crecimiento 

lento pudiendo tardar casi tres añ.~s ~ara,:u'egar a ser u".'a · plántula dé tamaño 

comercial. 
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Rizomas. 

La multiplicación a través de rizomas es común en la generalidad de los agaves. El 

rizoma es una estructura especializada para· Ja división. y/o separaéión. es un tallo 

lateral etiolado,el cual crece plagiotrópicamente, con.hojaspequeñas excepto cuando 
·.·.< .. ···.· ,• 

son expuestas a la luz; los rizorraas ·. en'.ergén del tallo principal y son inducidos 

acrópetament;,. (Ha~m~nn, e~ ~l., 1 ~~7). 

Los hijuelos de rizoma ·_son cc)múnó1:ent~ ust;;dos en_efcuttiv~ para el establecimiento 

de plantaciones de ag-ave.·E~t~ h~ siclc:>, Í1/Única f;;rma· de propagación que se ha 

practicado por mucho tiempo c260 ~ii~s ; o más); l.;;. vemta]..' 'el~ esta forma de 
:-<-~:: . . . - .. _.: -· . . ; -.--' : . ' -. -', 

propagación es la rapidez con q·ue se.obtienen plántulas de· buen tamaño.y la calidad 

de éstas por planta (Figura 2) •. 

Apomixis. 

Para el caso de los agaves existe otra forma asexual de reproducción diferente a los 

rizomas, que son los hijuelos de quiete o bulbillos, que se producen por apomixis 

vegetativa. 

La apomixis puede definirse como la producción de semillas sin previa fecundación. 

Esta puede producirse por varios mecanismos y las semillas resultantes tienen solo el 

material genético de la planta madre. 
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Fruto 

Hijuelos de rizorno 

~ 
~+--¡ 
~ lnflorescencio 

Lugar donde 
los hijuelos de b ~€'. desarrollan u b1llo por opomlxis 

~copo florol 0 Quiete 

Hoja o Penca 

~ 
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Puede requerir o no de la polinización o de la germinación del tu.be pollnlco para dar 

inicio a la formación de semilla, pero nunca se produce la unión sexual, siendo término . . 

más especifico que ·al concepto de poliembrionla •. que alude solo a., la.presencia de 

más de un embrión en~.la ~¡,milla, independlenie.:n'3nt;,., cfer erige~ ~e Íos mismos 

(Bustamante; 1 ~B7). · 

- ·,: . ,. , .-' 

Una forma de ·~polllixi~· vegetativa es precis~m~nte ·la· presencia' de plántulas en la 

Apomixis vegetéitiva es·e.1 térini'"!o ~~ado, par'3 definir el proceso de formación de un 

embrión dentro cfel ~vulo' cf~ l~s ~larítas qu'3 ~reducen flores. Es decir que en lugar de 

que ocurra :'la, producc;~n: de .1-~\ ~~r ·~43 prpducen en el mismo sitio estructu.ras 

vegetativas (Ha~mahnet ~I~:·.; 997): '. 
- - ·'.::- .,_._--__ r(·.~ .. _ .. -(:~ .. ~~~ .->':··· -::--· ,-

Álvarez de Zayas (1987} rri~nclonócque; ~n· especies como el sisaL·Y espadln se 

pueden tener d'3 20~0 ~ 3odo pl~·nt~l~s por planta madre; de esta manera se obtienen 

tantos bulbillo como botones florales. 
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3.2.2 Micropropagación. 

Al igual que otras plantas perennes con limitaciones en su multiplicación, la 

propagación vegetativa mediante Ja utilización del cultivo in vitro es una opción muy 

importante para las plantas como Jos agaves, obteniendo a través de Ja manipulación 

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

3.3 Cultivo de tejidos en Agavaceas. 

Nava (1988) mencionó que en Agavaceae, el cultivo in vitro ha sido. orientado casi 

exclusivamente a la micropropagación, teniendo como antecedentes históricos los 

trabajos en el género Cordyline en 1975 y Dracaena y Yucca en 1974. Para el género 

Agave se tiene el primer reporte es pubHcado en 19i7, y es hasta finales de la década 

de los ochenta cuando se reportan algunos trabajos especificas sobre cultivo in vitre 

de agave tequilero (Cuadro 1 ). '···· 

3.3.1 Antecedentes del cultivo in vitro en Agave tequi/ana Weber cv. :Azul 

La primera propag'ación ·del· agave tequilero por cultivo de tejidos fue reportada por 

Gracián-Sandoval, (1g87), la cual coincidió con un periodo critico de abasto de 

material vegetaUvo procedente del agave. La propagación masiva del agave tequilero 

se mostró entonces como una panacea a dicha problemática (Valenzuela, 1994). 
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Por esos tiempos la Cámara Regional de la Industria Tequilera firmó un convenio con 

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

seguimiento. 

En los siguient.:is ·añ~~ :Te~.:;ila c.:ierv~ estable'ciió:;L Íal:Íoratorio especializado en la 

micropropagaciÓn de ag~~e ~on a~~~~/¡~ ~~?ce,:;;ro de. Investigación Cientlfica de 

Yucatán. Este pr6ye'cton6 5.;, ciiiuAdió e'Íl forrTla púbÍl~a: 
- "\. ,·-· .. ; ·. 

Los trabajos de inv~stlga~iÓn_ ~º~;.;, lts:écnicas ~e propagación de agave tequilero 
. ~'. 

abundaron en; periodos de· escasez·:de hijuelos y· materia prima, dejando de ser 

atractivos para los procl~ct~res de 'agave y de tequila. Debido a las siguientes causas: 

. .. 
a) Altos costos para obténer plántulas .. 

,--~ .· .. ~---: - _-:.:<· -·~. -
b) Probables fallas .técnicas de la metodologia. 

c) La falta de ün planteamiento real sobre la problemática del cultivo del agave. 

A la fecha se tiene conocimiento de las tendencias y aspectos que comprenden los 

trabajos de investigación sobre esta técnica en agave tequilero, la mayoría de estos 

aún en etapa experimental (Cuadro 2). pero aún las empresas y productores no están 

convencidos totalmente del beneficio que pueden obtener con la micropropagación del 

agave. 
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Cuadro1. Antecedentes de la propagación In vitro de Agavaceas. 

ASPECTO EX PLANTES MEDIO Utilizado 

Micropropagación de Cordyline Secciones de ápices de MS; liamina 0.4 mg• L-

termina/is brotes preestablecidos Pirldoxina 0.5 mg• L" 1 

Acido nlcotrnlco 0.5 
(Kunisaki, 1975). asépticamente en mg• r', sacarosa 30 

medios sin hormona. g• L"1
, Saeto agar 9 Q• L" 1 

Inducción de callos en distintas Fragmentos de LS modificado(écido p-amino 

especies de Agave semillas. benzoico O, 1 mg• L · 1 

• tfrosina 1 00 
(Groenewald et al., 1977). mg• L_,, caseina hidrolizada 3 

Q• L'' 
2,4 -O Kl, aaara a• L' 1 

Propagación de Cordyline Secciones de ápices de MS, i- lnositol 100 mg• L' 

termina/is a partir de callo brote. Tiam/na 0.4 g 1" 1 2,4-0 3 mg•L'', 
agua do coco 1 O %(v/v), 

(Mee, 1978). sacarosa 20 g• L' 1
, agar 9 g• L · 

1
, nHS.6 

Estudio de las condiciones de Fragmentos de MS modificado (ANA o 2,4·0 y 

cultivo de células de Yucca filifera cóleoptilos y hojas, de 

1 

BA) 

y su cuantificación de plántulas 
sarsasapogenina preestablecidas 
lOuintero et al., 19801 aséoticamente. 
Propagación in vitro de Dracaena Secciones de tallo MS, ANA, 2,4-0 o Kin, agua de 

nJanginata tricolor incluyendo nudo y coco 15 o/o(v/V), sacarosa 20 
g• L" 1,Bacto agar B 

(Chua et al., 1981 ). entrenudo. CJ• L" 1 nH a 6.0 
Propagación in vilro de henequén Yemas axilares de tallo MS, tiamina 0.4 

Agave fourcroydes Lem. hijuelos, rizomas e mg• L" 1
, inositol 100 

mg• L" 1una auxina (AIA, AIB, 
(Madrigal et al., 1981). inflorescencia. asi como ANA o 2,40) con BA o Kln, 

secciones de tejido del sacarosa 

tallo v de hoias ióvenes. 30 g• L" 1
, pH a 5.7, agar 8 g• L" 1 

Propagación In vilro de Fragmentos de hoja de MS modificado (ANA, 2,4·0 o 

Sansevieria trifasciata la mitad superior del Kin) sacarosa 20 g• L" 1
, pH a 

(Blazich v Novitzkv, 19841. tallo. 
6.3, Saeto· agar a g• L"1

• 

Efecto hormonal en el cultivo in 
vitro de distintos cultivares de N.R. N.R. Cordyline. 
~g et al., 19851. 
El cultivo de tejidos vegetales y su 
posible aplicación en el 
mejoramiento genético de las N.R. N.R. Agavaceas. 
(Robert v Garcla, 19851. 
Morfogénesis in vitro de Yucca Secciones de hipocótilo. MS modificado (ANA o 2,4·0), 

schidigera. agar 1 g• L"1
• 

(McCarthy_x Staba, 19851. 
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Efecto de la composición del 
medio en la propagación in vitro y 
desarrollo in vivo de Cordyline 
termina/is 
(Evaldsson y Welander, 1985) 

Medio liquido adicionado para el 
establecimiento de cultivo de 
tejidos y la mejora de la 
elongación y enraizamiento in vivo 
en Cordyline fruticosa, 
Philodendron erubescens, 
Magnolia soulengeana. 
IMaene v Debergh, 1985) 
Propagación in vitro del mezcal 
tequilero Agave tequilana Weber 
(Gracián-Sandoval y Cruz, 1987) 

Propagación in vitro de maguey 
pulquero. 
(Gracián-Sandoval, 1987). 
Estudio comparativo de las 
enzimas involucradas en el 
metabolismo nitrogenado en 
plantas sanas y vitrificadas de 
Agave tequilana Weber 
<Castro et al., 19871. 
Aprovechamiento integral de 
Agaves y Opuntias. 
<Pérez et al., 1987\ 
Propagación in vitro de Agave 
fourcroydes. 
(Robert et al., 1987) 

Aplicación de la biotecnologla en 
cultivos agroindustriales: caso de 
los Agaves 
<Madrioal v Bailón, 1987\. 

Brotes axilares (2-4 Sales MS al 50 y 10 %, WH y LP 

mm). 
suplementados con sacarosa 20, 
30 y 40 g•L'1agar 6 g•L-1, 
auxlnas (ANA, ANO, AIA y 
AIB)concentraciones do 0.1, 0.5 
y 1.0 mg• L'1. Citocininas (BA, 
BAP, Zeatina, 2iP 1' Kin) a 0.1, 
0.5 1.0 y 2.0 mg• L' 

Brotes obtenidos in ~ª~~~~~~4 ~~;~-~ ~-?n~~itol 100 vitro. mg• L'1Kin 0.5 y 2.5 mg• L'1
, 

sacarosa(O, 10, 20, 30 40, so. 
60, 80 y 100 
9• L' 1

) 

1 Apices de brote. Sales MS al 100 y 50 %, tiam1na 

~~.';:-q~ ,!:;~, ~~~oax~~~n~-~ una 
citocinina, sacarosa 30 g• L" 1

, pH 
a 5.8, medio liquido y con agar 6 
O• L"1• 

N.R. N.R. 

MS modificado (23 mM de NQ3·. 
5 mM do NH. •, 2, 4-0, BA), 

N.R. 
condiciones crecientes de 
potencial osmOtico 

N.R. N.R. 
Secciones de tejido de MS modificado(K NQ3 5 mM, N03 

rizoma y tallo. NH. 18 mM, 2,4-0, BA) o es' 
modificado (2.4-D, BA)o SH2 

modificado (2,4-0, BA) o SH 
modificado (K N03 SmM. N03 
NH• 10 mM, 2,4-0, BA); agar 10, 
8 y 6 g• L·1para MS, 85 y SH 
resnoctivamento 

N.R. N.R. 
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Agave tequilana in vitra, un 
modelo para estudio en 
morfogénesis 
(Nava, 1988). 

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

Actividad de la Glutamato 
dehidrogenasa en plantas 
normales y vitrificadas de Agave 
tequilana Weber Propagadas in 
vitro 
(Castro-Concha et al., 1990). 
Rápida propagación de Agave 
canta/a , A. Fourcroydes y 
A.sisa/ana por cultivo in vitro 
IBinh et al., 19901. 
Micropropagación de Agave 
sisa/a na 
(Das, 1992) 

Influencia de los agentes 
gelificantes en el cultivo in vitro de 
Cordyline, Rosa y homa/omena 
(Podwl(szynska v Olsewski, 19951. 
Micropropagación de henequén: 
notas y tecnologia 
(González-Oramas et al., 19961. 
Propagación in vitro y 
establecimiento de Dracaena 
n1arginata var. Tricolor 
<Atta-Afia et al., 1996) 
Propagación in vitro de Agave 
pacifica 
_(Moreno-Salazar et al., 1996). 
Clonación masiva de Agave 
sisa/a na 
~gas v García, 1996l. 

Secciones de tallo. MS suplementado con tlamlna 1 
g• L-', 1-inosltol 100 g• L" 1

• 

citoclnlnas (AIA, BA, Kln, 21P) a 
concentraciones de 5, 1 O, 50, 100 
µM combinadas con 2.9 µM de 
AIA. 

Bulbillos, segmentos Sales MS, suplementado con 

básales de hoja. 555 µM do inosltol y 8 g• L" 1 

agar, tlamlna ()1.2, 0.3 i•M). 
ácido nlcotlnico 4.0 µM, 
plridoxlna 0.5 i1M, adonina 
sulfato 198 µM, tirosina 552 µM, 
BAP 44.4 i1M, ANA 0.5 y 5.4 µM, 
2.4-D 1.4 i1M, sacarosa 58.5, 
87.7 v 56 a• L·'. 

Segmentos de tallo MS modificado, KNOJ 18 mM, 
NOJ NH" 5 mM, suplementado 
con 44.41 i1M do BA. 0.113 µM 
de 2,4-0 y 30 g L· 1 de sacarosa. 

Segmentos de tallo (7- MS. sacarosa 2°/a, 10 °/a agua de 

8mm) distintas coco y 6% do agar. ANA 0.075 
mg• L" 1

, AIB 0.1 mg• L·1mas 0.5 
secciones. mg• L' 1de Klnetina. 

Segmentos de tejido de MS y SH con 3 °/a de sacarosa, 

rizoma (5-7 mm) y 0.6 % de agar, BA 0.89, 2.2, 4.4, 
8.9, 22.2 y 44 µM, en MS. 22.2 y 

brotes laterales (6-8 44.0 µM do BA on SH. 
mml. 
Brotes obtenidos in MS, solidificado con diferentes 

vitro. agentes gelificantes Bacto-agar 
7 g• L" 1

, Agar purificado 7 g• L"1. 

~_q:~::r~; ~~,!-~:,~hytagcl 2 g• 

N.R. N.R. 

N.R. N.R. 

N.R. N.R. 

N.R. N.R. 
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Embriogénesis 
reginae MOore 

Agave victoria-

(Rodrlguez-Garay et al.. 1996). 

Alta frecuencia en la regeneración 
de brotes de Agave sisa/ana 
(Nikam. 1997). 

Micropropagación y 
establecimiento de Yucca aloifolia 
(Atta-Alla y Van, 1997). 
Desarrollo y acumulación nocturna 
de ácidos durante la ontogenia de 
Agave allenuata cultivado in vitre 
(Estudio metabolismo CAM en 
cultivo in vitre) 
IWen et al., 19971. 
Proliferación y enraizamiento de 
brotes de Yucca aloifo/ia, 
Y.filamentosa. and Y. filamentosa 
var. Variegata 
IAtta-Alla et al., 19971. 
Embriogénesis somática de 
algunas cactáceas y agaves 
~~ntacruz-Ruvalcaba et al., 19991 
Propagación eficiente in vitro de 
Agave Parrasana Berger. 
(Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999) 

Interacción de los iones en la 
producción de sapogenina 
esteroides contenidos en cultivo 
de callos de Agave amaniensis 
(lnv. Farmaceutica) 
IAdriianv et al., 1999). 
Propagación de palma cabbage 
(Cordyline termina/is) 
(Javed-Butt. 1999). 

Hojas. MS modificado, 5mM de 
NQ3 NH,., suplementado con L2 
vitaminas, 4.6 :M de Klnetina, 
1.6 µM ANA, y solidificado con 2 
g• L" 1de Phytagol. MS con L2 
vitaminas, sacarosa 30 Q• L" 1

, 

I ~·::!:;r<~-~~·L~;~B, 1.4 y2.8 µM 

Segmentos de tallo MS, Gamborg (LS), SH, y Whilo, 

de bulbillos (10-12 suplementados con vitaminas 
MS y AIA,ANA, 2.4-0, Kinctina y 

mm2 ) segmentos de BA (0.1 y 5.0 mg 1 "1
) pH a 5.7 

rizoma 110 mm2 l. 
Brotes obtenidos in MS, sacarosa 3 g• L' y 0.2 ºlo de 

vitro. Golrito. ANA 1. 1 J'M combinada 
con BA (4.4, 8.9 y 17.8 µM) ó 
TDZ 11.1 2.3 u 4.5 "M' 

Semillas. MS al 25 % , pH ajustado a 5.7 
-5.8 

N.R. N.R. 

N.R. N.R. 

Semillas. Sales MS, vitaminas L2 (Phillips 
and Colllns, 1979), 30 g• Lº'de 
sacarosa, 6 g• Lº 1de agar. BA 
(0, 13.3, 26.6, 39.9 y 53.2 µM) y 
2 4-0 tO. 0.04 0.11u0.1811M\ 

Callos cultivados. MS, suplemenlado con 23.2 µM 
de Kinetina, 2,4-0 2.26 µM. 
KH2P04 2.50 µM, sacarosa 
87.64 µM y agar 7 g• L" 1

• 

N.R. N.R. 

TESIS CON 
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Efecto de los reguladores de 
crecimiento en fa 
micropropagación de Dracaena. 
IGrewal et al.. 1999). 
Protocolo de micropropagación 
de Dracaena marginata 
ISawv et al.. 2000) 
Propagación in vitro de Dracaena. 
(Sink et al.. 2001 ). 

Asimilación de iones de cobre en 
suspensión celular en el cultivo de 
Agave amaniensis. y su efecto en 
el desarrollo y contenido de 
aminoácidos 
lnv. Farmacéutica 
IKartosentono et al., 2002). 
Regeneración vía organogénesis 
de plantas de sisal Agave sisa/ana 
(Hazra et al., 2002) 

N.R. No referido. 

N.R. N.R. 

N.R. N.R. 

N.R. N.R. 

Callos. MS adicionado con 5 mg• L" de 
Kinetina, 0.5 mg• L" 1do 2,4-D. 
340 
mg• L"1 KH2 PO,., 3% de 
sacarosa, 0.7 º/o de agar 

Segmentos de MS, N03 NH,.. 1500 mg•L" ,9.05 

Rizoma 6 mm. µM de 2,4-0 y Klnellna 4.6 µM, 
30 Q• L"1 y B g• L" 1 de Bacto 
agar, para Inducción de callos. 
Para regeneración de plantas 
utilizaron el medio: MS 
adicionado con BA, 21P, 
Kinetlna (9.3, 18.6, 27.9, 37.2, 
46.0 µM), Zeatlna (0.46, 2.28, 
4.56 µM) y TDZ (0.46, 0.92, 

Ml 
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Cuadro 2. Tendencias en las Investigaciones de Agave tequl/ana Weber cv. Azul 
mediante cultivo in v/tro. 

TITULO INSTITUCION AUTOR 

Micropropagación de agave Cámara Regional de la Promotora del Maguey y 
tequilero Industria Tequilera Nopal(1987), citado por 

Valenzuela (1994) 
Laboratorio de cultivo de Tequila Cuervo S.A. de Tequila Cuervo con 
tejidos. c.v. asesorla del CICY (1987), 

Citado por Valenzuela 
11994) 

Agave tequilana in vitro. un Colegio de Postgraduados Nava (1988) 
modelo para estudio en 
rnorfogénesis. 
Perfiles de poliaminas Universidad Autónoma de Aguilar (1988) 
durante el desarrollo in Yucatán. 
vitro en explantes de Agave 
tequilana Weber y Agave 
fourcroydes Lem cultivadas 
en condiciones vitrificantes 
v no vitrificantes. 
Cuantificación de la Universidad Autónoma de Maidonado (1988) 
actividad de la glucosa-6- Yucatán. 
fosfato deshidrogenasa 
durante la 
micropropagación de 
~gave tequilana Weber. 
Cuantificación de la Universidad Autónoma de Pe raza (1988) 
actividad de la enzima Yucatán. 
lactato deshidrogenasa 
durante la 
micropropagación de 
Agave teguilana Weber. 
Potencial productivo de la Universidad Autónoma de Madrigal -Lugo 
biotecnología aplicada a la Cha pingo. (2000). 
~groindustria teauilera. 
Reserva genética y Universidad de Centro Universitario de 
propagación de clones de Guadalajara. Ciencias Biológicas y 
Agave tequilana Weber Agropecuarias de U. de G. 
resistentes a enfermedades (1996). 
conocidas como Proyecto en curso. 
marchiteces. 

.,,r.i,..1~ CON ~ I,;) u . 
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Clonación masiva in vitro 
de Agave tequilana Weber. 

Embriogénesis somática 
indirecta en Agave 
tequilana Weber: efecto 
citocininas. 
Embriogénesis somática 
indirecta en Agave 
tequilana Weber: efecto 
auxinas. 
Selección celular para 
resistencia a filtrados 
microbianos en Agave 
teauilana Weber. 
Generación de variabilidad 
genética mediante 
mutagénesis in vi/ro de 
Agave teauilana Weber. 

Centro de Investigación y Rodrfguez- Garay (1997) 
Asesorfa Tecnológica del 

Estado de Jalisco. 
Universidad de Santacruz- Ruvalcaba 
Guadalajara. (1997) 

Universidad de Portillo (1997) 
Guadalajara. 

Universidad de Vélez (1997) 
Guadalajara 

Universidad Autónoma de Osario (2001) 
Yucatán 
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Dentro de los aspectos que se han estudiado en la micropropagación de agaves son 

los siguientes: 

3.4 Componentes del medio de cultivo 

Uno de los factores a considerar al iniciar un protocolo de micropropagación, es el 

medio de cultivo (Viliegas 1990). El medio de cultivo es necesario en las diferentes 

etapas de micropropagación, sus principales componentes son: 1) sales inorgánicas, 

2) sustancias orgánicas como fuentes de energia y carbón(carbohidratos), vitaminas, 

aminoácidos y reguladores de crecimiento, 3) compuestos no definidos de origen 

natural: jugos, extractos de frutos, antioxidantes, absorbentes (carbón activado) y 4) 

materiales inertes de soporte como el agar, silicagel. 

Los minerales constituyen substancias.nutritivas importantes, la mezcla de.macro y 

micro-sales depende mucho de las·pianta·s con las.que se trabaja; Siendo los medios 

básicos más usados: MS (Mu~.;shiÚeyisk~og, 19e2):para plantas herbáceas y el 

Woody Pian! Medium (McCown,& LIÓyd, 1980) pa'r'3 plantas leñosas (Kytey Kleyn, 
,! .'. ·- . ' ' - :. .-

1996) 

' .. -· ... -··-
El éxito de la generación de:· plántutas , por: cumvo in vitro depende de la selección de 

un medio adecuado; .u~~ el~ ~~~l~~~e,' .:,,;,~i.;,n;e d~ incubación y calidad de reactivos 

(Guerrero-Agama, · 2000); .'~e,;,I~ ·forrTla e!' que se prepare el medio (cantidad, 

combinación de .todos los· constituyentes y esterilización) dependerán los resultados 

que se obtengan en el cultivo de tejidos (Villavicencio, 1998) 
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Si se quiere determinar un protocolo eficiente de multiplicación, se requiere diseñar un 

medio de cultivo, o bien modificar la concentración de sales en base a la especie que 

se pretende multiplicar. 

Dentro de estos m:d;o~'de cu,itivos se pueden considerar sólidos (con la adición de un 

agente gelifican,te) ó liquidas (sin la adición 'de los mismos). 

3.4.1 Medio sólldo 

Medio sólido es todo aquel que contiene un agente geiificante. La firmeza del medio 

depende principalmente de tr~s factores: 

pH: Es necesario establecerlo,de, 3,5 ,~ 4,0 como mínimo para que el gellficante actúe; 

siendo menor' de 3;5 el medio,'~e puede licuar; Hay que tener en cuenta que después 

del autoclave el pH baja, en promedio medio punto y que sigue bajando durante el 

cultivo (Selby et al., 1989). 

Composición qulmica 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 añadir una cierta concentración de un catión divalente 

(Ca 2 +, Mg 2 •). 
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Concentración: Para el caso del agar es de. 0.6-0.8 .%. Si se utiliza una co.ncentración 

baja (0.4%), el medio nutriÜvo permanece sin cuaja~: sobre todo. cuan.do elpH es bajo. 

Si la concentración es .muy alta .(1.0 :%), ,el:rriediode·culti~~: qUeda';m.uysólido, 
. . . . . . . . ·- '. ~· ~· -, . , - . 

haciendo dificil la inoculación, pudiené!6 af~6ti.r.;~mtiiéri~~I c:;e;6in11entÓ -i,; viÍro cuando 
. - -. ' ,._ . ,, ... '.~-~J ,.,_ . __ ., -· ",,•.• >;:. , · .... , ;--.-.·_.; -;: ,.·. ·. 

la concentración es demasiada. alta:• SI •s .. .i~!iliza:c.':'~ª'•co~centraclón del 0.6% y el 

medio no adquiere ñgidez, debe cci'rregi~e ;.~·.P.~ (Pie-~kl}9SO). > ·· .. ·:· 

Selby y Harvey (1989) estudiaron ;1 ~f;:~¡i}~~-li 
1

ri~;d!~,d~Í J~dit~e~ el ~ultivo de 

Picea sitchensis, combinando dÍ;,¡Úntas 6on;;entr;;cibr1etde a9a?(5.Ó/7 .5: 1 O.O y 12.5 
. ,-:; -'·-" >~<::{·:· S;;_·,;:;,_'"- _ ::.~;.i,,•'-~-~-e ,- .~. 

g.L-1
) con distintos valo~es de PÍ'.i (4.ó/4:5: ifo;~s:s~y '5'.o¡:. cieiter'mina'ncio que. a partir 

de 7.5 g.L~' de ;;~~ce~ir~8ión~~;~da~\~~g~~b~i~Í~~1ri~~ti~~~~~¡~~1~· formación de 
- :'i' :!·.· ~ :,), ,-'. iJ.~i; .';t 

brotes siguiendo la mis111 .. _tériciencía, co~form ... a~m ... nta 1,.· ~~l1cé11.traciór(además ·.de 

afectar el. tejido; aumeniando. el.porcenÍaje' (je necrosis en el .m_ismof Teniendo en el 
-- -z-=-,-.- · --;_·,;.:._-:; .. ~°'.S-.o: . e-:_, __ ·<':":7.---:-:;::·-0'.~.c.o-:,o-,-· ---~·~ · 

pH a 4.5, 5.0 y 5.5.la mejor inducCión'y elÓngaciÓn de los brotes, con la concentración ·-- . <: <'.--. '" .•' ..• ' ' ' - . . • '" ' 

a 7.5 y 10.0 g.r1 de agar. 

Los gelificantes más usados en el cultivoJri vitro ·son: 

Agar: Es una mezcla de polisacáridos extraldos de ciertas especies de algas marinas 

particularmente de los géneros.Gellidium, .Graci/aria, Pteroc/adia, siendo la agarosa la 

forma más pura (Naim et al.,. 199.5). Ésta presenta una elevada masa molecular, tiene 

la capacidad de hidratarse.y formar una red. adquiriendo la estructura de un gel. La 

planta no puede digerirlo ni adsorberfo, además no interactúa con los componentes 
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nutritivos; sin embargo, la pureza y la concentración modifican el potencial osmótico 

del medio, alterando la disponibilidad y asimilación·de los·eleimentos afectando la 

proliferación de brotes (Brand e; aÍ:, :1 g9'3; Urbin~,' 199¿:;: Gonzáleiz, 2001 ). El agar se 

funde a altas t'3mpe~atur.i!> (~()e) ;~}.~C>;¡~if,.;;; a1ie~ed~~·:de 16s 4cl>·c'~ ~º se degrada 

con la luz. Gener.;,lment~.;~~tili~~a•~n~Óbric'~ni;a~~ó~:~~·o.~'.:~o/... 
· .•. · .. ·:.•.·.·.· .. ' .... :·',', .. ,.: . ··-···. ,• . . ' 
._._.. 't· '< . '; '._)·.~.:" '\:>~'.:.· '. ··:.' '.: ::.--'.'.~\·:_ ·. :···.>: 

Gelrite: Es un hete'r()p.;lisa(;áridÓ an,ió~Í~() •naturai 'í:>ioduc'id.; p()r·una bacteria, que 

forma geles ,' sen:.'.;;jantJs: al agar, 
0queb~adiz()~\ y ;l~i~()~f en • pre~"'ncia de sales 

.- .. -
solubles. El gel rite 'es ·un·. compuesto· del ácido glucurÓ.nico, ramnosa, glucosa y 

residuos ocac~tiC .. 

Se puede_ usiár a•~na conc:E!ntración de 0.15--0.30 %; aunque eri ~lgunas es'pecies la 

presencia de este tipo. de age;,te gelificante provoca ;alto; :nivel.;¡s: de .:vitrificación, 
- - -- - - - ~ -- ' '.---~__: - - :._ - - - - - o ' •• - -- __:-_- • ~ ... _.,_ --•• - ~, .-- ' ' .:;:; 

0.4 % de gelrite ~n el medio para la proliferación de br<lté.i de pera~·4'!{1 óo % presentó ··-. - - --. - . - - ' - - •, .. .. ' -
problemas de vitrlftcaciión · (hiperhidratación). El gel de gelrit.;; ~~;;:,'ci~able~ente más 

claro qu9 el de agar, y también cuaja más rápidamente. El costo .del ·gel.rite es mayor 

que el del agar. 

Existen alternativas al agar para casos muy específicos de cultivo dentro de estos 

están: Pollmeros sintéticos como el Biogel (plldoras de poliacrilamida). Alginatos, para 

el cultivo de protoplástos y pollmero de almidón (Pierik, 1990). 
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3.4.2 Medio líquido 

Medio llquido es aquel en el que la solución de nutrimentos y reguladores no se 

encuentra en una matriz solidificada por la adición de ningún agente gelificante, 

El uso de medio llquido ofrece las siguientes ventajas e ·inconvenientes respecto al 

uso de medio sólido: 

Puede facilitar la absorción de nutrimentos por parte del explante. 

Es más fácil 1a·m~r1Ipula~iÓ0~ ~ará c;;,mbiar· medios (no entados los casos). 
i:/ ,. -

Cualquier exudado de I~ pl.;nta -se' diluye .con·,;;,;;,yor facilidad. 

Se puede utill~.;r '?ºrnº rl"i~di~, pu~Ht~i~~~ ~~re~ar al~úrl. compuesto. en una 

determinada etap~ cl~l,~ulti~.:> ~~ ITle~i~ ~Ó;icl~. :/ : ·. · .· . . . 
--·~---oc·· : -.···,e: :- >- -=--. ,.:;: _-

Existen algunas esP.ecies,quE!'pr~sent~rl dife'rerlcias de; crecimiento.en medio 

liquido. '.: -;~ >.~ -}~'.: .· }~~~'.': >::.:.- .- : 
~.o:~::-; - . 

SI resulta posible E!1'cultivÓ en Ín~~Í~Íiq~ldo;"0se debE! considE!r.;r'él problema .de 

1a aireació;,. sE! 'PueclE! cu~u;.;0e1iexp1ante';pár~i~;~~rit~-;-~uniér9icio, y s1 

necesita ¿na_-.i~~~~~i¿~' tot¡;,I :s~d~be0 ~tili~~~ Ún°agit~d~1>6.•1~Jti1i~ación 
se 

de 

material de sopor1e,pa~á evitar que el explante c¡uede totalmente in~erso en el 

medio de.cultiva.· 

En muchas especies se ha. demostrado una respuesta favorable por parte de los 

explantes en su desarrollo, en gran medida por la utilización de un medio liquido, 

29 



como lo demostraron Lee et al., (1986) al evaluar el. efecto de brotes adventicios en 

medio liquido y agar, obteniendo. diferencias notables en el porcentaje de 

enraizamiento. Altos porcentajes (94%):de for~a,;ión de raiéies en medio liquido 

mientras en el medio solidificado. cori.~gar fuemen~~(46o/~), 
' ,-,,.. - . ' 

" . . . 

En la década de los 90"s el uso. de. lc)f:·mE.di~s IÍani~doi·'de doble fase, se hizo 

bastante habitual; se trata de una .. fase·s:óli~a y ~tra liqukl~, en la~ ~uales se combina 
: ----:-- .. : 

una alta tasa de multiplicación con un·á más: baja sensibilidad ·a la vitrificación (Pierik, 

1990). 
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3.4.3 Sales inorgánicas 

Los elementos minerales son muy importantes para la vida de las plantas ya que 

proporcionan los nutrimentos esencial.es .. Por ejemplo: el magnesio es parte de la 

molécula de clorofila, el calcio es constituyente de la pared celular, el nitrógeno forma 

parte de aminoácidos, vita,.;,inas~ prot.;ln.;s y á~id~s nui:leicos: Enform.;. similar. el · 

hierro, zinc y molibdeno son• ~a~e ~e C:ie~as ~nzima's.· Ad.;m~s del C, H y O se 

conocen·· otros '14 0.1enief1tos ª~"né1a1~s:para e1 creéimiéntacie .1ª • l"!<mta: .·nitrógeno, 

fósforo, azufre>·;c;;·~Í~i~¡·:/'P~t~·~¡~:\:·~~Qn~~·io~~'.;hie~~O;~-i·.~~-~ga:~~s~~ ;._·cc;b-~e/-:z¡~~. ··boro. 
,~·--~'. :. ._' ; "'" :·-.,,'.;;_'. .~ 

níquel, Cloro.y molibdeno/l:'cis. s•¡:;r1r+,~r6s.sori requeridos ér{cantidades relativamente 
-,-, . ,- ,~,. ,, ._, :···!--"'·! -- .j - ~;'._.:¿_ - ,_;:-.,', :.-:,.'.; , -·-;::.· 

grandes y se' lós' conoce ·coma·; m'acroelementbs; ., los ª' ciíiJinos''.son ~requeridos en 

cantidades pequeñas (.¿d~ 6:s rn_;;,C,f ~ L~~;· ~.·~~J:s d:na~i~~ ,miC:~oel~¡éntos: 
~ -.::··:· - . 

. ·:-~ - - - ': - . ' ·: ~-_;: '-;; - - . - '. ,.:_ 

Durante todas .1as':~~s·~t ~',. ;~ ~~~a~ogé~esis•.e1• ~;~;~nte·. debe s:iisfacer sus 

requerimientos· nutrimentales; por lo que las sales minerales del medio de cultivo son 

importantes (Villavic:~ci2, 1~98J. . 

Cuando se elige una. mezcla de macro· y micro sales, se deben tener en cuenta los 

siguientes aspectos: 

1. La concentración total de sales puede ser importante. Existen medios "ricos" en 

sales (v.g. MS) y medios "pobres" en sales (v.g. White). 
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2. La forma más frecu.ente de añadir.nitrógeno (N)es en forma de iones NH4+ y 

N03-. Las necesidades totales.de N,.varián enfre 12 - 60 mmol~L'. de los cuales 

le corresponden de•6 a 20 mrn,01.2.-;1 a,l ,-,;H4+,Y 6 a 40 mmol·L-1 al N03- La 

mayor parte de 1;,,s pl~~ta~ p~ifi~re'...i ~F~6~~~1 ¡;,H4~ (Pi.;,rik, 19~0k 
-~---~ - . ; 

.'./;·':_.-.,;e,:" 

es asimilado primero y iuegode que este)°e;.;¡r;,;¡:;;,.¡é);n,E.cio·a•nitrÓgeno orgánico se 
.--\',> -.: ¡;;·:. .:~<,•, ',;. __ ·-;·. ·:-· 

asimila el N03-. Altas concentraciones de 'ambos ,-riutrimenfos : pueden generar 
/",•. ·,'::-;_; .. ,.. ·.-:._-!: . 

toxicidad en 1as células; es ciecir/ el: NH~+ pueé!e;\ciismi6'úir .;1. pH del medio: mientras 

concentraciones de N03- aumenta'rí'o; 6ri~in;,;,ci'Q'. un.;¡· d~ftci~;,te".a'simna'~ión de otros 
' - -~ .. ,:, ·-:\-' - --- - . " . '. ,.. -

nutrimentos que se traducen en an.;rmalidades; del,..lejido ·como tallos' múltiples, 
. -. -. ¡ '.- '. ,; . _. .- ·. 

generación de callo y sobrehid;ataélÓn~ •• ,Afe~tando ~on .;,~~o. la, cand'ad y _nume~o de 

brotes, por lo que es neces~rlo_Eistudiarsu i;>fe~to en (Vlliegas, 

1ggo). 

Villegas (1990) evaluó el ·erecto nutrimentaL en .vid concluyendo que la· relación 

N03-:NH4 + infl~ye dEl forma importante en el desarrollo ~:c~lid.;d deo; ex~lant~. ya que 

una concentración de 10.4 mM de N - N03- genera un reducido número de brotes por 

explante, mientras que 1 O mM de N - NH4 + incrementan en número y calidad de los 

brotes, los cuales pueden seguirse multiplicando. 
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Abu-Qaoud et al., {1991) valoraron __ la influencia nutrÍmental del medio especialmente 

del nitrógeno en diferentes proporciones de N03::NH. + en la formación de brotes 

adventicios en dos cultivares de pera (Pyrus ¡;um¡,,~n~s) ~ partir de ~xplantesde hojas. 

En un primer experim~nto evaluar~n ~1\e,f~~t~:-~13-~l~~:·n'i~~i;;,~~~s/81 ;() y 100 % 

{Murashige y Skoog, 1962), LP_ ca._;-.;frin ~.Lep'c;iJr;,,,\.¡977). NN {Nltsch y NitsC:-h; 1 g59); 
~~ ~ - ' 

y WH {White, 1943), en la regeneraciór:¡- de b-rotes; Encontrandó m~jores-resultados en 

NN y MS al 50% para ambos c.:;ltivare'~:; Ha-liando adeÍnás;'que en él medio WH se 
,' '"· ... ,, ,' .. _ .... _. ·. ,·.' "-:· · ... ·, _. 

presentó el minimo desar~oiio~dé broté~. atrib._;ido- .;- s._;\l:>~¡;;-;;c;ric.;nt(ación de 

nitrógP.no. En un segundo ei<perimÉmío; Ütilizáron el'medió;base:llÍls al 50% y WH 

adicionado con 10 mM d.;, N03NH.;'_C::.bse~ando '._en ___ este úiÚmo: un - incremento 
' - '\' ~. ": c.~ .. < 

significativo en la formación_de brotes.·Tériiendo conio-base-lo'anterior estudiaron el 

efecto de distintas pro~CÍ~cio~e~ ~ .. f\j6~5N~~+ ¡;:o,''~:1, _ 3:~ ,4:1, 5:1, 7:1) utilizando 

como medio base el NN. Detem:,ina~d~'que las~proporcione~ 2:1, 3:1, 4:1 presentan 

los máximos porcentajes de ;eig¡rler~cióri', · 
;,--_._ .. 

- _-·,·,_;• . 
Gavidia y Pérez Bermúdez'{1gs7);-_•en'la propágación•in vitre de Digitalis obscura, 

estudiaron la influencia de la f~~~te~~--co~C:'é;~iraC::-ióll de nitrógeno. Utilizaron un medio 

base MS modificado al 100,- 5~~<is~o ~~ ,-l11ácro ~y- micro sales, variando las fuentes 

nitrogenadas {KN03, NaN03. ~ -~03NH~¡- y e NH.ciF- Mostrando la mayor tasa de 

proliferación de brotes cuando s¡ utilÍ~ó ~I 111:.:.~i'C) M¿ ~I 100% con 18.8mM de KN03 y 

20.6 mM de N03NH. {propor~ión 2;1))~{u~~edio MS al 100% con 18.8 mM de 

KN03 y 2g.2 mM de NaN03 {proporción 4:_1_)·. D~~ostrando -que tanto la proporción 
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No3-:NH4 • como la concentración total de iones influyen en la respuesta moñógenica 

de los explantes. 

El efecto nutrimental principalmente_ la relación NO,-:NH.· se, ha evaluado en 

diferentes especies, en los cuales - se • ha demostrado . que . influye ··de forma 

determinante en el desarrollo y calidad de lo;. brotes; como se puede re.;;isar en los 

trabajos de: Faso lo et al., (1989); Lillo (1989); Leblay et al., (19~1 ); Nledtz (1994 ); Bon 

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

3.4.4 Carbohldratos 

Los carbohidratos son uno de los elementos más impo.rtantés _del, medio _del. cultivo. 

Normalmente para el cultivo in vitro de células; tejidos u órganos es·. ne.cesaría 

adicionar una fuente de carbono en el medio, debido a' que el crecili:1i-.,;~to in vit~o 
tiene lugar en condiciones poco apropiadas para la foto~rritesi~-~ iX~i~so e~ oscuridad 

donde el tejido verde que puedan tener no·es sufici~~t~rri~n~~-;;.uto~rófi~o (Pierik, 

1990). 

Distintos trabajos han demostr¡;.do que los carbohidratcis en ~I ".'ediÓ ~e. cu.ltivo no solo 

desempeñan una función nutritiva, si. no que~ ta.mbién ejerc~ lJ~ efeé:t6 importante 

sobre la moñogénesis a través de sus propiedades osmóticas. Se han demostrado 

que el 75 % de la concentración óptima de sacarosa es utilizada como fuente de 

carbono y energla, mientras el resto desempeña un papel osmótico en la inducción. 
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Se sabe que los potenciales osmóticos alteran las propiedades físicas de las 

membranas celulares (lo que podría causar cambios en los receptores hormonales, 

balances iónicos u·hormonales y actividades.de las ATPasas) y modulan la actividad 

mitocondrial, lo cual ~uede ·~fei:tar a la respuesta•mÓrfógenica dé, los explantes 

(Thompson yThorpe; 1987). 

! ·, :.~·· ~::/ ' };:::: -:~.:.·, '.' . • . ( • -- . -- ..• 

Los carbohidratos se clasifica~ en dos grl.J~Os:.iosU~mados estructurale~ como lo son: 
y . . . 

la lignina, celulÓs~. y 'he~Íc;,;lulÓsa; \¡, los:'.compÚestos no estructurales como los 

monosacáridos li~r~~ 'c~1¿d.;sa; fr~~tub~a '~ xilosa) y otros polisacáridos. de reserva 

(fructosa··~•·almidón/A ibs ~a'~~ohid~t.;s no estructurales también denominados 

solubles en ag~~~-~-:d~_-,e~-~:rvaf:' 
--. ·: ~:~~:~:~ 

La sacarosa (un di~a;árid.;) ei la más utilizada para propósitos de micropropagación. 
-

Generalmente se \.i~ári.'C:Óncentraciones de 1-6 % de sacarosa en el medio, aqul es 

convertida rápidamente.en;glucosa y.fructosa; la glucosa es la que primero se utiliza 

seguida de la fructosa~:El~;.·,,;c;~a·~·bla·~~.; refinado que se vende en los supermercados. 

puede resultar adecuac:fo-para la mlcropropagación en muchos casos •. Se trata de un 

producto purificado y de •acu·~-rdo ' con los an~lisis . se'' compone de ,99.94 % ' de 

sacarosa, 0.02 % de agua.y 0.04 % de Ótras·sustancias (no.hay indicaciones de que 

estos últimos constituyentes· puedan causar toxicidad in vitro ). 
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La adición de sacarosa resulta esencial para el desarrollo y crecimiento de las 

plántulas in vitre no solo por ser la principal fuente energia durante esta fase, si no 

además permite que. los . tejidos almacenen .. carbohidratos sufici;.ntes para· su - . ' . . -

utilización ·en la fasede aclimatación, increioe~tando la .superVivencia y adaptación de 

las. plantas .. 

·:. _.-... :. ·_ .. ·.··"·· .· . .· 

Fila, ·et al~. (1998) · encontra¡on .· que·· á1 .··incrementar. la é¿;ncentración de sacarosa 

durante Ía fa'ie ci~ cZ;;;~C:, i,j··~itri/~á~¿;rece i~ a6um~;~clón de 1á{p1¡,;~ta~ .obtenidas. 

Supone que al au,.:,,entar la ~',c;<'.IJ~6¡'¿m d~ b\om~~aenla fase inc vitre, esta persiste 

después del transpia~t;,,. e 

Rangel (200:2) realizó ún:estudio de rnulÍiplicación y aclimataéión de G/adio/us sp, en 

el cual encontró·. que: l~s ~itá,; ~~~c;~·t;~~k~n~~ de•.· ~aca~os,; · ;,,n •el riiedio. de cultivo 

disminuye ei cr:ci;.,,Í~~~~ '%;~ :r;u.'3vos ·órganos durante la ·.·. tá~e· ·· ln .·vitre, pero lo 

incrementan en la fase ;e:, de• ,acíiniatacÍém; fav~reciéndC::,se · •.la • · adaptación a 

concentraciones de 9·.3~ · nii;..ntras el crecimiento·;,.; ,;.uitiplicación de cormillos in vitro, 

el mejor resultado se daa.con·~~ntr~ci~nes de.6 %, 
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3.4.5 Sustancias orgánicas 

Vitaminas. 

La mayor parte de las plantas sintetizan· casi . todas las vitaminas esenciales, pero 

aparentemente lo hacen en cantid~des infraóptimas:Pa;a lcÓ>grar ~n buen crecimiento 

es a menudo necesario suplement~r al.me~·io ~Ón un.a o fT1á~ vitaminas, siendo las del 

complejo B las rnás utilizadas, dentro'de•est.;s\.i. tiamln~ (81) considerándola un 

ingrediente esencial, airas vit~mi,:ias ta;,,blén~~n derrÍostr~~o tener un efecto positivo 

en el crecimiento ;,;vitro, como so~: plrldoxina (Be').á,;ldo nlcotlnlco (83), pantotenato 

cálcico (85). 

Aminoácidos. 

Aunque las células cultivadas son capaces de sintetizar todos los ·aminoácidos 

necesarios, la adición de L-glutamina (2-8 mM) o una mezcla de aminoácidos. es a 

menudo beneficiosa. Esto es particularmente importante en cultivo de células y 

µrotoplastos. 

3.4.6 Reguladores de crecimiento 

Existen cinco grupos principales de reguladores de crecimiento: Auxinas, Giberelinas, 

Citocininas, Ácido abscfsico y Etileno, manteniendo cada grupo respuestas fisiológicas 

diferentes. Sin embargo, Azcon- Bleto y Talón (1993) mencionaron que existen otros 
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grupos de sustancias reguladoras del crecimiento; que ejercen una influencia similar a 

las hormonas vegetales en',, muchas funciones de las plantas, como son: 

Brasinoesteroidés, Po;ia~inas y Oli~osacarin,,'s,; donde solo las,,dos últimas han sido 
' ,··.'' .-.;: :; .. -·~ - .. _. ·. . .. ·._-·' 

utilizadas en algun?o;, casos' éomo moduladores en I~ morfogénesis in vitro. (Bagni y 

Torrigiani, 1992)' 

Schildknecht (1984 )'sugirió que las Turgorinas forman parte de una nueva ciase de 

hormonas vegetales. 

Mok et al., (1982) descubrieron que un derivado de las Fenilureas (N,N"-,difenilurea) 

presenta una actividad tipo citocinina. Siendo los compuesto~ f11'ás .a.ctivo~ las piridil­

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

Davies (1995) incluye dentro del grupo de hormcmas;vegétales,al.Acido Jasmonico y 

el Ácido Salicílico por ser componentes poÍenciaÍes : "n la ··'regulabión de distintos 

procesos como: germinación de semillas,· pr~~~tbr~~·;~.;, ;;'.;.,.;~s~.;.~~ia;. ~bscisión, 
- ~- " 

formación de tubérculos, raleo 'ele' frutos,:' formación• de 'pigmeritós; '81ntesis de 

proteinasas en el caso ácido jasn1oni~~-· E:1 ~cib~· ~~iiclli~6 U~ne lnfluencia en la 

termogénesis, longevidad de flores;· germinaciÓn"de·semillas e inhibición de la 

biosintesis del etileno. 
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En el c_ultivo in. vitre, adicionalmente a los nutrimentos. es necesario agregar una o 

más sustancias reguladoras; frecuentemente auxinas y/o cltoclnlnas, y 

ocasionalmente giberelinas o ácido absclsico, para orientaL una vla· especifica . de 
- '., .,· ·:·," . :, 

organogénesis (caulogenésis ó rizogénesis) por vla 1.ndlrecta· ódirecta: Por.otro lado, 

los requerimientos y las respuestas a estas sustancias varlan co~siderablÉim.ente con 

los tipos de tejidos y los niveles endógenos de estos• re.guiador.es, asl como con la 

finalidad del cultivo in vitro. 

La manipulación de las concentraclone": de auxlnas y· citoclnina":. en los medios de 

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

constituyendo además la base. de gran parté de los protocolos de. mÍcropropagación 

(propagación vegetativa invitro) E!Xistent;s:en la.actualidad CÍ:>e:berghyZimmerman, 

1991). 

' . - .. 

Las tres clases restantes ·de hormona;; (gibe~elinas, etileno y ácido absclsico) no son 

esenciales para· la inducción ·de órganos,~ pero actúan como moduladores de la 

respuesta morfógenica (Ammirato, 1986). 

Auxinas 

Se relacionan con la extensión y .alargamiento de las células, tropismo, dominancia 

apical, abscisión, diferenciación del tejido vascular, abscisión d.e frutos y hojas, 

enraizamiento, promoción de la floración y la promoción de la bioslntesls del etileno 

TESIS CON 
FALLA DE ORiGEN 

39 



{Leszek, 1989; Davies, 1995). En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas 

principalmente para Ja inducción de ralees, Ja formación y desarrollo de callo. Las 

auxinas más utilizadas.·son: AIB {ácido indol-3-butlrico), ANA {ácido naftalenacético), 

AJA {ácido indolacético) y.2.4;-D {ácido diclorofenoxiacético). El AIB y el ANA son 

usados' frecuente.merite_ para·: eJ: .enraizamiento. El 2,4-D es muy efectivo para Ja 

inducción de C:aÚos:· .. Las ~Jxinas
1

se disuelven usualmente en etanol diluido o en una 

solución de hidróxido de sodio.· 

Citocininas 

Salisbury y. Ross (1994) definen a las citocininas como compuestos derivados de Ja 

adenina que promueven Ja división. celular en algunos .tejidos_ vegeta_les, ·inhibición de 

la dominancia aplcal JT1EÍdla~te; Ja: formacló_n y desal"rollo de brotes ya sea de origen 

lateral ó adventici~. diff3rehC:iaciÓ~ de t~llos, • e~~~n-siól1 df3 llojá, desarrollo de 

cloroplastos y: otros~. Exist.;n -difere.:ites tip;;,s:de Citocii'nirÍas que se encuentran. con 

más frecuencia • .;~.º v~;i~~ ;p;a'~t~~: •· z~~tl~~; -~-ihi~r~~:ti·~~;: is~p.;,.:itn :· ~denlna :·. (1 PA), 

fuñuril-aminopurina 'k'i~~ti~~ (~JN) y una 'C:itocini~~ sintéÚca:·r~ b~n~ll ... denin.;, (BA) 

Leszek (1989). 

En los medios para cultivo· in vitro:se ._incorporan citocininas· para promover el 

desarrollo de brotes ya sea de origen lateral ó adventicio. Además. se usan estos 

compuestos para Ja prollferación de tallos axilares por Ja ruptura de Ja dominancia 

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

adenina). Generalmente son diluidas con ácido clorhldrico o hidróxido de sodio. 

Mok et al., (1982), determinaron que el. thidiazuron ,: (TDZ, N-phenyl-N. -1,2,3-thidiazol-
. - .' . ' ~. 

5-ylurea), es una sustancia. dedvada : de:' la feniiurea . con actividad citocininlca 

comparable con las citocininas ITI~s .. ctiva~ d~I tipo''. de 1.is .. d~ninas. 
. _'··. ·.· · .. '·-· 

Esta sustancia fue liberada co,:,.:,o d~fciiÍ~nt~ e~.·~1Pcultivo' de algodón (Gosypium 

hirsutum L.) y recientemente ha recibfdc; co,:;~i~~rab;',.::~t~~~ción como una sustancia 

que puede regular el crecimiento en. los si~tep~;:(cie~;6'p.ig:acióri in vitro y c~mo un 
'··r· 

estimulador efectivo para el desarroii.o de brot?s'¡.d·~e~ticiÓs y embriones somáticos 

en orquldeas epifitas Cyrnbidium a/oifo/iu,;, .(l..{sw~\ D;,ridrobiu,;,· aphyl/um (Roxb.) 

Fisch., Dendroibium moschatum (Buch~Ha,m) SW.,(Ra~j~~ et ~I~. 1S97) y una amplia 
- :--:-.:::_, ·- ·_ .. - ... _ 

variedad de plantas (Huetteman y Préece, .1993).: 

Giberelinas 

Existen un gran número de giberelinas e.onecidas. La de mayor uso es el AG3 , pero 

debe tenerse en cuenta que es muy termólabil (pierde el 90% de su actividad después 

del autoclave). Comparado con las. auxinas Y. citC:.cininas, las giberelinas se utilizan 

raramente. La mayorla de los explantes: sintetizan cantidades suficientes de este 

grupo de hormonas. 
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Cuando se aportan giberelinas al medio de cultivo, su función principal es el 

alargamiento de las regiones sub apicales. El AG,es soluble en agua fria hasta 1000 

mg•Lº1 • 

Adicionalmente se puede utilizar ácido absclsico. El ABA'en la:mayor,parte de' los 
. '.', . ~ :. . .. ·.-. .' .. ' '~ 

casos produce un efecto negativo en los cultivos in vitro,'pero en determinados casos 
... " ... _,_, - ,., 

promueve la maduración de embriones, y en' cultiyos,'de células en suspensión facilita 

la sincronización de la división celular; 

3.4.7 pH 

Cuando se prepara un medio de,culÜvo, después,dei',añadir,,todos sús componentes, 

se procede a ajustar el pH final é!1 valor ~eseai:lc:l. ~ñ~diendo NaOH 0.1 N o HCI 0.1 N 

al medio. Una vez ajustado el pH se pro~ede a esteriíúi;,.r ~lmedio. 
. . ;.: -.. · .. 

Villalobos (1985) y Pierik(1990) menciÓnáron que el pH finaldel,medio de cultivo es 

un·factor importante por diversas razones: 

Afecta la solidificación de los agentes gelificantes. 

El valor del pH puede afectar a la solubilidad de algunos componentes del 

medio de cultivo. 
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El valor del pH puede afectar a la absorción de determinados nutrimentos por 

parte del explante (p.e. la absorción de ion~s N03" ,aumenta con la acidez del 

medio). 
.·-. :·:::·· ··.'. 

El valor del pH del m:edl,o ·, puedi.' afectar' ,al pH,'del citoplasma y como 

consecuencia a la a~ti~i~-~~--~d~;,~~-6h~-;·,~-~zi~~-~--:. -. -
.... -··· - -

Por todas estas razones conviene optimiza~ 'el. pH del medio para cada caso en 

concreto. En general, no obstante, en la mayorfa de situaciones se trabaja a pH entre 

5.2 y 5.8. 

Una vez ajustado el pH del medio, este sufrirá una ligera disminución del pH durante 

el proceso de esterilización en autoclave, para. después, evolucionar nuevamente 

durante el cultivo, de forma que habitualmente se irá acidificando progresivamente 

como resultado de la absorción diferencial de algunos componentes del medio de 

cultivo, asl como de la excreción de exudados por parte del explante (Selby et al., 

1989). 

El control del pH inicial del medio y de su dinámica durante el cultivo tiene una gran 

importancia en el desarrollo de cualquier proyecto de cultivo in vitre. A pesar de su 

importancia, en muchos experimentos este control se limita a fijar su valor inicial sin 

reparar en los posibles efectos de su dinámica. 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS. 

Ubicación del experimento. 

Los trabajos se llevaron a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la 

carrera de Ingeniarla Agrlcola de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán UNAM 
.· . 

campo cuatro, ubicada en el municipio de Cuautitlá;:, lzcaili Esta.do de México. 

Material vegetativo 

Se utilizaron.como expl~·;:,tes brotes de hijuelos de rizoma de Agave tequilana Weber 

cv. Azul de. una longitud de 2 - 2.5 cm, obtenidos previamente in vitro. 

4.1 Evaluación de medios 

Preparación de medios de cultivo. 

Se tomó como base la concentración de sales propuesta por los medios: MS 

Murashige y Skoog (1962), WPM (Woody Plant Médium) McCown & Lloyd (1980), 

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

Se manejó la concentración 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 
QUfMICO 

MS 100% MS 50% WPM Cruz-Pizarro 

NH.N03 1650 825 400 200 

KN03 1900 950 o.o 1010 

Ca(N03)2 •4H20 o.o o.o 556 295 

CaCl2•2H20 440 220 96 o.o 
KH2P04 170 85 170 170 

Mgso. •7 H2o 370 185 370 369 

Fe SO. •7 H20 
-- 27.8 -~ 13.9 27.8 25 

Na-Edta 37.3 18.65 37.3 38 

Mn so.• H20 16.9 8.45 22.3 0.84 

K2so. o.o o.o 990 o.o 
KI 0.83 0.415 O.O o.o 
H3803 6.2 3.1 6.2 6.1 

Na2MoO. •2 H20 0.25 0.125 0.025 0.24 

Zn so. •7 H20 8.6 4.3 8.6 8.6 

Cu so. •5 H20 0.025 0.0125 0.025 0.0000249 

CoCl2 •6 H20 0.025 --~O.Ó125 o.o 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 
1 Acido nicotinico 0.5 0.5 0.5 0.5 

AIB 0.1 0.1 0.1 0.1 

BA . 0.5 0.5 0.5 0.5 'Tl5Z*. 
~-------~ 

Sacarosa 30000 30000 30000 30000 
Agar 6000 6000 6000 6000 

En todos los casos el pH se ajusto a 5.7 

• Para la evaluación de citoclninas las concentraciones variaron conforme a los 
tratamientos propuestos 
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Cuadro 4 • Concentración de iones de los medios MS, WPM y Cruz-Pizarra. 

N TOTAL 

NH.+ 

NO,. 

.!::!2Po.· 

K+ 

Ca 2 • 

Mg 2• 

so.·2 

Na+ 

c1· 

803. 

Mn" 

Moo. 

Fe • 2 

Zn • 2 

cu•2 

co•2 

1 + 

TOTAL 

CANTIDAD DE IONES EN mM•L"1 

MS 100 o/o 

60.0430 

20.6250 

39.4180 

1.2490 

20.0470 

2.9930 

1.5020 

1.7321 

0.0020 

5.9862 

0.1000 

0.1000 

0.0010 

0.1000 

0.0300 

0.0001 

0.0001 

0.0050 

93.8905 

MS 50 o/o WPM CRUZ-PIZARRO 

30.0215 12.3550 11.2500 

10.3125 5.0000 2.5000 

19.7090 7.3550 8.7500 

0.6245 1.2490 1.2500 

10.0235 6.9300 6.2500 

1.4965 3.0080 1.2500 

0.7510 1.5020 1.5000 

0.8661 7.4451 1.6300 

0.0010 0.0001 0.0010 

2.9931 0.6530 0.0001 

0.0500 0.1000 0.1000 

0.0500 0.1320 0.0050 

0.0005 0.0001 0.0010 

0.0500 0.1000 0.0900 

0.0150 0.0300 0.0300 

0.0001 0.0001 0.0001 

0.0001 0.0000 0.0001 

0.0025 0.0000 0.0000 

46.94525 33.5044 23.3573 
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Diseño experimental 

En un primer experimento donde se evaluaron 4 medios de cultivo se utilizó un diseño 

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 Evaluación de medios 

T: 1 -MEDIO MS. 100 % 

T: 2 MEDIO MS. 50 % 

T. 3 MEDIO WPM 

T. 4 MEDIO CRUZ- PIZARRO 

Variables de estudio. 

Núrnero de brotes. 

Se inició a medir los brotes formados en el explante cuando alcanzaban 2 mm de 

longitud una vez establecidos en la cámara de cultivo hasta la terminación del 

experimento. 
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Longitud de brotes. 

Las mediciones se llevaron a cabo con un calibrador o vernier, tomando la longitud 

desde la base del brote hasta l_a parte terminal del mismo; iniciando la medición a las 

dos semanas de su establecimiento. se realizaron una vez por semana. 

4.2 Evaluación de cltocininas -

Para el segundo experimento_ donde -se_ evaluaron distintas fuentes citocininlcas se 

utilizó el medio base propúesto por Cruz-P,izarro (2000). 

- - -- - -- ----- -_ " < :- :·' ' -

Una vez preparados los medios, el p_H:se ajustó a_S.7,:_colocando en cada tubo de 

ensaye 10 mi de medio. Terminado ;;,l_·ll~n~clo y, sellado de tÚbos;se procedió a 

esterilizarlos en una autoclave a una te,;,i~r::;u:r~ d~ 1-~b-~ ~ ~ (15 lb~lrÍ:;; durante 30 

minutos. 

Diseño experimental 

Para el segundo experimento, se estudiaron tres fuentes citocininlcas, en tres 

concentraciones con una concentración constante de AIB; se utilizó un diseño 

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 

Número de brotes 

Esta variable se empezó a medir inmediatamente 5 días después de establecer el 

experimento. 

Longitud de brotes 

Se Inició a medir dos semanas después de haber realizado fa siembra, utilizando un 

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

Kinetlna 
µM 

T1 2.32 

T2 4.60 

T3 6.90 

T4 o 
T5 o 
T6 o 
T7 o 
TB o 
T9 o 

Cuadro 6. Tratamientos Evaluación de citocinlnas 

Benciladenina 
µM 

o 
o 
o 

2.32 

4.60 

6.90 

o 
o 
o 

Thidiazuron Acido lndol- Proporción 
µM butirlco aproximada 

µM citocinlna : auxlna 

o 0.44 

o 0.44 

o 0.44 

o 0.44 

o 0.44 

o 0.44 

2.32 0.44 

4.60 0.44 

6.90 0.44 
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Implantación o siembra 

La siembra se realizó bajo 'condiciones de asepsia, dentro de una campana de aire de 

flujo laminar horizontai, reduciendo al."máximo la presencia de paÍógenos.presentes 

en el aire, desinfectado ,·;,,edian;e. in.mersión en alcohol etilico y flameado bisturis, 

pinzas y cajas de. petrl; 

Condiciones.de incubación. 

Posteriormente; al termino de Ja· inoculación,· se colocaron Jos explantes en el cuarto 

de cultivo, donde se mantuvieron a una temperatura de 27 • C ± 1 •e, un fotoperiodo 

de 16 horas luz a una intensid;,.d de 47 µmoJ.m"2 •Seg - 1 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Evaluación de medios de cultivo 

Número de brotes 

El inicio del desarrollo de brotes ocurrió a · 1as siete dlas del establecimiento. 

ubicándose la formación en la base del explante (brotes adventicios). presentando a lo 
. . . 

largo de 35 dlas un comportamiento constante en el. proceso morfogénico en los 

cuatro tratamientos. te.nlendo en todo e.1 periodo de. cultivo un ere.cimiento progresivo 

en todos los medios. 

Se tuvo un wom~dio);¡eneral ·de ... 5.9 .brotes por explante, mostrándose siempre 

superior el madi~ Cr~z-Pizarro (2000) con 7.8 brotes/explante (Figura 3), siendo 33% 

mayor a la media g7'neral y:·estandc:i hasta 100% más que el promedio obtenido por el 

medio MS 50 %, con un 'riúmero•:C!e 3.9 brotes por explante (Cuadro 7). 
-·--- ,,_ :_ - '-

Estadlsticamen-te las difere',.;~i~s ob~ervadas no resultaron significativas al nivel de 

significancia de P= 0.05 (Anexo,.Tabla·1). La comparación.de los promedios obtenidos 

permite determinar que existe un mayor desarrollo de brotes en el medio Cruz-Pizarra 

(2000) para la variable.número" de brotes. 
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Cuadro 7 • Comparación de medias para las variables número y longitud de 
brotes de Agave tequl/ana Weber cv. Azul obtenidas en diferentes medios de 

cultivo. 

TRATAMIENTOS Número Longitud 
Promedio Promedio 

MS 1.0 6.5 a 18.76 a 

MS 0.5 3.9 b 20.88 a 

WPM 5.4 a 17.74 a 

CRUZ- PIZARRO 7.9 aZ 15.46 b 

Promedio general 5.9 18.2 

z. Valores con la misma letra dentro de columnas son estadlsticamente Iguales. Prueba Tukey 
p 0.05 . 

Figura 3. Número de brotes promedio por explante de Agave tequl/ana Weber 
cv. Azul obtenidos en cuatro medios de cultivo durante 6 evaluaciones 

semanalesª 
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La variación que se observa en el número de brotes por. tratamiento puede atribuirse, 

entre oiros factores, a la concentración· d.e sales, ·.especlficamente. a la relación 

N03:NH4 +,:teniendo que la· mejor respuesta :.se,obse.rva,.en · la'mayor. relación 3.5:1 

presente en. el medio Cruz-Plz .. rró (20Cl~).' 
. , ·- ' 

- : - ' 

Se observa en la (Figur~ 4) que e,,: l .. :·respuesta or~anog~niC:a que!' presentan los 

explantes pudiera influenciar la concent;~ci~~ d~ nii;ógeno\ en "sp~bial la' relación 

que guarda elN03" con respecto'al NH•T.'~.;;r~t~mbién se manift~st~ ;a influ~nci;. de 

1a interacción con otros elementos coma''"' ca,' Mg,· .I< y ·c1; pJdiend~ expliC:ar en el 

caso del: medio MS al 50% .dond~ ~~·~~~tiene ia mi~~~: re1~6ión :{1 de N03": NH. + 

que el MS al 100 % pero la 6~n6~'nÍr~~ió~ de sales ~; ,;lf~r~~te lo que ~fecta el 

número de brot;s_o~Íei:i~d·~,~:~··;:: _. :.:': _,. __ : 

'.... .- .-.=·-

Si bien el nutrimento rt1á;; import~':'tee~.el dE!sarrollc;> in ".it,..; <:'s'.el.nitrógeno, N03·y 

NH• + ambos prorriue've~ E.!1 ;C:reci,;,iEl;;t6 de brotes, en este· caso 1a' pre~Elncia de .otros 

elementos como~J{;.;,;'rVig'y ~;(catlonesmonoval"!nt~~cy,divalentes) en el· medio 
¿_:;'.: - :...:-:;.:'.'. 

puede influir la respuesta· moñogéniéa; tanto :·por.-.1a'-..·conce.ntraéión·:'iónica ·total 

resultante como el tipo d~ ~le~~nt~ ~rop();c;i()n~d(); 6~i;;cidfEl~~() co~ Hinnen et al., 

(1989) donde cada elememo .. eri el medio puede influenciar el crecimiento de manera 

diversa. 
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La relación N03":NH.• puede regular la organogénesis, lo afirmaron Robert et al., 

(1 g87) en la propagación de Agave fourcroydes Lem.; para este caso del agave 

tequilero no se muestra de forma determina'nte, pero su influencia queda de manifiesto 

al existir diferencias en la formación de brotes:, 

Con estos resultados se observa que hay una ·respuesta morfógenica de los explantes 

similar en todos los medios, suponiendo ccin ello que la concentración de minerales no 
•. ' \ ' «· .-

es un factor determinante en la fase"cÍe inducéión durante lá formación de brotes y que 
' - : ,.·· .. : "' - . , - -

es necesario evaluar la acción:,<:1.;, los ~.;,guiad ore,;¡ de crecimiento,, además .de otros 

factores en el proceso organogené.tico de está especie: Aunque·Villavicencio (1gg5) 

menciona que el explante de~~· ~~~ls;~~~r ;.u~ re~~:~i~ie~tos · nutrimJ~tal~s durante 

las fases de desdiferenciaciÓn ~ind~~~iÓií."'.""diferel"l~iél¿iónp~~;oqi'..~la concentración 

de minerales del medio es irnportante en'1arrlorrógé;.;esis; 
- - - - - •'. - - .C, •• - --• ,,_ --'--;-"--··' - _ó-- ·'· - -~-_: ·- =-'~~.e - - <- ' • 

. < .\ < >, ·.· .. · .. . 

Existen diversos trabajos ·d~I cultivo Ín vitro .\en otras e;.pecies donde factores como la 

intensidad de luz; niv~l~~·:~~:~ari~~º"'"~ temperatura y lo concentración de sales 

influyen en la formación de brotes. 
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Figura 4. Efecto de la concentración de sales, relación No,·: NH.· en la 
formación de brotes en explantes de Agave tequl/ana Weber cv. azul. 
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Longitud de brotes. 

Al término de 35 dlas de evaluación el promedio general para la variable longitud de 

brote fue de 18.21 mm, obteniendo el valor máximo al emplear el medio MS al SO% de 

su concentración con 20.88 mm, inversamente a lo sucedido con la variable ·número 
.. .. ';··< ·':.':· ·, 

de brotes, el medio Cruz-Pizarra (2000) se ubica con el promedio más. bajo con 15.46 

mm, 26% menor al medio MS 50%, los medios WPM y,MS·100% se encontraron 15 y 

10% por abajo del valor más alto con 17.74 y 18.76 mm respectivamente (Cuadro 7, 

Figura 5). 

El análisis estadlstico muestra diferencias significativas al nivel de ·significancia 

P= 0.05 en los medios utilizados (Anexo.Tabla 2 ). 

. . 

Se observó entre - los tratalTlientos-, que present:;ci~ ~-ayo~ número de brotes su 

longitud promedio dismlnUyó;de ~sta~~n~;;.~~'iiene que e~iste una-re1t3C:ión.entre la 

fuente Y demanda d.;; los Órg~flO~ ~ue'al;l~Íir~i~~ita;;~ eitosfes clec;r ril~ycir número 

de brotes el crecimiento lo~gltudl~ .. I de°;los:brot~s disminuyó. l_() C:¡:,al pued.;, estar 

asociado a aspectos de la dol'T1inanC:ia:·~pical y>vigo~. ~e tal ;orm;. qu: un mayor 

número de brotes originó una .menor longitud. y cu;ando el número de brotes formados 

es menor, la longitud de los mismos se incrementó. 
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Soumendra et al., (1999), mencionaron que la concentración de nutrimentos influyó en 
. .. 

el crecimiento longitudinal de· los· brotes. Por. esta _razón,. medio.s. con altos niveles de 

sales como el MS 100%:· pu;.den favorec;erun m~~o~ c~eéimiento de los explantes. 

Dado los· resultados se atribuye que las diferencias observadas en el crecimiento se 

deben fundamentalmenie a las diferencias en Ja composición de Jos medios teniendo 

de manera general un equilibrio entre la longitud y el número de brotes; lo cual permite 

saber que al tener mayor número de brotes se afecta Ja longitud de Jos 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. 

25 / 

~ 20- / -··-~-
e 
:::> ... 
~ 15-
g 

10 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

57 



5.2 Tipo y concentración de hormonas 

Número de brotes. 

El análisis para el tipo y concentración de citocininas muestra diferencias estadlsticas 

significativas al nivel P = 0.05 (Anexo, Tabla. 3_). mostrándose durante_35 dlas de 
, '•.:·_.· :.,:·:."-· '·- . 

cultivo un comportamiento constante en"la. for~ación _de brote':' -én la __ mayorla de los 

tratamiento. 

Obteniéndose un promedio gen~~alfue'd~4.s t,;~i~s/~X:~1~nte, entado momento se 

encontró superior el tratanii .. nt~ 66~'.Tr:JZ'teni~ndb u~a fTl~jo~;e~p~esta con respecto 

a la fuente de citocinina -empleada: en 1á: concentración._ dé- 4.60 µM alcanzando un 

promedio de 16.4 brote~- poi ~~xp·;~-,~~~. '.:11 ~-s:~·brotE!S- :(264/Yo) :por arriba del promedio 
: ·-. ,' . . :. ;~.--- - : ' : _- -. . . ~. -

general (Cuadro 8, Figura 6). -La_ tasa-de_ proliferación- más baja la presentaron los 

tratamientos BA 2.32 µM -y-BA 4;6Ó,. µM con.solo 0.4 y 0.9 brotes por explante 

respectivamente. 

Queda de manifiesto la superioridad de el efecto Inductivo del TDZ con respecto al de 

BA, similar a lo encontrado por Atta-Alla 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 actividad como citocinina del TDZ ha sido probada en distintas especies, 

mostrando una respuesta similar y consistente, que se puede revisar en los trabajos 

de: Fiola et al., (19~,0);: ~ribau~~o yF~Ónd,,', (1991 ); Ahroni et al., (1997); Graham et 

al., (1997); Na~ak ~fa1{'(úí97); Ki,.;,,et ~l., (199n; Cuenca et al., (2000); Jeong et al., 

(2001); Sandal et <,;1:1/c:2661) yTi¡,;;;:,rl'et ;:,1:, (2001 ). 

El efecto inductivo de Kinetlna a 2.32 µM, fue superior 200 % al de BA a la 

concentración 4.60 µM, pero similar al de BA 6.90 µM con 1.7 brotes promedio. El 

mayor resultado en kinetina se presenta en la concentración media (4.60 ¡tM) 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 citocininfcas en tres concentraciones .. 

Concanlraclón 
Fuente 
Cilocirnnl~ 2.32 uM 

TDZ 1.0 

KIN 2.0 

BA 0.4 

Promedio 

Concentración 1.13 

Promedio 
fuente 

4.60uM 6.90 uM citoclnlnica 
16.4 7.5 

6.1 4.5 

0.9 1.7 

7.80 4.57 
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Figura 6 • Número de brotes por explante Agave tequilana Weber cv. Azul 
obtenidos en diferentes fuentes citocinlnicas en tr'!s concentraciones. 
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THIDIAZURON KINETINA BENCILADENINA 

En el caso de Kinetina el mayor número de brotes se alcanzó a una concentración de 

4.60 µM con 6.1 brotes por explante, 35.5 % superior a la media general. El menor 

efecto de esta fuente citocininfca se ubico en la concentración de 2.32 µM con solo 

2.0 brotes / explante formados, es decir 55.5 % menor al promedio general. 
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La adición de 0.5 mg•L"1 de Kinetina (2.32 µM} al medio no resulto una concentración 

favorable en la multiplicación de esta especie; contrariamente a lo que señalaron Binh 

et al., (1990} en el cultivo in vitro de Agave .cantala;.A;. iourcroydes y. A; ;,isa/ana, 

donde la concentración de 2.32 j.tM .·-era a.decua.da •para. la multiplicación.- in vitre.' de . 

brotes. 

En la Figura 7, semúe~t;l el ef~cto i.,-dJctivo de las citocininas emplE'.adas en_ tres 

concentraciones, teniendo-mejor respúesta:_en Ía formación debrotes.tanto.erí TDZ 

como KIN .·. (Kin.;tin,;} .en' I~;,. co.,-c;;,rítracloné;, . .-. mecHas (4.60 µM}, _e~. prop~rdón 

citocinina : auxina 1 o:-Í. ~n' ;:~ ~~nd~n~;~ciori~s bajas ·· (~.32 µM) ~.,-•· ~I -- ~so del 

Thidiazuron y la Ki.,-etina I~ ;espJesta'';.,,.;~o~~f1ica es b~Ja .- teniendo una tendencia a 

descender conforme-' la. concentración ';es·_. menor, de igual forma 'cuando _las 
. . . . : :- ; : ' ~ . 

concentraciones son mayores:a 4.60 µM. 
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Figura 7. Respuesta al efecto inductivo en la formación de brotes de Agave 
tequl/ana Weber cv. Azul de tres fuentes citocininlcas en tres concentraciones. 
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CONCENTRACIÓN DE LA FITOHORMONA EN µM 

Para el caso de la Benciladenina (BA) mostró una tendencia diferente a las otras .dos 

fuentes citocininicas, siendo su efecto inductor menor, requiriendo conée-ntra·cion0s 

muy altas para tene(una resp.uesta favorable. Considerada por Bihn .et al., (1990) 

como una fuente citocininlco·ineficaz en la inducción de brotes múltiples en especies 

de agave como: A. .cantata, A. ;ou~croy'cJes y A. sfsa/ana. 
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Los resultados de diversos trabajos en cultivo in vitró en agavace.as y especlficamente 

en el género Agave con bénciladenina como lo ·son los de: Robert et al., (1987); Nava 

(1988); Das, (1992); ~antacruz-Ruvalcab.i e~ a1.;• (1999), permiien Inferir que la 

composición qulmica y•.~u' ef~bt~·ft .. io'l~gÍco ··'3ri .·~dnj¿~ci¿·~ .~···in~~:ac~iém con esta 

especie ofrece un. efecto' i~~¿;,t;i,ci'.-n¿y' . rel~ucido¡';req¿ir1~rido' ;_Ita~ co~c~ntraclones 
para estimular en la fase .de cietermin'á~ión' dur;.n'te · 1;. org;,;nÓgénes1s: C::o'ntrari,¡mente 

con lo que señalaron Salisbu~ y Roo~ (1s7sj,. qGe el <,¡~Hl~' ben~il- en BA 

aparentemente es más efectivo, en cuanto actividad · citocininíca por arriba de furfuril­

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

En el análisis de varianza de esta variable indica que no hay diferencias estadísticas 

significativas al nivel P = 0.01, (Anexo, Tabla 4). Existiendo igualdad estadistica entre 

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

Cuadro 9. Comparación de medias para las variables número y longitud de 
brotes de Agave tequilana Weber cv. Azul obtenidos en diferentes tipos y 

concentraciones de citocininas 

Número Promedio Longitud Promedio 
TRATAMIENTOS de brotes de brotes 

TDZ 2.32 1.0 e 124.82 a 

KIN 2.32 12.0 de 124.19 a 

BA 2.32 lo.4 e 17.75 a 

TDZ 4.60 16.4 a 14.54 a 

KIN 4.60 16.1 be 14.60 a 

BA 4.60 lo.9 e 16.58 a 

TDZ 6.90 17.5 b 14.49 a 

KIN 6.90 14.5 bcd 12.78 a 

BA 6.90 1.7 de 121.50 a 

Para esta variable se obtuvo un promedio general de 17.92 mm teniendo que los 

tratamientos TDZ 2.32 y KIN 2.32 µM muestran mayor longitud promedio con 24.82 y 

24.19 mm respectivamente. Los valores más bajos se ubican en KIN y TDZ a 

4.60 ¡1M (Cuadro 10, Figura 8). 
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Se presentó la misma situación que en la evaluación de medios, decreciendo la 

longitud en aquellos. tratamientos con el mayor número -de brotes. Esto puede ser 
. - -· 

atribuido que al increme,.;tar el efecto inductivo de brotes· la expansión celular se ve 

disminuida res~ecto a ;I~ división celular. Esto explica el hecho de qÚe _en tratamientos 
' .. ·, ' -

como BA 2.32 ).lM;: al no tener una inducción significativa • éon ;\.ina ·-fo~mación 
esporádica d'e·. brotes no. tiene influencia· en · 1a · lo~~it~~ : d~: los ~ismos; · debid~ 

. . ' . : . . .'. ,·> .:: -~' -,·._,· :;_~·:." .:.:· ·:· ... -:· __ \'<>:~; -
fundamentalmente que la actividad de la citocinlna·no inh_lbió la"domim:mcia apical de 

los explantes: 

. . . 
~,: -

Existe una relación estrecha ·entre. las variables número. y:-1ongitu-d ·de brotes, dado 

que disminuye· ~I cre~imiento · lon~it~di~~"; ~e Í~~ brotes .-..1 tener. mayor número de 

estos. Teniendo de est;. modd ~na. relación dir;.~t;, ~ en.la demanda· de los órganos. 

El tratamiento con TDZ a concentra-.;iÓr'1.de 4.eo ~M·_: mostró.una iongitud de 14.54 

mm, 14.60 mm p~ra la concentrac;Ón 'ci~ iso~-iMd~ -~i~~;i~~ y;1 ~-~~ ~h, pa~a BA a 

4.60 ¡•M, estadÍ;tl~amente -i~lJ~i;._s,! ~e 13st~1-¡.;!~;;.··~~::r~lJ~~~-,~~#~~I;,~ ~~~ l~s 
diferencias qulmicas de la composició,:, ~e1"fi:i2: n~

0

1i,;,·i;~n ;~ e~p~n,;ió~ c~hJl~/en esta 

especie. Se ha determinado 'que la utllizaéÍón. de ·TDZ. no·. limita' el· ~r-..ÓifTllento 

longitudinal de los brotes y en algunos casos .. la favorece (Atta et al., 19g7¡ (Nihar et 

al., 1gg7¡, 
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Cuadro 10. Longitud promedio de brotes (mm) de Agave tequilana Weber cv. 
Azul obtenidos en diferentes fuentes citocfninlcas en tres concentraciones. 

Concentracl6n Promedio 
Fuenle 

2.32 µM 4.60 ~1M 6.90 µM 
fuente 

Cilocininlca citocininica 
TDZ 24.82 14.54 14.49 17.95 

KIN 24.19 14.60 12.78 17.19 

BA 17.75 16.58 21.50 18.61 

Promedio 22.25 15.24 16.26 17.92 
concentración 

Figura 8. Longitud promedio de brotes de Agave tequl/ana Weber cv. Azul 
obtenidos en diferentes fuentes citocininicas en tres concentraciones . 
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VI. CONCLUSIONES. 

1. Para la variable número de brotes, las plantas en el medio Cruz- Pizarro {2000) 

presentaron la mayor taza,de prÓliferación con 7.9 brotes por explante con una 

2. Para la variable.longitudde brotes en el medio MS al 50 % de su concentración 
- .·: ... ·. <·-.·.·-:~:~ .. :.~.--' .'•>>~ , .. 

de sales se obtuvo el mayor promedio de longitud de brotes con 20.88 mm. 
·. .,_:_:::: ::.i>· . ,,_ . 

' - . .· -

3. En los medios C·~~z~Piz~rro {2000) y MS al 100% se presentaron las mayores 
-- -. -., .. ---- ·' ' -

tazas de proliféradón, ·.aunque se . ve . reducida la longitud promedio de los 

brotes. 

--_:- ::--- -- -· - ' 

4. Con los mediÓs · MS 50%: y, ,CruzCPizarro. {2000) se satisface de manera 

favorable los req~erl.;,ientos n~trimentales dé los explantes 'c:ie Agave tequilana 

Webercv~ul~c;A~i~E!ia~d~
0

adem~~que estos se ~~cuC:.~tfl3;:¡~ Ía ~ita~y por 
- - - -

debajo en la~ co~é'..nt~ación total de iones respecto. al : ~~lo . l\/1s 100%, ~n 

medio considera·d.;:alto en sales. 

5. Es factible la propagación de esta especie en un medio con una concentración 

total de sales reducida como el medio Cruz-Pizarro (2000) con una relación 

.'. 1 
'T' ¡;-' srs e ON .;. _,,..,..., I 

' • ·~-, r•nrr.EN 
i_,f, .0 .t Ulüy 
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6. Existe una respuesta :diferencial de los explantes en la formación de brotes 

respecto a la fuente citocinlnlca empleada. 

7. En la concentra~ión 4.60 µM dE!_,TDZ a una prop¿;rción citocinina:auxina 10:1 y 

TDZ 6.90 µMa u~¡¡i ?rói:i.;~~ióri '1 s:1 ,;;e l.)bt_uvo mayor proliferación de _brotes. 
, .. '.J··Y:'. ··. --,: 

' t - -· :' -~' ~ .. :~ ~::.: 

B. La mayor res~Ú~;ti'~I efecto' if1~ucti~o ~e las C::itocininas fúe a 4.60 µM en 
"-._·.;:;; 

Thidiazuron {TDZ) y KÍneÜna''ríianteniendo un relación citocinina:auxina de 10:1 
,,. ·,; .. :. --¡"·''·l--,_:,.,·,>: .. .-._;_; ... _ . .· 

teniendo más forrn,~c1ci.11 de brotes: 

_:·. : ~--.~_::/~;-'. \:_;~J 
9. El efecto inductivo - -de'--_ -1¡;. '--__ Benciladenina p_arn ·-- - esta especie en las 

. ~~,,-
concentraciones ;:emplead:"S~-; -es '.reducido :con una tendencia _a• requerir altas 

concentracio_nes pa~ una rn~yor,respuésta organogénica., 

·;;_ 

1 O. Para la v~rÍ~bl .. Ío~dít~d-de-b~otl3s los tr;;tamientosTDZ a 2.32 µM y Kinetina 
·-·1-~"i?='o'.;_'.•-;,-;-~- ' ,., . . - . -· . ' 

2.32 µM p~esent;;¡ri:>r1'.1a.m'fíyo~- 1i:>ngitud promedio c::on~24:a2 mm y 24.19 mm 

respectivam~~t~;/ :aúnq~e ; est~~ - - tratamientos - mostraron una reducida 
- '•" :··-'"',·.-,.-,_ .. -

proliferación _de_ brotes. -

11 . Los expla-~te-s --y:_ b~otes : formados no presentaron 

durante el desarrollo d'e sú cultivo. 

problemas de vitrificación 
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ANEXO 

Tabla 1. ANOVA número de brotes. Evaluación de medios 

FTE. VAR. 

TOTAL 

TRAT 

ERROR 

GL 

19 

3 

.16 

se 
37.001 

_10.873 

- 26.127 

CM FOBS 

3.624 2.21 

1.632 

Tabla 2. ANOVA longitud de brotes._Evaluación de medios 

F5% F 1o/o 

3.01 NS 4.77 

FTE. VAR. GL se : .. CM, FOBS F.5% F1% 

TOTAL 19 97.747 

TRAT 3 49.562 -< J6.520 5.48 
.,.-_, .. _.{_, __ ... 

ERROR 16 48.185 0>;:>3.011 

Tabla 3. ANOVA número de brotes. ÉvaluaciÓn de citocininas 

FTE VAR. GL · SC: .....• ,,_.- --CM FOBS 
TOTAL 35 -- 904;18 · 
FUENTE 
CITOCININICA (F) 2 322.54 -- º 161.268 68.50 
CONCENTRACION 
(C) 2 ·: 267.42 133.710 56.79 
INTERACCIÓN FC 4 :250.65 62.663 26.62 
ERROR 27 - 63.57 2.354 

Tabla 4. ANOVA longitud de brot~s:evaluación de citocininas 

FTEVAR. GL 
TOTAL 35 
FUENTE 
CITOCININICA (F) 2 
CONCENTRACION (C) 2 
INTERACCIÓN FC 4 
ERROR 27 

se_ CM FOBS 
3159.31 

348.94 174.470 2.43 
108.78 54.388 0.76 
760.00 190.001 2.64 

1941.59 71.911 
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4.77** 

F5% F1% 

3.35* 5.49** 

3.35* 5.49** 
2.73* 4.11** 

F 5°/o F1% 

3.35 NS 5.49 
3.35 NS 5.49 
2.73 NS 4.11 
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