UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“EL AGAVE TOBALA, SU IMPORTANCIA EN LA PRODUCCION DEL MEZCAL
Y SU MICROPROPAGACION”.

TRABAJO MONOGRAFICO DE ACTUALIZACION

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA
FATIMA JARA FILIO

TUTOR
ING. TERESA DE JESUS OLIVERA FLORES

CDMX ANO 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVER4DAD NACIONAL _— 4

AVEN°MA DE
MEXICO

PROTESTA UNIVERSITARIA DE INTEGRIDAD Y
HONESTIDAD ACADEMICA Y PROFESIONAL
(Titulacion o Graduacion sin trabajo escrito)

De conformidad con lo dispuesto en los articulos 87, fraccion V, del Estatuto
General, 68, primer parrafo, del Reglamento General de Estudios Universitarios y
26, fraccion |, y 35 del Reglamento General de Examenes, me comprometo en todo
tiempo a honrar a la Institucidn y a cumplir con los principios establecidos en el
Cédigo de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de México, especialmente
con los de integridad y honestidad académica.

En consecuencia, acepto que la falta de cumplimiento de las disposiciones
reglamentarias y normativas de la Universidad, en particular las ya referidas en el
Cédigo de Etica, llevara a la nulidad de los actos de caracter académico
administrativo del proceso de titulacion/graduacion.

Atentamente

J/

Fatima Jara Filio
No. Cuenta 109002286



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE:
VOCAL:
SECRETARIO:
1ler. SUPLENTE:
2° SUPLENTE:

NAVARRO OCANA ARTURO
OLIVERA FLORES TERESA DE JESUS
MONTIEL PACHECO CARMINA

LEON FELIX MARCO ANTONIO

PAZ LEMUS ESMERALDA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA
LABORATORIO 116- LABORATORIO DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES,
DEPTO. DE BIOQUIMICA, CONJUNTO E, FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.

ASESORA DEL TEMA

TERESA DE JESUS OLIVERA FLORES

SUSTENTANTE

FATIMA JARA FILIO



iNDICE

INDICE DE FIGURAS .......oooteeeeteeeeee e 4
INDICE DE TABLAS ...t eneeean e en e 5
INDICE DE GRAFICAS ...t 5
L. RESUMEN ...ttt e e e et e e e e e e e e e nnnneeeeeaeaens 6
1. INTRODUCCION ..ottt enee 8
1. OBJETIVOS. ...ttt e e et e e e e e e e e e e nnnneeeeeaaeens 9
ODbjJetivo geNeral ........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 9
ODbjetivos partiCulares.............ooeviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
Capitulo 1. El agave tobala (A. potatorum) ... 10
1.1 Aspectos generales del género Agave ...............eeeueeeeiiiieieiiiiiiiiiiiiiiiieinnnns 10
1.1.1 Caracteristicas sobresalientes de los agaves ..., 11
1.2 Clasificacion taxonomica y descripcion botanica................ccccvvvieeiiiiinnnnnns 11
1.2.1 Presentacion del género agave..........coooooeoeiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
1.2.2 Metabolismo de las plantas de agave ..., 12
1.2.3 Importancia de la reserva genética del agave.............coeeeeeeeeeieeeeeeeennn. 13
1.3 Centro de origen y distribucion geografica ..............cccccueeeeiiimeiiiiiiiiiiiiiinns 14
1.3.1 Distribucion del género agave en la republica mexicana ....................... 14
1.3.2 Relevancia cultural y social del agave en MéxiCo ..........ccoeevveeeieieeeeeennn. 14
1.4 Importancia alimenticia y €CONOMICA.............uuuuuumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiaaees 15
1.4.1 Usos y aplicaciones de las plantas de agave............cccoooeeeeeiieieeieeeeee. 15
1.5  Elagave tobald......... ... 16
1.5.1 Descripcion botanica y distribucion geografica de A. potatorum............ 16
1.5.2 Principales aspectos de A. potatorum (Agave tobala)...............ccceee. 17
1.6 Problematica de la explotacion de la especie.........cccoeeeeeiieeiiiiiiieeeeeeeeees 19
1.6.1 La agricultura de A. potatorum y madurez reproductiva de la especie...19
1.7 Elaboracion del MezCal............coooiiieiiiiiiiee e 20
1.7.1 Las especies de agave como materia prima para su obtencion............. 20
(071 o1 (8] (o 02 = I 4 1Yo | S 21
2.1 Definicion de MEZCal .........coooeiiiiieee e 21
2.1.1 Proceso de elaboracion del mezcal................euuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 21
2.1.2 Especies de agave empleadas en la elaboracion de bebidas alcohdlicas
........................................................................................................................ 22
2.1.3 TIPOS A€ MEZCAI ... . 23
2.2 La produccion d€ MEZCAl...........uuuiiiiii e 24
2.2.1 Aseguramiento de la calidad del mezcal................oueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 24
2.2.2 Clasificacion del Mezcal ..........ccoue e 24
2.2.3 Seleccion del agave para la produccion de mezcal ...........ccooeevveennnn.... 25
2.2.4 El problema de la extraccion de ejemplares silvestres...........cccccccene..... 25
2.3 Produccion del mezcal €N MEXICO ........oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeee 26
2.3.1 Denominacion de OFigEN.............uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiieiiieeeeieeeaeeeeeenennneeeeeenenne 26
2.3.2 Legislacion y regulacion del mezcal...............ueveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 26
2.3.3 La certificacion oficial del mezcal ................eueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 26
2.3.4 La cadena productiva del Maguey-Mezcal.................uuveieiemiiiiiiieinninnnnns 27
2.4 La produccion del mezcal y otros destilados ..........coovvvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiene, 28



2.4.1 Especies de agave utilizadas para producir bebidas alcohdlicas........... 28

2.4.2 Presentacion de los diferentes destilados de agave en México............. 29
2.5 Diferencia entre Mezcal y Tequila ...........coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 39
26 Elagave y €l MEZCal.........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 39

2.6.1 Diversidad de especies agave para elaborar mezcal...........cccccccceennn.... 39

2.6.2 La maduracién del agave para la produccién de mezcal ....................... 41

2.6.3 Racionalidad en el sistema de cultivo tradicional ..............cccccccceeeee.. 42
YA A 1 4] oY= Te (o TN =oo] g oo ] oo 1 42

2.7.1 Las industrias que utilizan plantas de agave...........ccccoooviiiiiiiiiiiciieeenn. 42
2.8 Produccion y exportacion del Mezcal .............cooveiiiiieiiiiiiiee e 44

2.8.1 Principales eXportaCiONes .........cccoeeieiieiiiiiiae e 44

2.8.2 Relevancia en el mercado internacional de bebidas alcohdlicas ........... 47

2.8.3 El crecimiento en la produccion de mezcal ............ooeciieeiiiiiiiiiiiiiieee. 49
2.9 ProyecCion @ fULUFO..........cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 51

2.9.1 Resultados del crecimiento en ventas y exportacion................ccccueeueeeee 51

Capitulo 3. Reproduccion de A. potatorum y otros Agaves: Sistema tradicional y
por CTV como alternativa ............coooouiiiiii e 53
3.1 Reproduccion y propagacion de 10S AQaVeS .........ccoeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeiiee e 53

3.1.1 Aspectos generales de la reproduccion natural en las especies de agave

........................................................................................................................ 53
3.2 Formas de propagacion convencional de agaves ...........cccooeeeeeeeeeiiiiiiieeennn. 54

3.2.1 Mecanismos de reproduccion natural..............ccooeeeiiiiiiiiniieeiieeee e 54

3.2.2 Propagacion sexual en plantas de agave............ooooiiiiieiiiiiiiciiicieeeee. 54

3.2.3 Propagacion asexual (bulbillos e hijuelos) en plantas de agave............. 55

3.2.4 Propagacion del agave en campo y produccion de nuevas plantas....... 56
3.3 Reproduccion sexual por semilla del A. potatorum................cccccoovveeeeennnnnn... 57

3.3.1 Tipo o via de reproduccion natural de A. potatorum................ccccccccoo... 57

3.3.2 Desventajas de la reproduccion sexual (por semilla) para A. potatorum58

3.3.3 Importancia de la propagacion por semillas .............cccooeeeiiiiiiiiiiiiineeenn. 58

3.3.4 El concepto de viabilidad de las semillas .............c.cooeeeiiiiiiiiiieeeeeee, 59
3.4 Las semillas del agave potatorum .................ooeeeei i 60

3.4.1 Tipos de semillas y su clasificacion..................euuuueiieiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieees 60

3.4.2 Periodo de vida de las semillas...........oouueiiiii i 60

3.4.3 Eltamano de las semillas.............ooorriiiiiiiiii e 61

3.4.4 Descripcion general de las semillas de A. potatorum.............ccccccccen...... 61

3.4.5 Importancia de las semillas y otra alternativa para la supervivencia de A.

JoZe] =1 () 47 o1 H P 63
3.5 El Cultivo de Tejidos como una alternativa para la propagacion.................. 63

3.5.1 El concepto del Cultivo de Tejidos Vegetales y sus principios basicos..63
3.5.2 La implementacion del CTV para la propagacion in vitro de agaves...... 65
3.6 Antecedentes sobre la aplicacion de la biotecnologia en el género Agave..65

3.6.1 El concepto de biotecnologia y €l CTV..........euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 65
3.6.2 Uso de las herramientas de la biotecnologia vegetal en el CTV ............ 65
3.6.3 Etapas de la micropropagacion en un laboratorio de CVT..................... 71

3.6.4 Obtencion de brotes de agave por medio de la propagacion in vitro...... 71
3.6.5 Proceso de enraizado del agave por medio de la propagacion in vitro..72
3.6.6 Traslado de una planta de agave micropropagada a un invernadero ....73



3.6.7 Aclimatizacion de las plantas de agave micropropagadas e importancia

(o L= YU ] (= (o J 73
3.7 Aplicaciones del cultivo in vitro en plantas ... 74
3.7.1 Propagacion in Vitro POr CTV ... 74
3.7.2 Conservacion de tejidos vivos y bancos de germoplasma...................... 74
3.7.3 Desarrollo de protocolos de micropropagacion para especies silvestres
B @QAVE ...ttt n ittt s s nnnnnnne 75
< 3 = 1 ¢ o1 To7 o o] fo] o =T = o oI o S 76
3.8.1 El principio de la propagacion in vitro o micropropagacion de plantas...76
3.8.1 Ventajas del uso de la micropropagacion.............c..uceiieeeieeiieeiiiiiiieeenen. 77
3.9 Etapas del proceso de Micropropagacion .............ccoeeeeeuiiiinieeeeeeeeiiieeeee e 77
3.9.1 Etapa 0: Preparacion de la planta madre (donadora de explantes)....... 77
3.9.2 Etapa |: Establecimiento aséptico e induccién a la diferenciacion
[gaTe] o] (oo | o= TP PPPPPPP 78
3.9.3 Componentes del medio de CUltiVO ...........ooiiiiiiiiii e 79
3.9.4 Etapa Il: Multiplicacion de brotes adventicio o embriones somaticos.....80
3.10 Vias de REGENEracCiON ...........cceuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 81
3.10.1 Principio de regeneracion celular por medio de la micropropagacion ..81
3.10.2 OrgAN0OGgENESIS......uuuuuuuuuiuuieeinntuuneaeaeetasaasaeaaeasssseasessssessensesesssnnnsssnnnnnnnes 82
3.10.3 EMDIIOGENESIS .....eveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiteeieeeeeeeeeeeee et eensessesnenne 83
3.10.4 Etapa lll: Alargamiento, acondicionamiento y enraizamiento in vitro ...84
3.10.5 Etapa IV: enraizamiento ex vitro y aclimatizacion de las plantas ......... 85
3.11 Innovaciones biotecnologicas de los agaves mezcaleros ...........ccccceeeeeeee.. 86
3.11.1 Sistemas de Inmersidn Temporales..........cooooviieiiiiiiiiei e 86
3.11.2 Marcadores MOIECUIAreS .........ccooeeiiiiiiecieee e 88
3.11.3 Biotecnologia de AlIMENTOS............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiiii e 89
Capitulo 4. Costos de produccion de la micropropagacion del Agave potatorum..90
4.1 El analisis de costos como una herramienta parael CTV ..o 90
4.1.1 Costos directos € iNAIreCtOS ........cooviiiiiiiiiieee e 90
4.1.2 Descripcidn del proceso para la micropropagacion de A. potatorum .....91
4.2 Etapas de la micropropagacion de A. potatorum.............ccccceeeeeeeeeiinncaaeeennn. 91
4.3 Determinacion de los costos directos e indirectos............ccoooevevieeiiiiccinenn.n. 95
4.4 Resultados de los costos por unidad y comparacion con los precios del
1= o= Lo [ 1S 99
V. CONCLUSIONES....... .ottt eeeeeeeeaaesseaessssnsnsnnsnnssnsnnnnnnnnns 103
V. REFERENCIAS ...ttt sssssssssssnnsnnnsnnnnnnnnns 105



iNDICE DE FIGURAS
Figura 1.0. Morfologia, composicion y estructura de una planta de agave............ 10
Figura 1.1. Esquema metabolismo CAM caracteristico de la familia Agavaceae ..12

Figura 1.2. Anatomia del agave (Esparza-lbarra et al., 2015) ........ccoeeeieeiiiiieennen. 13
Figura 1.3. Distribucion de los agaves en México (CONABIO, 2006).................... 15
Figura 1.4. Agave potatorum Zucc (Convite Mezcal, 2020)..........ccoeeeeeeeeeiiieeeeeenn. 17

Figura 1.5. Anatomia de A. potatorum (Biodiversity Heritage Library, 2018)......... 18
Figura 2.0. Diagrama de bloques con las operaciones realizadas para la

elaboracién de mezcal artesanal. Adapatado de: CIATEJ, 2014...........ccccccee. 22
Figura 2.1. Mapa de actores clave del sistema producto maguey-mezcal
(artesanal/industrial) (Palma ef al., 2016) ......ccoeeiiieieiiee e 28
Figura 2.2. Ubicacion del sitio de elaboracion de los distintos destilados de agave
en la republica mexicana (Pinterest, 2021)........ooov i 39
Figura 2.3 Molecula de inulina (Justo et al., 20071) ......cccooiiiiiiiieieeeeeeeen 40
Figura 2.4. Produccion de mezcal por afio del 2011-2022 (COMERCAM, 2023)..49
Figura 2.5. Produccion de mezcal por categoria (COMERCAM, 2023)................. 50

Figura 2.6. Produccion nacional de mezcal por clase (COMERCAM, 2023)......... 50
Figura 2.7. Produccidn nacional por especie de agave (maguey) (COMERCAM,

120 2 51
Figura 3.0. Morfologia de la planta y formas de reproduccion natural de algunas
especies del GENEro AQAVE.........coooiiiiiiiiiiiiii e 54
Figura 3.1. Forma de reproduccién asexual del agave, formacién de hijuelos
(LEON, 2014, e 57
Figura 3.2. Prueba de viabilidad de semillas (SNICS, 2018) ........ccooeeeiiiieiiiieeen. 60
Figura 3.3. Semilla seleccionada, las semillas negras son fértiles y las blancas
1= 1 =P 61

Figura 3.4. Germinacién de semillas de A. potatorum (Ortiz-Hernandez, 2020)....63
Figura 3.5. Embriogénesis somatica de A. salmiana..............ccccoceiiiiiniiieenen. 70
Figura 3.6. Organogénesis directa de Agave maximiliana Baker .......................... 71

Figura 3.8. Respuesta de morfogénesis por vias de regeneracion en especies de
agave, inducidas por explantes como una hoja y tejidos provenientes de
=T 1S (=T 1 T F TP 82

Figura 3.9. Embriogénesis somatica indirecta de la especie A. angustifolia Haw..84
Figura 3.10. SIT SETIS ... 87
Figura 4.0. Esquema de micropropagacion del Agave tobala (Jara, 2020) ........... 92



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1.0. Caracteristicas sobresalientes de Agave tobala.............ccccooeveeeeee.... 19
Tabla 2.0. Tipo de destilados Tequila y Mezcal y especies de agaves utilizadas
(oTo] g aTo TN o =1 (=T 4 = T o] 4 o 4= TS 29
Tabla 2.1. Destilados de agave elaborados en México con Denominacion de
OFIgEN. e 30
Tabla 2.2. Principales diferencias entre el Tequila y el Mezcal...............cc.couvneneeee 39
Tabla 2.3. Estimaciones y crecimiento econdmico del Mezcal y el Tequila........... 44
Tabla 2.4. Denominacion de Origen de Tequilay Mezcal ...............oueviiiiiiiiiininnnns 45
Tabla 2.5. Distribucion de la disponibilidad de Tequila y Mezcal en México (miles
de litros). Adaptado de SAGARPA, 2017 . ..o 45
Tabla 2.6. Destinos de Exportaciones del Mezcal .............ccooooviiiiiiiiiiiieiiieeees 46

Tabla 2.7. Reconocimiento de paises a la denominacion de origen de bebidas
espirituosas destiladas de agave............ooooiiiiiiii 48

Tabla 3.0. Composicion quimica en promedio de las semillas de A. potatorum....62
Tabla 3.1. Antecedentes sobre el cultivo y propagacion in vitro de especies del

(0 =T =T o T= T = 1Y S 66
Tabla 3.2. Clasificacion de reguladores de crecimiento y su aplicacion en el cultivo
de tejidos Vegetales ........cooo i 80
Tabla 4.0. Etapas y objetivos para la micropropagacion de A. potatorum. ............ 93

Tabla 4.1. Clasificacion de gastos variables y gastos fijos en el proceso de
propagacion in vitro de A. POtatOrum. ...............ccoeeeeeuuiiiee e 95

Tabla 4.2. Calendarizacion de acuerdo con el protocolo de micropropagacion del
AQGAVE POLALOIUIM ..o e e e e e e e e e e e e e e e eeennnnnnns 97

Tabla 4.3. Costo por unidad de planta de A. Potatorum, ventajas y desventajas, en
comparaciéon con otros costos del mercado para esta misma especie................ 100

iNDICE DE GRAFICAS
Grafica 1.0. Estacionalidad de Exportaciones de Mezcal.............cccooeeiiiiiiiiinnnnnnn. 46
Grafica 2.0. Principales exportadores mundiales de bebidas espirituosas............ 47



Il. RESUMEN

El mezcal se ha convertido en uno de los productos mas representativos de México
a nivel internacional, ya que su caracter artesanal y sus diferentes presentaciones
lo han convertido en una bebida altamente demandada. De acuerdo con el informe
estadistico elaborado por la COMERCAM (2023), la tasa de crecimiento de la
produccion del 2022 aumento en un 74.89% respecto al afo anterior, de igual
manera la produccién a nivel nacional de mezcal referido a 45% Alc. Vol equivale a
14, 165, 505 litros. En tanto, las exportaciones de mezcal envasado tuvieron un
crecimiento del 67.43% respecto al afio 2022, con 8, 543, 324 litros exportados, y
su demanda sigue en aumento (COMERCAM, 2023).

El mezcal es una bebida alcohdlica que se obtiene de la destilacion del jugo
fermentado de las cabezas o pifias de diferentes especies de agaves, los mas
utilizados son: Agave angustifolia Haw, Agave semmaniana. Jacobi, Agave
rhodacantha Tre, Agave karwinskii Zucc. Agave marmorata, Agave americana var.
americana Linneo, Agave americana var. oaxacensis Gentry, Agave convall y Agave
potatorum Zucc. Aun cuando son muchas las especies de donde se puede obtener
el mezcal, la alta demanda de este destilado pone en peligro de extincion a las
poblaciones silvestres de estas especies ya que no existe una planeacion en su
cultivo y, por lo tanto, no hay plantaciones a nivel comercial de su explotacion (Lopez
et al., 2018).

El Agave potatorum es una especie de vida silvestre que no es cultivada de manera
comercial, pero es sobreexplotada para la produccion del mezcal; el cual alcanza
altos precios por su sabor y poca disponibilidad, ya que su forma de reproduccion
es sexual y su distribucidn se limita a zonas marginales de Oaxaca y Puebla. La
especie es extraida de su habitat y todo esto, hace que la especie se encuentre
amenazada. Una alternativa es la utilizacion de técnicas biotecnologicas para una
reproduccion intensiva y su conservacion, ademas de evitar la pérdida de la
variabilidad genética. El Cultivo de Tejidos Vegetales permite la obtencion de clones

libres de patdégenos y una produccion intensiva en menor tiempo, y con mayor



numero de plantas que los sistemas tradicionales, ademas se puede realizar en
espacios reducidos y con material biologico (semillas) seleccionado con
caracteristicas sobresalientes y clonarlos sin necesidad de extraer de su habitat
ejemplares. La micropropagacion in vitro esta basada en la propagacion asexual de
plantas, en la que se toman segmentos de una planta madre (hoja, tallo, semillas,
raices apices, meristemos, etc.) para la regeneracion de plantas completas
genéticamente idénticas. En agaves mezcaleros se han reportado algunos casos

de éxito utilizando técnicas de cultivo in vitro (Espinosa-Leal et al., 2018)

El presente trabajo se plantea como objetivo general, la revision de literatura sobre
la importancia del género agave en México, como la planta A. potatorum Zucc o
maguey tobala, la cual pertenece al mismo, para destacar como los agaves o
magueyes son la base para la elaboracion de mezcal, la bebida destilada de agave
mas ancestral, por lo que se mencionara su proceso y produccion, asi como los
componentes de la cadena productiva del mezcal, de igual forma se abordara la
parte de legislacion por la relevancia que tiene el mezcal en cuanto a su
denominacion de origen y nivel de exportacion como bebida espirituosa, ya que,
ésta va relacionada con la variedad de destilados que se elaboran a partir de
diversas especies de agave empleadas como materia prima en la republica
mexicana, por otro lado, se analizara como se lleva a cabo la reproduccién de
plantas de A. potatorum, ya sea de forma tradicional (natural) o a través de sistemas
biotecnolégicos, como lo es el cultivo de tejidos vegetales, y se mostraran las
diferencias significativas entre ambos sistemas. Finalmente, se llevara a cabo un
ejercicio sobre los costos de produccion para la obtencion de nuevas plantas de A.
potatorum por medio de la propagacion in vitro en un laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales, teniendo como base un protocolo especializado para su

micropropagacion.



Il. INTRODUCCION

El género agave pertenece a la familia Agaveceae, y México es el centro de origen
y diversidad, por lo mismo, el territorio nacional tiene diversificacion y endemismo
del género (Gentry, 1982., Garcia-Medoza,1995., Vazquez-Garcia et al., 2007.).
Gracias a la antigua y colaborativa relacion entre las poblaciones humanas vy las
plantas de agave, hay especies que tienen una importancia regional, nacional e

internacional, debido a sus multiples usos y aporte econémico.

Una de las especies de agave mezcalero de mayor importancia econémica y cultural
es el Agave potatorum (conocido como tobala), endémico de Puebla y Oaxaca, que
lamentablemente es extraido de comunidades vegetales silvestres, una
particularidad es que esta especie no lleva a cabo una reproduccion vegetativa
(asexual), ademas, los ejemplares silvestres de esta especie se extraen de los
valles Centrales de Oaxaca, generalmente cuando se encuentran en etapa
reproductiva y generan semillas, lo que lo vuelve vulnerable ya que, disminuyen las
poblaciones de esta especie, afectando también a la produccién de nuevas plantas
(Torres et al., 2015).

La biotecnologia vegetal y especificamente la técnica de cultivo de tejidos vegetales,
actualmente, se presenta como una alternativa para la conservacion de
agaves (Rubluo et al., 1993., Martinez-Palacios et al., 2003), y la micropropagacion
de los mismos, la cual consiste en reproducir o propagar plantas silvestres y de
interés econdmico, aplicando las técnicas de cultivo in vitro, una de sus mayores
ventajas, es la rapida multiplicacién a gran escala y la produccion de plantas sin
enfermedades (Ewaid y Kretzschmar,1996).



lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar el estado del arte del Agave potatorum Zucc. (tobald), y las posibilidades
que se tienen para poder reproducirlo por medio de técnicas biotecnolégicas, al
igual que, conocer el potencial de esta especie como materia

prima para la elaboracion de mezcal, el impacto econdomico que genera la
produccion de este destilado, y su aplicacion en una de las industrias mas

crecientes de los ultimos afnos, la industria mezcalera en México.

Objetivos particulares

-Implementar una busqueda sistematica para abarcar de manera general y
particular aspectos relacionados con el género agave para la produccién de mezcal.
-Generar la informacion necesaria para ser un referente en el tema del Agave
potatorum Zucc o maguey tobala.

-Evaluar los costos de produccion para la obtencidn de nuevos ejemplares de agave
tobala por medio de la micropropagacion, tomando como base las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales (CTV).



Capitulo 1. El agave tobala (A. potatorum)

En este capitulo se busca dar a conocer los aspectos generales del género Agave, su clasificacion
taxonémica, descripcion botanica, asi como sus usos e importancia econdémica. Asimismo, se
presenta la informacién mas importante de la especie A. potatorum, como su taxonomia, su
descripcioén botanica, centro de origen y distribucion geografica, al igual que la problematica a la que

esta sujeta esta especie.

Abreviaturas: ADN (acido desoxirribonucleico), CAM (del inglés Crassulacean Acid Metabolism), cm (centimetros),
CONABIO (Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad), CO2 (dioxido de carbono), Ha (hectareas),
INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia), m (metros), PEPC (fosfoenolpirdvico-Carboxilasa), Pg (picogramo).

1.1 Aspectos generales del género Agave

Los agaves son plantas monocotiledoneas, perennes y xerofitas, las cuales estan
adaptadas a vivir en condiciones climaticas desfavorables, con largos periodos de
sequia y altas temperaturas, gracias a que presentan modificaciones morfologicas
como una estrategia para soportar ambientes desérticos, a su vez tienen hojas
dispuestas en espiral y arregladas en rosetas en el apice de un tallo, esta
organizacion anatomica favorece a que el agua en forma de lluvia o de rocio sea
recolectada y dirigida hacia sus raices, de igual manera, las hojas son suculentas,
fibrosas, con una base dilatada y carnosa. El numero de hojas varia de una especie
a otra (Garcia-Mendoza. A, 2007., Espinosa-Barrera, 2015).
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Figura 1.0. Morfologia, composicion y estructura de una planta de agave (Gallardo-
Valdez, 2017)
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1.1.1 Caracteristicas sobresalientes de los agaves

Los agaves tienen estrategias para poder sobrevivir en ambientes con clima seco o
periodicamente seco, con variaciones de temperatura durante el dia y la noche,
estas plantas limitan la pérdida de agua por transpiracion al acumularla en sus
tejidos especializados (Garcia-Mendoza, A., 2007).

Asimismo, el género agave tiene una gran relevancia econdémica y cuenta con
alrededor de 136 especies. Algunas de ellas eran consumidas por los antiguos
habitantes de México siendo apetecibles por su alto contenido de azucar (Nobel,
1988).

1.2 Clasificacién taxonémica y descripciéon botanica

1.2.1 Presentacioén del género agave

Con base en el analisis morfolégico y molecular realizado por Dahlgren et al.,
(1985), éste clasifica al género agave dentro de la familia Agavaceae, la cual incluye
8 géneros y 295 especies (Cervantes-Duefias, 2016., Garcia-Mendoza et al., 2019).
El género Agave es originario de Amércia, siendo México el pais que presenta una
mayor diversidad de especies, 150 aproximadamente y el 55% crece solamente en
el mismo (Portillo et al., 2007., Arzate et al., 2014., Aguado et al., 2022). En cuanto
a su descripcion botanica, y como se mencioné anteriormente, los agaves son
plantas monocotiledoneas y xerdfitas, esta ultima caracteristica hace referencia a
su capacidad de sobrevivir a grandes sequias. Ademas, son plantas perennes (se
caracterizan por vivir mas de dos afos), de igual manera sus hojas estan dispuestas
en espiral y crecen en rosetas en el apice de un tallo, cabe destacar que el tallo es
el principal érgano que almacena agua y carbohidratos reserva, ya que todas las
raices adventicias nacen de su base. Las hojas de los agaves son suculentas,
fibrosas y de aspecto carnoso, tienen diferentes formas de acuerdo a cada especie,
éstas pueden ser lineales, ovaladas o lanceoladas, a su vez los margenes poseen
diversidad morfologica, pero se distinguen por tener una espina en la punta del
apice, de igual forma, en las hojas se almacena agua, ya que tienen adaptaciones
como cuticula gruesa, sensibilidad estomatica o presencia de estomas complejos
que conservan y evitan la pérdida de agua (Espinosa-Barrera, 2015), como se

muestra en la figura 1.0.
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1.2.2 Metabolismo de las plantas de agave

Ademas, los agaves contienen sistemas de raices superficiales que permiten la
captacion eficiente de pequenas cantidades de agua y presentan el metabolismo
acido de las crasulaceas o CAM, en el que el CO2 se almacena en forma de acidos
organicos en la vacuola y durante el dia éste se incorpora a la fotosintesis, por lo
tanto, la transpiracion es mayor y da como resultado ganancias en carbono,
perdiendo lo minimo en agua (Espinosa-Barrera, 2015), el metabolismo CAM se

ilustra en la figura 1.1.

Figura 1.1. Esquema metabolismo CAM caracteristico de la familia Agavaceae (Adaptado
de: Kropp y Halasey, 2018)

En la figura 1.1 se muestra como los organismos tipo CAM reservan acidos
organicos dentro de la vacuola en la fase nocturna, por lo general en forma de acido
malico, a su vez, tienen una gran cantidad de carbohidratos de reserva tales como:
almidon, glucanos y hexosas, debido a esto las plantas CAM utilizan grandes
cantidades de PEPC (PEP-Carboxilasa) para fijar el CO2 y junto con las enzimas
descarboxilasas activas promueven la fijacién diurna de CO2 gracias al ciclo de
Calvin (Geydan & Melgarejo, 2005).

Por otro lado, el metabolismo CAM, proviene de una evolucion morfolégica, genética
y anatomica, que presenta modificaciones en la célula de la planta, ya que ésta
posee un mesofilo especializado con paredes celulares delgadas y vacuolas
prominentes, denominado hidrénquima, el cual se especializa en acumular agua. La

adaptacion y evolucidon de los genes en las plantas CAM las ha convertido en
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organismos muy versatiles, ya que pueden sobrevivir a ambientes poco favorables,
ya que si el CO, sigue aumentando seran las ultimas plantas en el futuro, debido a
que seguiran transformando este gas en oxigeno y otros componentes organicos
(Magos Lépez, 2016)

1.2.3 Importancia de la reserva genética del agave

La conservacion de la reserva genética (ADN) es necesaria para la subsistencia de
las plantas pues en ellas se encuentra la informacién para el desarrollo de la planta,
la morfologia, el apoyo para combatir enfermedades o plagas, el ciclo de vida y las
futuras adaptaciones a condiciones climaticas distintas, ademas de que es
necesario que exista una variacion genética para que posean capacidad evolutiva.
Para ayudar a la conservacion de los agaves uno de los puntos indispensables es
generar la informacion sobre la organizacion y composicion de su genoma. Se sabe
que estas especies contienen 7.5 pg (haploide) de ADN, que su numero basico
cromosomico es n= 30 y que existen especies poliploides, es decir, con juegos
extras de cromosomas. Sin embargo, aun se tiene mucho que explorar en los

genomas de estas especies (Espinosa-Barrera, 2015).
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Figura 1.2. Anatomia del agave (Esparza-Ibarra et al., 2015)
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1.3 Centro de origen y distribucion geografica

1.3.1 Distribucién del género agave en la republica mexicana

Como reportan la CONABIO, (2006), Cervantes (2002) y Pérez-Hernandez et al.,
(2016), México es el centro de origen, diversificacion y domesticacion de la familia
de las Agavaceas, a la cual pertenece el maguey, incluye 288 especies, 166 de las
cuales son magueyes, agrupados en el genéro Agave (Agave spp.). Dentro de todo
el territorio mexicano se han encontrado 125 especies de agaves, lo que representa
el 75% del total mundial. De acuerdo con Palma-Lopez et al., (2016) e Isidro Morales
et al., (2017), estas 125 especies son potencialmente utiles para la extraccion de
mezcal.

Sin embargo, un estudio realizado por Garcia et al., (2019), presenta que se han
encontrado cuatro especies nuevas de Agave (Asparagaceae, Agavoideae) al sur
de México, por lo que, actualmente la cifra de especies endémicas en nuestro pais
es de 129, las cuales representan el 61% de las especies del mundo y 81% de las
que se distribuyen en México.

La republica mexicana, esta conformada en un 60 % por regiones con zonas aridas
y semiaridas, con condiciones climatologicas de poca precipitacién, ademas cuenta
con suelos pedregosos y superficies pronunciadas (Isidro Morales et al., 2017),
estas condiciones ayudan al crecimiento y desarrollo de especies vegetales

xerdéfitas como las cactaceas y agaves.

1.3.2 Relevancia cultural y social del agave en México

De acuerdo con Garcia-Mendoza (2012), los agaves siguen teniendo una gran
importancia economica y cultural, ya que son fuente de alimentos, bebidas,
medicinas, combustible, cobijo, ornato, fibras, abono, construccién de viviendas y
elaboracién de implementos agricolas, etc., de igual modo, estas plantas tienen
caracteristicas muy particulares, lo cual ha servido para diferenciarlas de otras
especies vegetales, por ejemplo: su tolerancia a la sequia y capacidad de absorber
humedad del ambiente para sobrellevar los periodos de la falta de agua por
precipitaciones (Isidro Morales et al., 2017).

A pesar de que, los agaves estan principalmente adaptados a habitar en climas
aridos, tienen una distribucion geografica amplia, por lo que viven en matorrales,

pastizales, bosques de pino y encino, selvas secas y humedas, incluso algunas
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especies crecen sobre suelos rocosos con muy poca superficie. En particular, los
agaves utilizados para la produccion de mezcal se distribuyen desde Sonora hasta
Chiapas y desde Nuevo Ledén y Tamaulipas hasta la Peninsula de Yucatan, como
se puede observar en la figura 1.3.
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Figura 1.3. Distribucion de los agaves en México (CONABIO, 2006)

1.4 Importancia alimenticia y econémica

1.4.1 Usos y aplicaciones de las plantas de agave

Existen registros de que en México el uso de agave, data de hace mas de 10 mil
afos (CONABIO, 2021), siendo conocidas por su variedad de usos, las especies de
Agave, son empleadas como materia prima para la elaboracién y fabricacion de
canastas, sacos, cordeles, entre otros, a partir de la fibra de especies como Agave
fourcroydes Lem., (A. henequén), Agave sisalana Perrine (A. sisal), Agave
angustifolia (A. espadin), en la gastronomia mexicana sus pencas se usan para
envolver la barbacoa, sus flores (gualumbos) se cocinan y con el aguamiel se
elabora pan de pulque. Es importante resaltar que, las plantas de agave contienen
importantes fitoquimicos como vitaminas y saponinas, de igual manera los agaves
son empleados para la elaboracién de bebidas alcohdlicas destiladas como lo son
el tequila, que se produce a partir de A. tequilana Weber var. (forma) azul y/o los
mezcales a partir de Agave rhodacantha Trel. (A. mexicano o ameéricano) o Agave
potatorum Zucc. (A. tobala), a su vez, a partir de estas plantas se producen bebidas

alcohdlicas fermentadas como el pulque y los curados, los cuales incluyen minerales

15



de importancia nutricional y, ademas continen bacterias acidolacticas con potencial
probidtico que de igual forma se emplean en la medicina tradicional ya que. En A.
fourcroydes (A. henequén) se han identificado compuestos con propiedades
antiinflamatorias, antiparasitarias o hemoliticas. Otro producto obtenido a partir de
A. tequilana (A. azul) es la miel de agave que puede ser empleada como sustituto
de azucar, y, por ultimo, son por excelencia plantas de ornato, sin embargo, estos
ejemplares han sido sobrexplotados debido a la extensa variedad de productos que
son obtenidos a partir de ellos (CONABIO, 2021).

1.5 El agave tobala
1.5.1 Descripcion botanica y distribucidon geografica de A. potatorum
“El Agave potatorum Zucc es una especie silvestre de la que se obtinene el mezcal
tobala, que por su sabor es altamente demandado” (Escamirosa et al., 2017, p.18).
De acuerdo con Sanchez (2005) y Martinez-Ramirez, Trinidad, Bautista y Pedro
(2013) este maguey mezcalero se distribuye en la region Mixteca de Oaxaca y en
el estado Puebla.
Garcia-Mendoza (2010) indica en su estudio las caracteristicas principales de A.
potatorum:
“Plantas perennes, solitarias, con rosetas compactas de 30-50 cm de alto y 40-60
cm de diametro. Constando de 30-60 hojas por planta de 15-35 cm de largo y 8-10
cm de ancho” (p. 73) (fig. 1.4 y 1.3 y tabla 1.0).
Taxonomia de la especie:

» Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Lilidae
Orden: Asparagales
Familia: Asparagaceae
Subfamilia: Agavoideae
Género: Agave

YV V V V V V V

Especie: Agave potatorum
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Figura 1.4. Agave potatorum Zucc (Convite Mezcal, 2020)

1.5.2 Principales aspectos de A. potatorum (Agave tobala)

Con base en la investigacion de Garcia-Mendoza (2010) y Vazquez (2006), y la
informacion de CONABIO (2006) y SEMARNAT (2010), a continuacién, se
presentan los aspectos principales de A. potatorum:

Nombre comun y usos: Papalometl, papalomé, maguey papalomé, tobala.
Se usa principalmente para la elaboracion de mezcal, bebida alcohdlica muy
apreciada por sus cualidades organolépticas suaves. Las flores se emplean
en la alimentacion al igual que el pedunculo floral cuando ha comenzado su
desarrollo. En la medicina tradicional, las hojas se utilizan para disminuir
hinchazones y para el tratamiento de lesiones internas tanto de hombres
como de animales domésticos (Garcia-Mendoza, 2010 p. 77).

“Etimologia: El epiteto especifico proviene del latin potator, -oris bebedor
(de vino)” (Garcia-Mendoza, 2010 p. 77).

“Fenologia: Florece de finales de agosto a noviembre y fructifica de
noviembre a marzo” (Garcia-Mendoza, 2010 p. 77).

Habitat y distribucion: Agave potatorum se desarrolla en sitios planos o con
poca pendiente, sobre suelos arenosos derivados de rocas calizas, en un
intervalo altitudinal que va de los 1300 a 2400 m, en climas aridos y
semiaridos. Forma parte de la selva baja caducifolia, del matorral xerofilo con
cactaceas columnares y del matorral xerdfilo con el bosque Quercus. Su
distribucion abarca el extremo oriental de la cuenca del rio Balsas, el valle de
Tehuacan-Cuicatlan, pie de monte de las sierras Mixtecas y montanas que
rodean los Valles centrales de Oaxaca (Garcia-Mendoza, 2010 p. 77).
Endemismo: Endémica de México, se conoce de los estados de Oaxaca y
Puebla. En Oaxaca en los distritos: Coixitlahuca, Ejutla, Etla, Huajuapan,
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Ixtlan, Miahuatlan, Mixe, Nochixtlan, Ocotlan, Teotitlan, Tlacolula, Yautepec,
Zaachila y Zimatlan (Garcia-Mendoza, 2010 p. 36)

o Estado de conservacion cualitativa: El aprovechamiento de las plantas
para la produccién de mezcal es una amenaza para las poblaciones
silvestres debido a que la totalidad de las plantas son extraidas del medio
silvestre, ademas de que se aprovechan los individuos adultos, lo que reduce
el numero de reproductores, la produccion de semillas y la regeneracion
natural de la especie. Otro factor de riesgo es la pérdida y destruccidén de
habitat por el cambio de uso del suelo (Garcia-Mendoza, 2010 p. 36).

e Polinizadores: Principalmente, son los murcielagos Leptonycteris curasoae
quienes polinizan y visitan sus flores otofales, acarreando y mezclando el
polen de poblaciones lejanas contribuyendo asi a la formacion de sus

semillas.

Inflorescencia

Planta

Vircert Bros F7

Figura 1.5. Anatomia de A. potatorum (Biodiversity Heritage Library, 2018)

En la tabla 1.0 se presentan algunas de las caracteristicas sobresalientes de la

especie A. potatorum o agave tobala.
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Tabla 1.0. Caracteristicas sobresalientes de Agave tobala

Agave potatorum Zucc.

o Madurez: 8-14 afios.
o Distribucion: Oaxaca vy
Puebla. Partes interiores y

secas de la sierra Madre del

sur, Valle de Tehuacan y
sierras oaxaquenas.
o Tipo de Reproduccion:

Sexual.

(Far out flora, 2021)

1.6 Problematica de la explotacién de la especie

La industria tequilera del estado de Jalisco y la mezcalera de Oaxca, desde hace
cinco anos se encuentra en un crecimiento y demanda constante, ya que ambos
productos han alcanzado reconocimiento mundial, como consecuencia se tiene
escasez de materia prima (agaves), por lo que diversos productores artesanales de
las sierras oaxaquenas utilizan especies silvestres como susitutos, especialmente
a A. potatorum Zucc., de la cual se elabora un mezcal con caracteristicas
organolépticas destacables, por su composicion en cuanto a compuestos
aromaitcos (Molina-Guerrero et al., 2007 ., Vera-Guzman et al., 2009., Isidro Morales
et al., 2017). Esta especie habita en suelos con pendientes pronunciadas,
pedregosos y sin aporte externo de nutrimentos, por su metabolismo CAM (del
inglés, Crassulacean Acid Metabolism), puede optimizar la absorcion del agua de
lluvia y los nutrientes que contiene el suelo para lograr su crecimiento vy

fructificacion, procesos que le llevan tiempo.

1.6.1 La agricultura de A. potatorum y madurez reproductiva de la especie
lisley et al., (2005), Lépez-Cruz, Martinez-Gutiérrez y Caballero-Garcia (2016),

mencionan que un ejemplar de A. potatorum alcanza su madurez reproductiva entre
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los seis y ocho afios, lo cual coincide con su concentracion maxima de azucares y
su extraccion del campo.

La cosecha de “pifias” provenientes de estas poblaciones silvestres, afecta a A.
potatorum debido a que la colecta se lleva a cabo antes de que la planta pueda
emitir flores y semillas, esto tiene un impacto negativo en su reproduccion, ya que
no existen registros de que se reproduzca asexualmente, como consecuencia, las
poblaciones silvestres han ido disminuyendo (Scheinvar, 2008., Torres et al., 2013.,
Lopez-Cruz et al., 2016).

Escamirosa-Tinoco, Martinez y Guzman (2019) sefalan que, en el censo del 2015
de las comunidades: Infiernillo San Francisco, San Miguel Piedras, Chidoco, Rio
Minas y San José Rio Minas de los distritos de Zaachila, Zimatlan y Nochixtlan, se
encontraron 29 ha cultivadas con A. potatorum, con una produccién estimada de
mezcal de 26,000 litros anuales.

De acuerdo con Scheinvar (2008), esta especie florece una unica vez y muere,
actualmente no existen registros de que presente algun tipo de reproduccion
asexual de forma natural, la polinizacion es el unico medio de supervivencia para A.
potatorum.

Pérez-Negrén y Casas (2007)., Delgado-Lemus (2008) y Torres et al., (2013),
describen los multiples usos que se le dan a esta especie, como fuente de alimento
(flores), leia, valla viva y elaboracion de mezcal, por mencionar algunos. Debido a
gue estos usos estan relacionados con el momento de su reproduccion, los autores

han identificado a esta especie en estado de riesgo para su conservacion.

1.7 Elaboracién del mezcal

1.7.1 Las especies de agave como materia prima para su obtencién

En el estado de Oaxaca se utilizan diversas especies de agave para la produccidon
de mezcal (Martinez-Ramirez et al., 2013., Lopez-Cruz et al, 2016).

Cabe mencionar que, este destilado al igual que el tequila, cuenta con denominacion
de origen y norma oficial mexicana, para la vigilancia de su produccion y
comercializacion en todos los niveles (SAGARPA, 2017).

Esparza-lbarra et al., (2015) indican el mezcal, se puede elaborar de diferentes
especies Agave, sin embargo, éstas no se pueden utilizar para producir ningun otro
tipo de bebida dentro de los estados que cuentan con denominacion de origen.
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Capitulo 2. El mezcal

El proceso de elaboracion del mezcal es de gran relevancia ya que, actualmente su produccién se
realiza de forma artesanal, y en este capitulo se describe dicho proceso, ademas de mencionar a los
otros destilados de agave que se producen en la Republica Mexicana, de igual manera, se sefialan
sus caracteristicas mas sobresalientes, las cuales marcan una gran diferencia respecto a otras
bebidas como lo es el tequila, por otro lado, se mencionan los organismos reguladores de este
destilado, asi como su denominacion de origen, la cual lo protege y sustenta, por ultimo, se
demuestra su importancia en el mercado nacional e internacional, al igual que su proyeccion a futuro.

Abreviaturas: ART (Azucares Reductores Totales), DOM (Denominacion de Origen), g (gramos), ISSR (Inter secuencias
Simples Repetidas), L (Litros), Kg (Kilogramos), Mt (Miles de Toneladas), NOM (Norma Oficial Mexicana).

2.1 Definiciéon de Mezcal

“‘Mezcal” proviene del nahuatl Mexcalli, y su significado es: agave horneado.
Asimismo, es el nombre que recibe la bebida alcohdlica destilada, la cual es
elaborada de manera artesanal en muchas localidades rurales de México (Pérez-
Hernandez et al., 2016).

La Norma Oficial Mexicana NOM-070-SFCI-2016 “Bebidas alcohdlicas-Mezcal
Especificaciones”, establece que; “El mezcal es la bebida alcohdlica regional
obtenida por destilacion y rectificacidon de mostos preparados directa y originalmente
con los azucares extraidos de las cabezas maduras de los agaves, previamente
hidrolizadas o cocidas, y sometidas a fermentacion alcohdlica con levaduras,

cultivadas o no”.

2.1.1 Proceso de elaboracién del mezcal

Esta bebida es obtenida de los azucares fermentados de las cabezas cocidas de
mas de 50 especies de género Agave comunmente llamado maguey (Aguirre y
Eqguiarte, 2013, Torres et al 2015, Pérez-Hernandez et al, 2016). La cosecha del
agave maduro es la primera accion que se realiza en la produccién del mezcal,
posteriormente se “capa” o corta su escapo floral, después se retiran la mayoria de
sus hojas por medio del jimado y se obtienen las pifias de agave, las cuales se
cosen y hornean en hornos o autoclaves. Durante la coccion, los polisacaridos
especificamente los fructanos, son hidrolizados por la acidez del jugo y la
temperatura del proceso, con ello se obtiene un jarabe rico en fructosa que se
introduce a fermentacidén alcohodlica con levaduras que son originarias o cepas
seleccionadas. Por ultimo, el mosto con un porcentaje de etanol de 2 a 13 % v/v se

destila por lo menos dos veces hasta obtener un mezcal blanco o joven. La
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elaboracién de este destilado tarda en promedio ocho meses, eso sin tomar en
cuenta, el tiempo de maduracion de la planta, el cual depende de la especie y su
tamano, ya que, pueden ser entre 10 y 25 afios para las grandes especies de agave
y de 4 a 5 afios en las pequefas. (Garcia-Mendoza, 2007, Pérez-Hernandez et al,
2016). Todo el proceso es supervisado y coordinado por un maestro o maestra
mezcalera, esto es, una persona con conocimiento y liderazgo en este campo
(Pardo-Nurez, J., 2019).

La produccién del mezcal es generalmente artesanal y por lo tanto varia de regidn
en region. Sin embargo, se determina un proceso mas o menos homogéneo que
sigue las siguientes etapas (Bancomext, 2001). A continuacién, se presenta un
diagrama de bloques (fig. 2.0) que representa el proceso de elaboracién de esta
bebida espirituosa.

Recepcion de las Pesado de las Seccionado de Horneado de
pifias pifias pifia pifias

Destilacion del

mosto Fermentacion Preparacién del Molienda de
fermentado del mosto mosto pifias cocidas
Destilacién Homogenizado o .
- o ajuste de grado Almacenado Filtrado
(Rectificacién) e
Etiquetado y
Empacado Envasado

Figura 2.0. Diagrama de bloques con las operaciones realizadas para la elaboracion de
mezcal artesanal. Adapatado de: CIATEJ, 2014.

2.1.2 Especies de agave empleadas en la elaboraciéon de bebidas alcohdlicas
En los estados de la republica mexicana donde se prepara mezcal, los productores
utilizan aproximadamente 42 especies de agave, en 24 entidades federativas

(Colunga, 2007., Nogales, 2020). El numero de especies utilizadas ha aumentado
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ya que se han reconocido cientificamente mas agaves mezcaleros como: A.

nussaviorum (A. papalotl o A. tobala), A. semmaniana (A. papalometl), A. lyobaa (A.

coyote)y A. megalodonta (A. espumoso), por consiguiente, en total son 46 especies,

7 subespecies y 7 variedades.

Sin embargo, son 20 especies las mas empleadas por sus caracteristicas y su

rendimiento para la produccién de mezcal. Por otro lado, Nogales (2020), menciona

que las bebidas obtenidas del agave se clasifican en dos grupos:

1) Las bebidas que se obtienen por medio del raspado de azucares cuando se

raspa el tallo, como: el pulque y el aguamiel.

2) Las bebidas destiladas que provienen del cocimiento de las corazas, para la

obtenciéon de mezcal.

2.1.3 Tipos de mezcal

Este Gltimo se puede clasificar en las siguientes clases o tipos, como especifica la
NOM-070-SFCI-2016:

a)

b)

c)

d)

e)

‘Blanco o Joven: Mezcal incoloro y traslucido que no esta sujeto a

ningun tipo de proceso posterior.
Madurado en Vidrio: Mezcal estabilizado en recipiente de vidrio mas

de 12 meses, bajo tierra o en un espacio con variaciones minimas de
luminosidad, temperatura y humedad.

Reposado: Mezcal que debe permanecer entre 2 y 12 meses en
recipientes de madera que garanticen su inocuidad, sin restriccion de
tamafo, forma y capacidad en L, en un espacio con variaciones
minimas de luminosidad, temperatura y humedad.

Afejo: Mezcal que debe permanecer mas de 12 meses en recipientes
de madera que garanticen su inocuidad de capacidades menores a
1000 L, en un espacio con variaciones minimas de luminosidad,
temperatura y humedad.

Abocado con: Mezcal al que suele incorporar directamente

ingredientes para adicionar sabores, tales como gusano de maguey,

damiana, limon, miel, naranja, mango, entre otros.
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f) Destilado con: Es un mezcal que debe destilarse con ingredientes para

incorporar sabores, tales como pechuga de pavo o pollo, conejo, mole,

ciruelas, entre otros”.

2.2 La produccién de mezcal

2.2.1 Aseguramiento de la calidad del mezcal

La calidad y sanidad en el proceso de elaboracién del mezcal, es asegurada y
regulada por instancias gubernamentales y no gubernamentales, tal es el caso de
las Normas Oficiales Mexicanas que engloban varios aspectos, que van desde la
produccion primaria hasta el manejo de desechos y la extraccion de agaves
silvestres que son utilizados como materia prima (Lépez-Cruz et al., 2016).

Como se menciond anteriormente, existen diversos organismos que aseguran vy
respaldan esta actividad, por ejemplo, en el estado de Oaxaca se formo el Comité
Sistema Producto Maguey-Mezcal, y son los productores de agave y mezcal,
comerciantes, proveedores de insumos, equipos y servicios, quienes lo conforman,
ademas cuentan con la participacion de los gobiernos estatal y federal (Martinez -
Tenorio, 2013., Lépez-Cruz et al., 2016).

2.2.2 Clasificaciéon del mezcal

El mezcal se clasifica oficialmente de acuerdo con el tipo de produccion, proceso de
destilacién y cantidad de pifias de agave que son empleadas para obtener un litro,
y éste puede ser: industrial, ancestral y artesanal.

La produccion industrial pertenece a productores empresariales que ocupan
infraestructura moderna para obtener grandes cantidades de este destilado, gracias
a los procesos automatizados, y que a su vez es vendido para el consumo masivo.
El mezcal del tipo ancestral y artesanal, los cuales no tienen diferencias
considerables, son producidos de manera tradicional por pequefios productores,
quienes realizan la actividad en pequefas fabricas artesanales conocidas como
“‘palenques”, sin embargo, la produccion es de menor volumen, cabe destacar que
este negocio es generacional, de ahi que sea la principal fuente econémica de los
pequefos productores y sus familias. (Lopez-Cruz et al., 2016., Chavoya-Cruz,
2020). Por otro lado, para la produccidén ancestral de esta bebida, las pifias son
cocidas en hornos de piedra y tierra, la molienda es realizada de forma manual o

con traccién animal. La fermentacién se lleva a cabo en pilas de cemento o tinas de
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madera, cuero, acero, etc. Asimismo, para la destilacion se utilizan ollas de barro o
alambiques de cobre de destilacion discontinua (Chavoya-Cruz, 2020). Finalmente,
otro factor importante que marca la diferencia entre los tipos de mezcales es, la
competencia econdmica, no pueden competir con el mismo grado de habilidad que
las grandes industrias de bebidas alcohdlicas, ya que la mayoria de las marcas de
mezcal artesanal trabajan en mercados selectos, en donde el producto se vende
mas caro, esto se debe a las caracteristicas artesanales que no les permiten tener

una produccidén masiva (Lopez-Cruz et al., 2016).

2.2.3 Seleccién del agave para la produccion de mezcal

La especie de agave seleccionada como materia prima, es diferente en cada region
geografica del pais, siendo Oaxaca el estado donde mas se elabora esta bebida, y
por lo general se emplea la especie, Agave angustifolia, conocida como “maguey
espadin”, al igual que el Agave potatorum o “maguey tobala”, aunque este ultimo
con menos frecuencia (Chazaro, 2007., Pérez-Hernandez et al, 2016). El uso de las
especies Agave cupreata y Agave potatorum, las cuales se distribuyen en los
bosques tropicales secos del sur de México, ha tenido una repercusion negativa, ya
que la extraccion de las plantas en estado reproductivo genera una disminucion en
sus poblaciones silvestres (Aguirre., y Eguiarte, 2013., Pérez-Hernandez et al.,
2016)

2.2.4 El problema de la extracciéon de ejemplares silvestres

Aguirre y Eguiarte (2013), evaluan en su estudio el grado de erosion genética, ésta
se refiere a la degradacion o pérdida de la variabilidad fitogenética, la cual se debe
a muchos factores., incluidos el deterioro parcial del habitat natural, aumento de la
agricultura, cambio climatico, entre otros (FAO, 2017., Martinez Estévez, 2021) que
presentan las poblaciones de agave que son explotadas, con la finalidad de
propiorcionar informacion para el desarrollo de estrategias eficaces, y en busca de
su conservacion, por medio de ISSR (Inter secuencias Simples Repetidas,
marcadores nucleares dominantes asociado a los microsatélites), y dando como
resultado que las practicas de micropropagacion (o propagacion in vitro, es una de
las tecnicas biotecnologicas mas utilizadas en el cultivo de tejidos, empleada para
la obtencion de nuevos individuos clonados) (Martinez Estévez, 2021), pueden
perjudicar la diversidad genética de las poblaciones de agave, sobre todo si esta
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practica se realiza con hijuelos, a diferencia de si los individuos provienen de
semillas, como resultado se evitaria la pérdida de su diversidad, ademas en este
estudio los autores concluyen que la clonacién de estas especies disminuye la
variabilidad genética.

En cuanto a la especie A. potatorum, Delgado-Lemus et al., 2014., se reviso
distribucion en el estado de San Luis Potosi, debido a que la recoleccion de esta
especie se efectua previa a su proceso de reproduccion sexual, constatando que
las poblaciones de A. potatorum se encuentran en alto riesgo, de igual manera, los
autores analizaron las tasas de extraccion, las practicas de manejo, entre otros
factores y para ello utilizaron modelos bioclimaticos con el fin de obtener un
muestreo ecoldgico y estimar la distribucién potencial de la especie, encontrado un
area de distribucion con aproximadamente 608 hectareas las cuales producen un
promedio de 7,296 plantas de A. potatorum cosechables. Pérez-Hernandez et al.,
2016.

2.3 Produccién del mezcal en México

2.3.1 Denominaciéon de Origen

De acuerdo con COMERCAM (2023), México cuenta con denominacion de origen
del mezcal (DOM), para 9 estados de la republica, la cual asegura y protege su
propiedad intelectual. Incluye a los estados de Oaxaca, Guerrero, San Luis Potosi,
Zacatecas y Durango, 2 municipios de Guanajuato, 29 municipios de Michoacan,
116 municipios de Puebla.

2.3.2 Legislacién y regulacion del mezcal

La Norma Oficial Mexicana: NOM-070-SCFI-2016, Bebidas alcohdlicas-Mezcal
Especificaciones, es la que define todas las reglas de la produccién del mezcal, por
otro lado, el organismo encargado de promover y vigilar el cumplimiento de esta
norma es el Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del Mezcal, A.C., fundado
en 1997 (COMERCAM, 2015).

2.3.3 La certificacién oficial del mezcal

La NOM-251-SSA1-2009, impone los requisitos de calidad en las operaciones de
las plantas que procesan el mezcal, envasadora, homogeneizadora, entre otras.
Acatar esta NOM ayuda a garantizar la calidad quimica del producto, su origen y
caracteristicas sensoriales que son propias de cada marca, al igual protege a esta
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bebida de una posible adulteracidn, gracias a esta regulacion se logra certificar la
calidad del producto. La certificaciéon del mezcal, consiste en que el COMERCAM
emite el certificado NOM con vigencia de seis meses, este mismo organismo
supervisa el cumplimiento de la NOM, basandose en los resultados de los reportes
de pruebas de laboratorio, si estos son aprobados, indican el cumplimiento de la
Norma y el certificado se vuelve a renovar por otros seis meses, ademas de realizar

el pago por este servicio (Pérez-Hernandez et al., 2016).

2.3.4 La cadena productiva del Maguey-Mezcal
La cadena productiva del Maguey-Mezcal, es el nombre que recibe el conjunto de
operaciones y actores que forman parte de la transformacién del agave o maguey
hacia el producto mezcal, el cual es envasado y comercializado para llegar a las
manos del consumidor (Palma et al., 2016).
En el estudio realizado por Palma et al., (2016), los autores sefialan que este
conjunto abarca diversas etapas consecutivas de un proceso de transformacion,
desde materia prima, tecnologia, conocimiento, recursos humanos, insumos
forestales y no forestales, infraestructura, transporte y locales de ventas, las cuales
se mantienen interactuando. Estas areas o eslabones actuan como subsistemas
que tienen un valor econémico. EI COMERCAM, refiere que existen cinco
eslabones, en palabras de este organismo, la cadena del sistema producto maguey
y mezcal esta conformada por:

1. Viveristas

2. Productores de Maguey

3. Productores de mezcal palenqueros e industriales

4. Envasadores pequefios, medianos y grandes

5. Comercializadores a granel y exportadores
En el mismo estudio Palma et al., 2016, indican que esta interaccidén no es lineal y
ademas es enredosa, debido a su dinamica. Por ejemplo, hay dos eslabones que
se deberian tomar en cuenta: el vendedor de maguey y el vendedor intermediario
de mezcal, el cual comercializa esta bebida artesanal. En consecuencia, la cadena
productiva asi expresada, no sefiala una diferencia significativa entre los
productores de mezcal artesanal y los productores industriales. Ante esto, el estudio
elaborado por Palma et al., 2016 sugiere, el siguiente diagrama de la cadena

27



productiva y los actores implicados en la produccién de mezcal artesanal y mezcal

industrial.
Mapa de Actores Clave del Sistema Producto Maguey — Mezcal (Artesanal / Industrial)
ESLABONES BASICOS Produccion > Venta de | Produccién > Venta Er a4 > Ven(a.al
DELA CADENA DE de mazuey maguey de mezcal Intermedia ’ consumidor
PRODUCCION / / / /4 /‘
MAGUEY — MEZCAL
TRANSPORTISTAS TRANSPORTISTAS TRANSPORTISTAS TRANSPORTISTAS TRANSPORTISTAS
Otros Consumo e =
usos Intercambio Envasador > Consumi
Economico Local P ey g local nacional
Frmmmmmmmmmean e - r: Y
' " + ge” e eeseeeeeeeeeeeeeeeee- 4
| '
ACTORES (LA\/E[ . Pequefio Productor
DE LA PRODUCCION productor de  fmmp| VEPHEOOT O Ll 4o mezcal |wmep| VEPOROT L) —
ARTESANAL SR maguey ey a granel Mediano
! %
- ' 5 Proveedor Consumidor
- ' de lefia nacional y
! extranjero
e s
| \ 4
ACTORES CLAVE Mediano y gran Productor de Envasador
DE LA PRODUCCION productor de } meacal Sadatrial
INDUSTRIAL maguey industrial
h 4
Comprador de Productor de [ ——
maguey del x t g - Envasador ot
equila > extranjeroy
estado de . Industrial
(Industrial) nacional
Jalisco

] .
Produccion
iiiiiiiiii > de mieles

Fuente: Elaboracion Consultores.

Figura 2.1. Mapa de actores clave del sistema producto maguey-mezcal
(artesanal/industrial) (Palma et al., 2016)

2.4 La produccién del mezcal y otros destilados
En la Tabla 2.0 se mencionan a las especies del género agave mas comunes, las
cuales son empleadas como materia prima para producir diversos destilados de

agave, en la republica mexicana.

2.4.1 Especies de agave utilizadas para producir bebidas alcohdlicas

La produccién de diferentes destilados se puede obtener de distintas especies
(silvestres y domesticadas), y cada regién produce un destilado especifivo. En la
siguiente tabla se citan los destilados mas comunes asi commo los agaves

utilizados par dichas bebidas.
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Tabla 2.0. Tipo de destilados Tequila y Mezcal y especies de agaves utilizadas

como materia prima

Destilado

Especies de Agave

Tequila
Es un mezcal industrializado y

elaborado a partir de una especie

El agave utilizado como materia prima
para la elaboracién de tequila debe ser
de la especie Agave tequilana weber

obtenida a partir de mas de 21 especies
distintas de agave (CONABIO, 2006.,
Colunga et al., 2007., Scheinvar, 2008.,
NOM-070-SCFI-2016).

particular. variedad azul (NOM-006-SCFI1-2012).
Mezcal Agave Angustifolia Haw (maguey
Bebida alcohdlica tipica de Meéxico, | espadin); Agave esperrima jacobi,

Amarilidaceas (maguey de cerro, bruto

0 cenizo); Agave weberi cela,

Amarilidaceas (maguey de mezcal);
Agave potatorum Zucc, Amarilidaceas

(maguey de mezcal); Agave salmiana
Otto Ex Salm ssp Crassispina (Trel)

Gentry (maguey verde o mezcalero).

Cabe resaltar que, la cantidad de mezcales es muy diversa, por ejemplo, el mezcal
elaborado por los pobladores indigenas es totalmente artesanal, ya que cada
maestro le da su toque especial, sin embargo, el sabor de la bebida también
depende del tipo de agave (especie o combinacion de especies, que son
empleadas) y de la zona donde se extrae, del proceso de destilacién y grado
alcohdlico final. Dentro de este proceso general, cada maestro mezcalero puede
afadir otros productos o usar diferentes materiales (madera, piedra, cobre, entre
otros) en los contenedores para la fermentacion de acuerdo con su tradicion (CDI,
2015). En la siguiente tabla 2.1 se muestran las diferencias entre los distintos tipos

de destilados de agave que se elaboran en algunas regiones del pais.

2.4.2 Presentacion de los diferentes destilados de agave en México

Dependiendo de la regidn, el proceso de elaboracion y, en algunas ocasiones de la
especie de agave empleada, el destilado recibe un nombre diferente, asi mismo
cada destilado de agave puede tener su propia Norma Oficial o estar en proceso de
obtenerla. En la tabla 2.1, se presentan los destilados de agave que son mas

populares en México.
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Tabla 2.1. Destilados de agave elaborados en México con Denominacion de Origen.

Especies Proceso de Norma Oficial
Destilado Lugar de Origen
(materia prima) Elaboracion Mexicana

Agave angustifolia, Agave | Este es generalmente Denominacién de Origen
rhodacantha, Agave | artesanal y se realiza a Mezcal (DOM) desde
potatorum, Agave tequilana, | través de cinco 1994, los estados de:
Agave valenciana, Agave | procesos: 1) se obtiene Guerrero, Zacatecas, San
salmiana, @ Agave  cuprita, | la materia prima por Luis Potosi, Durango,
Agave marmorata, Agave | medio de la cosecha y Puebla, Oaxaca, un
americana variedad | recoleccion del agave, 2) municipio de Guanajuato y
americana, Agave americana | el cocimiento de las NOM-070-SCFI- once de Tamaulipas,
subespecie protamericana, | pinas o cabezas de 2016. cuentan con dicha
Agave montium-sancticaroli, | agave en hornos, 3) la | Permite la adicion de | denominacion.

Mezcal Agave colorata, Agave palmeri, | molienda, 4) la| hasta20porciento |En el afio 2016, la

Agave zebra, Agave pelona,

fermentacion de las

de azucares no

denominacion de origen

Tequila

Agave  aspérrima, agave | fibras obtenidas de la provenientes de incluyé algunos municipios
pintilla, Agave inaequidens, | molienda junto con los Agave. de los estados de:
Agave aff. tequilana, jugos, para que Aguascalientes, Estado de
Entre 28 y 39 especies de | finalmente se lleve a México y Michoacan.
agaves han sido empleadas | cabo 5) la destilacion.
tradicionalmente para elaborar
mezcal en por lo menos 26
estados de la Republica
Mexicana.
Es un proceso NOM-006-SCFI- Denominacion de origen
industrializado, para 2012. (DOT) Estados: Jalisco,
alcanzar mayor Le permite utilizar 51 | Guanajuato, Michoacan,

Agave tequilana azul weber

homogeneidad en todos
sus aspectos y reducir
costos.

% de agave tequila
azul y un 49 % de

Nayarit y Tamaulipas.
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otros agaves o
alcohol de cana

Proceso similar al del
mezcal, ya que
comparte los cinco
pasos fundamentales,
gue son: la coccion de
las pifas, la molienda, la

Denominacién de origen
(DOB) desde el afio 2000,
que protege a 35
municipios del estado de
Sonora.

Sonora: La produccion de

o fermentacion alcohdlica NOM-168-SCFI- | | - canora se realiza en 35
Bacanora Agave angustifolia Haw 2004. L
con levaduras y municipios.
finalmente la destilacion Area de Denominacién de
junto con la rectificacion Origen Bacanora (ADOB)
(la bacanora puede ser
blanco, reposado o
anejo y susceptible de
ser abocado).
Se elabora de una planta que | Las plantas Dasylirion Chihuahua, Coahuila y
no es agave. son similares a las pifias Durango.
Planta: Dasylirion spp. O | del agave. Sin embargo, Cuenta con denominacion
Dasylirion wheeleri el proceso para elaborar de origen DO desde el
el sotol tradicionalmente 2002. Existen  cuatro
Sotol consiste en cosechary variedades de sotol: sotol
(La bebida deshojar las plantas, blanco o silver, joven,
que fue preparar el horno; NOM-159-SCFI-2004 | reposado y extra afiejo.
mezcal por cocinar las pifas,
un tiempo) macerarlas y

fermentarlas. Al igual
que el mezcal se
hornea, fermenta y
destila el producto en
dos ocasiones.
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Comiteco

Agave americana var.
americana o maguey
comiteco.

Esta bebida se obtiene
de manera distinta a los
otros mezcales, ya que
proviene de la
destilacion del “pulque”.
Los mostos del agave
comiteco (jugos,
aguamiel o jarabe) son
enriquecidos con
piloncillo o panela
(endulzante) de cana,
en una proporcién al
menos 70% de
carbohidratos
reductores provenientes
del agave, se someten a
destilacién. Cabe
destacar que, en este
proceso no se cuecen
las pifias, sino que se
elabora a partir del
aguamiel, éste se
obtiene por medio de un
proceso de fermentacion
acompanado de
piloncillo y una corteza
conocida como timbre.
Dicho “pulque” se destila
y asi se elabora el
Comiteco.

PROY-NOM-199-
SCFI1-2015

El comiteco se elabora en
el municipio de Comitan de
Dominguez, Chiapas.

No cuenta con
denominacion de origen.
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Raicilla

-Agave maximiliana Baker
- Agave inaequidens Koch
-Agave Valenciana
-Agave angustifolia Haw
-Agave rhodacantha.

Proceso artesanal al
igual que el mezcal. En
el cual, se escogen las
pifias maduras, se
jiman, se limpian y se
cosen en hornos a 130 °
C, posterior, se enfrian y
se muelen, el producto
liquido se fermenta
maximo ocho dias, se
vierte todo a los
alambiques y finalmente
se destila. El grado de
alcohol de la raicilla
oscila entre 36 y 45%,
para obtener un litro de
raicilla se requieren
aproximadamente 10 kg
de agave.
Existen dos
raicilla:

-La raicilla de la costa:
elaborada con los
agaves: angustifolia
Haw, y Rhodacantha”.
-La raicilla de la Sierra:
elaborada con los

tipos de

agaves: “‘Agaves
maximiliana Baker, A.
inaequidens Koch vy
Valenciana”

PROY-NOM-257-SE-
2021, Bebidas
alcohdlicas-Raicilla-
Denominacion,
especificaciones,
informacion comercial
y métodos de prueba.

DO, desde el ano 2019
cuenta con denominacion
de origen en 16 municipios
del occidente de Jalisco y
uno de Nayarit.
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Tuxca

Agaves endémicos de la zona
cercana al nevado de Colima
tales como:

Cimarron, Ixtero Amarillo 'y
algunas variedades de
angustifolia:

-Angustifolia Haw

-A. rhodacantha Trel

Este proceso es
artesanal y el cocimiento
se lleva a cabo en
hornos cénicos
subterraneos de tierra,
la molienda es hecha a
mano con mazo y
hacha, la fermentacion
natural se da a través
del “tajipo” (pozos de
pefa volcanica) y con
destilador filipino. Cabe
sefalar, la importancia
de los elementos
ambientales como lo
son la tierra volcanica y
el agua proveniente del
volcan “Nevado” de
Colima, dos factores
que definen e influyen
en el sabor de la bebida.

Sin Norma Oficial

Tuxcacuesco, Zapotitlan
de Vadillo, Toliman, en
Colima.

Se produce en los limites
de Jalisco y Colima.

Sin denominacién de
origen (DOM).

Lechuguilla
o
Lechuguilla
de la sierra

-Agave shrevei o A. shrevei
(maguey 34echuguilla).
-Agave bovicornuta o maguey
lechuguilla de la Sierra.
-Agave colorata o Mezcal
ceniza.

Destilado elaborado con
el agave del mismo
nombre. Su proceso de
elaboracién consiste en:
La seleccion del agave
para jimar, éste debe
ser un agave capon de
un afo, los tallos
labrados y rasurados se
cosen en un horno

Sin Norma Oficial

La region cultural de la
bebida la integran
municipios ubicados en la
Sierra Madre Occidental,
de los estados de:
Batopilas, Chihuahua y
Sonora.
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cénico-invertido
construido en la tierra,
complementado con
lefia y piedras
volcanicas.

Quitupan

-Agave inaequidens Koch o
Maguey bruto o alto

Para obtener el licor
denominado Quituan o
mezcal de olla, se lleva
a cabo una produccion
artesanal, el nombre de
este mezcal hace
referencia a que se
destila en ollas de barro,
por lo que adquiere un
sabor particular a olla de
barro.

Sin Norma Oficial

Quitupan (en Las Agujas y
El Chamacuero), en
Jalisco y noroeste de
Michoacan.

Zihuaquio

-Agave cupreata 0 maguey
papalote, agave de hoja ancha.

La produccion artesanal
de esta bebida
comienza con la
recolecta del agave en
las laderas, se utiliza un
horno conico
prehispanico de piedra
para cocerlo, y se
despedaza con mazos
de madera de encino, la
fermentacion se realiza
en tinas de madera o
cuero de vaca,
finalmente para la
obtencion del destilado

Sin Norma Oficial

Tierra Caliente, Guerrero,
Coyuca de Catalan.
-Sin Denominacioén de
Origen
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se ocupa un destilador
filipino de cobre y se
somete a una segunda
destilacion.

Sisal y
Yaax Ki

Agave
Henequén.

fourcroydes o

El “Sisal” se creo en el
centro de investigacion
cientifica de Yucatan
(CICY) a principios del
afo 2000.

La otra bebida que se
elabora a partir del
agave Henequén es
conocida como “Yaax
Ki” y su proceso es
artesanal, la planta de
entre 7 y 10 afos, se
jimay el resto de la pifia
se pesa (35 Kg c/u). La
pifia se cocina al vapor
en un horno a 92° C
aproximadamente.

Proyecto de Norma
parado.

Yucatan
Sin Denominacion de
Origen

Turicato

-Agave cupreata o Maguey
chino

Para la produccion de
esta bebida, primero se
seleccionan los agaves
maduros (entre 6y 9
afos) en campo, se jima
y se desprende la “pifia”
0 cabeza por la mitad,
después se transporta a

NOM-070-SCFI-
2016.

Turicato, Michoacan.
Con DO desde 2012
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las “vinatas” donde se
procesa artesanalmente.

NOM-070-SFCI-2016., NOM -006-SFCI-2012., NOM-168-SFCI-2004., NOM-144-SCFI-2000., ASERCA, 2018., NOM-159-SCFI-2004., SADER, 2015.,
Nogales, 2020., SADER, 2015., IMPI, 2019., SADER, 2015., IIEG, 2021., PROY-NOM-257-SE-2021., Pefia, 2019., Vasquez, 2021., Enciclovida, 2021.,

Flash, 2021., Iglesias-Mancera, 2020., Betancourt, 2020., Aguilar, 2017., CIATEJ, 2020.

37



Como se observo en la tabla 2.0. La elaboracion de cada mezcal es compleja y
unica ya que no solo depende de las especies de agave empleadas, dado que el
producto final puede proceder de una sola especie o de la mezcla de alcohol
proveniente de varias de ellas. Sino también del proceso, las herramientas,
materiales, microbiota nativa presente en la fermentacion, al igual que el tiempo y
temperatura de este ultimo proceso, por lo que cada destilado tiene diferentes
caracteristicas sensoriales que marcan una distincion para cada estado o region en
donde es producido (llisley-Granich et al., 2009., Garcia-Mendoza, 2012., Montero
etal., 2017).

Por otro lado, Garcia-Mendoza (2012) sefiala que el destilado o licor de agave es el
nombre que, por decreto, se estableciéo en una NOM de emergencia, en 2006, y que
se han visto obligados a usar los fabricantes de mezcales de las regiones que no
incluyen la proteccion de las Denominaciones de Origen Tequila, Mezcal y
Bacanora.

En la siguiente imagen (fig.2.2) se puede observar la distribucion de las principales

bebidas destiladas de agave a lo largo de la republica mexicana.

Bacanora
Sonora

B Sotol

Chihuahua

B Tequila
1, Jalisco
2. Michoacan
3. Tamaulipas
4. Guanajuato
B Mezcal 5. Nayarit
1. Oaxaca
2. Michoacan
3. Zacatecas
4. San Luis Potosi
5. Guanajuato
6. Guerrero
7. Tamaulipas
8. Durango
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Figura 2.2. Ubicacion del sitio de elaboracion de los distintos destilados de agave en la
republica mexicana (Pinterest, 2021)

2.5 Diferencia entre Mezcal y Tequila

El tequila es un tipo de mezcal, sin embargo, ningun mezcal puede ser un tequila,
ya que este ultimo destilado es nombrado asi por una de las localidades en donde
originalmente se produce (Tequila, Jalisco, México), ademas de que éste se obtiene
de una unica especie de agave (Agave tequilana Weber), y, por ultimo, el proceso
para la obtencion del tequila es mayormente industrializado, esto marca una gran

diferencia respecto al mezcal (tabla 2.2) (Pérez-Hernandez et al., 2016).

Tabla 2.2. Principales diferencias entre el Tequila y el Mezcal

Tequila Mezcal

Una especie de agave: Varias especies de agave: Los mas

) utiizados son Agave angqustifolia,
Agave tequilana (NOM-006-SCFI-1994) Agave esperrima /g\Jgave potg torum y
Agave salmiana (NOM-070-SCFI-2016)

*Proceso tecnificado/ industrializado *Proceso artesanal

Region con denominacion de origen | Region con denominacién de origen
amplia y dispersa (variabilidad en la
elaboracién de mezcal en cada region).
*Etapas de produccion consisten en: la seleccion y corte de la materia prima (en

reducida (proceso mas estandarizado).

edad optima), la coccidn del agave, la molienda del mosto, la fermentacion del jugo,
la destilacidn, la rectificacion y la maduracion del destilado. Adaptado de Pérez-
Hernandez et al., (2016).

2.6 El agave y el mezcal
2.6.1 Diversidad de especies agave para elaborar mezcal y carbohidratos de
reserva

Para producir este destilado se utilizan por lo menos 28 de especies de agave a lo
largo y ancho del pais, en mas de 20 estados de la republica (Montero-Villanueva,
2017). Los mezcales provenientes de estos agaves, se distinguen entre ellos por el
aroma y sabor, gracias a que poseen diversos compuestos volatiles y no volatiles,
los cuales al mezclarse dan como resultado sus caracteristicas sensoriales, de igual
forma, el mezcal contiene concentraciones altas de compuestos volatiles como el
metanol y alcoholes superiores, a su vez tiene los mismos compuestos en bajas

concentraciones tales como ésteres, aldehidos, cetonas, entre otros. Cabe destacar
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que, el origen de los componentes volatiles es indefinido, ya que pueden formar
parte de la materia prima (varia entre especies), depende de la region geografica,
las condiciones ambientales y de cultivo, también se pueden obtener durante el
proceso de fermentacion del mosto y la cepa empleada, o en el proceso final de la
maduracion del mezcal (Gomez-Zamora et al., 2016)

Un aspecto importante, es la cantidad y el tipo de carbohidratos que contienen las
pifias de agave, ya que éstos son empleados por los microorganismos (bacterias
y/o levaduras) para la obtencién de etanol.

De acuerdo con Wesche (2000), las plantas de agave tienen carbohidratos de
reserva, conocidos como polimeros de fructosa (fructosanos), como la inulina, los
cuales son solubles en agua y de menor tamafio a diferencia de las moléculas de
almidon. Cabe destacar que, los fructanos son carbohidratos de reserva porque la
planta los mantiene durante su desarrollo para poder florecer. Por otro lado, la
inulina es un polimero lineal y se conforma por cadenas de 25 a 35 residuos de
fructosa unidas por enlaces glucosidicos (2-1), con una molécula de sacarosa final.
Por ejemplo, se ha reportado que las pifias de la especie A. tequilana Weber,
contienen aproximadamente un 75% de carbohidratos, de los cuales se han
identificado glucosa, dextrinas, almidén y principalmente inulina (Justo et al., 2001).

Figura 2.3 Molecula de inulina (Justo et al., 2001)

Esta dltima, se degrada durante el cocimiento del agave dando como resultado su
descomposicion (hidrdlisis de fructanos), en moléculas de fructosa. La fructosa y la
glucosa, son un tipo de carbohidratos, conocidos como reductores, los cuales se

emplean para obtener alcohol mediante la fermentacion, debido a que la fructosa
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es un sustrato facil de metabolizar y accesible para las levaduras. La cantidad de
los azucares reductores totales (ART), va de entre el 20 y 30% en peso. Sin
embargo, se desconoce el porcentaje total de carbohidratos que contienen las pifias
de agave, ya que influyen aspectos como: tamafo de pifia, su tiempo de
maduracién, condiciones de proceso, ademas son cultivadas en diferentes
regiones, y la seleccion de la materia prima se basa en el conocimiento empirico del
maestro mezcalero («Evaluacion del Contenido de Azucares En Pifias de Agave
Mezcalero Producido En la Region SE del Estado de Durango», 2016).

Las diversas especies de agave también son empleadas para elaborar diferentes
bebidas tradicionales como lo son el Tequila, Bacanora, Sotol, Raicilla y Mezcal
(dependiendo de la region), la mayoria de ellas utilizan un proceso similar para su
produccion. Como se observo en la tabla (2.2), a grandes rasgos, estas bebidas se
diferencian en cuanto a la especie de agave empleada y el nivel de industrializacion
en su respectivo proceso (CIATEJ, 2020).

Un dato relevante es, que las especies utilizadas en la produccién de mezcal, la
mayoria son recolectadas de zonas silvestres (Torres et al., 2015) y de las 14
especies de agave mas empleadas para esta actividad, dos de ellas, son cultivadas
en plantaciones agroindustriales monoespecificas: Agave tequilana (empleada para
la produccién del Tequila) y Agave angustifolia (Aguirre y Eguiarte, 2013), el cual es
principalmente cultivado en el estado de Oaxaca, a su vez es la especie de mayor
produccion del mezcal comercial (CONABIO, 2006; Gentry, 1982) (Pérez-
Hernandez et al, 2016).

Oaxaca siendo uno de los estados en donde se produce mezcal en mayor medida,
sus productores utilizan generalmente al “maguey espadin” (Agave angustifolia) y
al “maguey tobariche” (Agave potatorum), aunque éste ultimo en menor proporcion,
debido a sus caracteristicas fisiolégicas (Chazaro, 2007), por otro lado, en las
montanas de la sierra madre del sur, los productores utilizan al Agave cupreata para

elaborar el mezcal, en el estado de Guerrero (Pérez-Hernandez et al, 2016).

2.6.2 La maduracion del agave para la produccién de mezcal
Con la finalidad de que la “pifia” o “cabeza” del maguey se ensanche y produzca
mas azucares, no es extraida del campo hasta que emerja su escapo floral, cabe

destacar que, el tiempo de floracion es diferente para cada especie, puede ser de
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los 6 a 15 afos, (Zizumbo-Villarreal et al., 2009., SIAP, 2018., Fonseca Varela,
2020).

Por lo general, y cuando el tipo de reproduccion lo permite, en el campo la
reproduccion vegetativa para el cultivo del agave mezcalero se realiza trasplantando
hijuelos de plantas maduras seleccionadas que tienen cualidades reproductivas, las
cuales permiten al agricultor conservar las caracteristicas ideales en sus proximos
cultivos (Martinez et al., 2007., Zizumbo-Villarreal et al., 2009).

2.6.3 Racionalidad en el sistema de cultivo tradicional

De acuerdo con Zizumbo-Villarreal et al., (2009) el sistema de racionalidad para la
produccion de agave, en términos socioecondmicos consiste en: 1) producir de
manera continua todo el afo y entre afios sembrar y cosechar de manera continua;
2) adecuar la oferta con la demanda a través de cosechas escalonadas, a partir del
intercambio y de la compra de plantas a productores locales; 3) generar valor
agregado al elaborar y comercializar directamente el licor, y 4) reinvertir parte de las
ganancias de la comercializacién en el sistema de cultivo milpa para lograr su
continuidad.

Los niveles de racionalidad son manipulados por el productor, tales como: el
proceso de elaboracion del mezcal, su comercializacion y la produccion de la planta,
estos niveles se pueden adaptar a la oferta con la demanda (Zizumbo-Villarreal et
al., 2009).

2.7 Impacto Econémico

La poblacion mexicana tiene una fuerte relacién con el agave, gracias a que esta
planta cubre varias de las necesidades de los pobladores de las zonas con climas
aridos del pais, a su vez son la materia prima mas importante para las actividades
economicas generadoras de empleo y riqueza como lo son la industria del mezcal,
el tequila y fibras naturales (Esqueda et al., 2011., SIAP, 2017).

2.7.1 Las industrias que utilizan plantas de agave

Hoy en dia, los tallos o “pifias”, al igual que los quiotes (inflorescencias inmaduras)
y sus flores, forman parte de la alimentacion en varias regiones del pais, asi como
las hojas que se utilizan como forraje para el ganado. Ademas, las partes del agave

son ricas en carbohidratos, entre ellos los fructanos e inulina, son fibra que favorece
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a la salud intestinal y mejoran la metabolizacion de lipidos ya que tienen un efecto
prebidtico, y es por ello que se pueden elaborar diversos productos alimenticios a
partir de ellos («Alimentos Enriquecidos Con Fibra de Agave», 2017).

Por otro lado, el aguamiel, el cual se obtiene de la pifia y de la base del quiote, es
una bebida y complemento muy importante en la dieta (rico en azucares
fermentables con funcién prebidtica) . De igual manera, ésta se puede fermentar
para elaborar pulque, esta bebida contiene minerales como calcio, fésforo, hierro y
zinc, también aporta bacterias acidocacticas, probioticos que ayudan al bienestar
del sistema digestivo, al igual que se pueden concentrar los azucares para obtener
la miel de agave o también ser procesada para obtener fructosa (Dominguez et al.,
2008., SIAP, 2017., CONABIO, 2021).

Ramales-Osorio y Barragan-Ramirez (2002)., Ortiz-Bravo (2006), indican que, la
industria del mezcal fortalece y favorece a la economia del estado de Oaxaca, ya
que este estado presenta altos indices de pobreza, y la generacién de empleos al
igual que las divisas obtenidas por las exportaciones de este destilado mantienen
estables sus ingresos econdmicos, de tal manera que se evitan fenbmenos como la
emigracion. Los autores citados estan de acuerdo en que la industria del mezcal es
una de las pocas manufactureras que existen en Oaxaca, y es de gran importancia
para el desarrollo econémico y social del mismo. Para la industria de bebidas, las
plantas de agave son de especial interés, gracias a que estas plantas acumulan
azucares de reserva como las agavinas o fructanos (polimeros de fructosa), durante
toda su vida (Arrizén-Gavino, 2020), cada Kg de pifia de agave puede contener 200
g 0 mas de estos carbohidratos (Mellado, E., y Lopez, M, 2012., Juarez et al.,
2020).

Debido a sus caracteristicas sobresalientes, estas especies se convierten en
materia prima de alto valor comercial, su composicion en carbohidratos da como
resultado la produccién de jarabes obtenidos de estos agaves.

Huezcas-Garrido., et al (2022) senalan que el jarabe derivado del agave es un
producto alto en fructosa (87%), bajo en glucosa (10%) de aqui su importancia

economica.
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2.8 Produccién y exportacién del Mezcal
México posee la denominacion de origen tanto del tequila como del mezcal; cabe

destacar que, ambas bebidas son altamente demandadas en el mercado
internacional (SIAP, 2016).

2.8.1 Principales exportaciones

De acuerdo con SIAVI (2017). En 2016 las exportaciones mexicanas del mezcal
alcanzaron los 26 millones de dolares, éstas fueron principalmente a Estados
Unidos, Taiwan y paises miembros del bloque de la Union Europea, con un volumen
de aproximadamente 2.71 millones de litros. Ademas, la misma fuente estima que
para el periodo de 2016-2030 la produccién potencial de agaves puede aumentar
en un 1.61% mientras que, el crecimiento de agaves mezcaleros tenga un aumento
del 0.51 % y en ese mismo porcentaje aumenten las exportaciones de mezcal (Tabla
2.5).

Tabla 2.3. Estimaciones y crecimiento econdmico del Mezcal y el Tequila

ESTIMACIONES** CRECIMIENTO ACUMULADO** CRECIMENTS rs OMEDIO

ANO/PERIODO 2016 2018 2024 2030 2003-2016 2016-2018 2016-2024 2016-2030  2003-2016  2016-2030

Produccién potencial de agave***
(miles de toneladas) 1,667.82 173258 192642 | 212027 | 282.72% 3.88% 11.19% . 27.13% 10.88% . 1.61%

Produccién potencial de agave _ _
e O G ) 208.12 210.49 217.62 22475 31.10% 1.14% 3.39% 7.99% 2.82% 0.51%

Exportaciones de tequila
(millones de [itros) 173.42 179.47 198.92 220.47 92.95% 3.49% 10.83% 27.13% 5.19% 1.61%

Valor de exportaciones (millones
de dblares a precios de 2016) 1,20331 | 124528 = 1,380.21 | 1,529.75 {

Exportaciones de mezcal
(illones da lftros) 271 2.74 2.83 2.93 1.10% 3.35% 7.9%% 0.51%

Valor de exportaciones (millones
de dblares a precios de 2016) 2681 2711 28.02 28.96 ’

Fuente: Elaboracién propia con datos del SIAP, el SIAVI, CRT y CRM.

* Representa la participacion del valor de la produccién de 2016 con respecto al P18 agricola del mismo afio.
** Estimaciones realizadas por la Coordinacion de Asesores de la Subsecretarfa de Agricultura
*** Estimada con base en la capacidad instalada actual, rendimientos de referencia histéricos y considerando que no se incrementara la frontera agricola reportada en 2016
Notas: Las cifras oficiales pueden no cuadrar debido a redondeo y/o reexpresién
Las exportaciones de mezcal se iniciaron en 2012; las tasas de crecimiento son exhorbitantes y por lo tanto no se reflejan

Por otro lado, SIAVI (2017) y el IMPI (2016), sefialan que son 669 municipios de la
republica mexicana los que cuentan con denominacién de origen para la produccién

de tequila y 731 para la produccion de mezcal (Tabla 2.6).
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Tabla 2.4. Denominacién de Origen de Tequila y Mezcal

Destilado Denominacion de origen | Extension de la denominacion | Fecha por
(Registro omp1) de origen D.O.

Jalisco, Guanajuato, Nayarit,

Tequila 09/x1/1974  Nom-006-scFI-2005
Michoacan y Tamaulipas
Oaxaca, Guerrero, Durango, San
Mezcal 731 Luis Potosi, Zacatecas, Guanajuato,  28/x1/1994  Nom-070-scF-2016

Tamaulipas, Michoacan y Puebla

Fuente: impI, DOF, 2016.
* El dato de agave contempla el agave mezcalero y el agave tequilero reportado por el siAp; en el caso de
este Ultimo, no utilizado para el envasado de tequila, se emplea para la produccién de bacanora, sotol,

miel de agave (inulina), aloe y henekén, entre otros.
** El consumo nacional representa la demanda total del cultivo por tipo de uso en el periodo analizado.

Actualmente, cualquier aspecto que consterna al tequila y al mezcal, es sustentado
por organismos como lo son, el Consejo Regulador del Tequila y el Consejo
Regulador del Mezcal, lo cual optimiza la implementacion de reglamentaciones e
informacion (SAGARPA, SIAP, 2017).

A continuacion, en la Tabla 2.7 se muestra la distribucion de la disponibilidad de

tequila y mezcal referida a su produccién, exportacion y consumo nacional.

Tabla 2.5. Distribucion de la disponibilidad de Tequila y Mezcal en México
(miles de litros). Adaptado de SAGARPA, 2017.

. o . e Consumo
Destilado Produccion Exportaciones nacional***
Mezcal 3,028 2,013 315
Granel Q****
Envasado 2,013
Tequila 273,300 197,932 75,368
Granel 86,352
Envasado 111,580

*CRT y CRM, 2017

** SIAVI, CRT y CRM, 2017.

*** Consumo= (produccion-importacion)-exportacion.

**** De acuerdo con la NOM-070-SCFI-2016, la exportacion a granel del mezcal
esta prohibida.

SIAVI y SAGARPA (2017) sefalan que, el principal pais al que se exporta mezcal

actualmente son los Estados Unidos con un total de 1, 851 millones de litros
anuales, en segundo lugar, se encuentra Taiwan con 361 millones de litros (Tabla
7.8).
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Tabla 2.6. Destinos de Exportaciones del Mezcal

2016

Exportaciones Mi
Estados Unidos 1,851

ESTADOS UNIDOS —
Taiwan 361
Paises
no identificados 150
Francia 49
Reino Unido 47
Espaia 47
Otros 209

Fuente: Elaboracion propia con datos del siap y el siavi, 2017. \

En lo que se refiere a la estacionalidad (ésta depende de los ciclos productivos y de
las variaciones de la demanda en funcidn a la época del afio, en general esta
variable se refiere al aumento en la demanda del producto, en este caso de manera
anual) para las exportaciones de mezcal, los meses de mayor exportacion, en
promedio, fueron mayo, octubre y noviembre (Grafica 1.0) (SIAP, SIAVI, 2017).

Grafica 1.0. Estacionalidad de Exportaciones de Mezcal
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Fuente: siavi, 2017.
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2.8.2 Relevancia en el mercado internacional de bebidas alcohdlicas

Como se menciond anteriormente, el tequila y el mezcal pertenecen al mercado
internacional de bebidas espirituosas, de igual manera, tienen denominacion de
origen gracias a su produccion geografica, como el brandy y el whisky escocés. Es
por esta razon que se lleva a cabo un analisis del mercado internacional, ya que, no
existe la denominacién de origen para destilados de agave, ni, competencia.
(SAGARPA, 2017).

En el mismo estudio, SIAVI y SAGARPA (2017) reportan que México se encuentra
en el primer lugar como exportador mundial de bebidas espirituosas con 165, 874
millones de litros vendidos al mercado internacional, estas bebidas incluyen al

tequila y al mezcal, como se puede observar en la Grafica 2.0.

Grafica 2.0. Principales exportadores mundiales de bebidas espirituosas
2016
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Por otro lado, el reconocimiento internacional se obtiene gracias a que, el tequila 'y
el mezcal poseen denominacién de origen, por lo que algunos paises han otorgado
reconocimiento a ambos destilados (SAGARPA, 2017). En la siguiente tabla se
mencionan los tratados o acuerdos de los paises que reconocen la denominacion
de origen para el tequila y el mezcal, (Tabla 2.9).

Tabla 2.7. Reconocimiento de paises a la denominacion de origen de bebidas
espirituosas destiladas de agave

DE BEBIDAS ESPIRITUOSAS DESTILADAS DE AGAVE

Tratado / Acuerdo Pais(es) Destilado

Argelia, Bosnia Herzegovina, Bulgaria, Burkina Faso, Congo,
Costa Rica, Cuba, Eslovaquia, Ex Repiblica Yugoslava de
Macedonia, Francia, Gabon, Georgia, Grecia, Haiti, Hungria,

Acuerdo de Lisboa Irdn, lsrael, Italia, Marruecos, Montenegro, Nicaragua, Tequila y mezcal
Pert, Portugal, Republica Checa, Moldavia, Corea del Sur,
Rumania, Serbia, Togo, Tunez y Turquia
TLCAN Estados Unidos y Canada Tequila y mezcal
Portugal, Espana, Francia, Alemania, Italia, Austria, Hungria,
Polonia, Bélgica, Paises Bajos, Reino Unido, Dinamarca, Fin-
TLCUEM landia, Repiblica Checa, Suecia, Lituania, Estonia, Bulgaria, Tequila y mezcal
Rumania, Grecia, Irlanda, Luxemburgo, Chipre, Croacia, Eslo-
venia, Eslovaquia, Malta y Letonia
TLC AELC Suiza, Noruega, Islandia y Liechtenstein Tequila y mezcal
ACE 60 Uruguay Tequila y mezcal
T1C Japon Japon Tequila y mezcal
ACES3 Brasil Tequila
T1C Colombia Colombia Tequila y mezcal
T1C Chile Chile Tequila y mezcal
Alianza del Pacifico Pert, Colombia, Chile Tequila y mezcal
ACES Argentina Tequila y mezcal

Honduras, Belice, Guatemala, Nicaragua, Costa Rica y El

11¢ Centroamérica Salvador Tequila y mezcal
T1C Panama Panama Tequila y mezcal
ACE66 Bolivia Tequila y mezcal
ACES4 MERCOSUR Tequila y mezcal
TiC Israel Israel Tequila y mezcal
ACE67 Pert Tequila

Otros instrumentos legales

(v. gr. memoranda de entendimien- China, India, Vietnam, Singapur, Nueva Zelandia, Hong Kong,

; .. Ucrania, Rusia, Sudafrica, Turquia, Emiratos Arabes Unidos,
to adjuntoal Protocolo de AGheSION T2 Chino, Taiandiay Austrai

Recuperado de (SAGARPA, 2017)

Tequila y mezcal

De acuerdo con la secretaria de economia (2020), los acuerdos contienen
obligaciones para México y otros paises, con el fin de garantizar que las
denominaciones de origen protegidas se presenten unicamente para las bebidas
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espirituosas del pais de origen y solo puedan ser utilizadas de acuerdo a las leyes
y regulaciones de dicha parte. A su vez, el acuerdo otorga proteccion contra el uso
inadecuado de las denominaciones protegidas, garantiza el comercio internacional
de estas bebidas, respetando sus origenes y fomentando su proteccion en el
territorio de los socios comerciales del pais. Cabe destacar que, México junto con
la union europea y los EUA actualizaron su tratado, para reconocer y proteger
también al “bacanora” y “raicilla”, éste ya incluia al “mezcal’, “sotol” y “charanda”
(Secretaria de Economia, 2020).

2.8.3 El crecimiento en la produccion de mezcal

De acuerdo con el informe estadistico 2023, elaborado por el COMERCAM, la
produccion del mezcal se encuentra en crecimiento tal como muestra la siguiente
figura, durante el 2022, el estado con mayor porcentaje (91.31%) de la produccion
total de mezcal fue el estado de Oaxaca, Figura 2.4.

e Produccion por aio (Referido a 45 % alc. Vol.)
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GRAFICO 1. PRODUCCION DE MEZCAL POR ANO REFERIDO AL 45% ALC. VOL.
Estado 20M 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Oaxaca 77.40% 93.00% 99.40% 93.70% 9730% 8350% 87.00% 9230% 9010% 92.70% 85.40% 91.31%
Puebla - - - - - 010% 350% 150% 320% 220% 250%  3.44%
Durango 0.00% 0.60% 0.00% 0.40% O050% 160% 180% 200% 250% 170% 270%  1.41%
Guerrero 030% 160% 040% 090% 110% 350% 250% 180% 110% 1.00% 090% 0.94%
‘S)ZTOLSTS 0.00% 0.00% 0.00% 0.00% 020% 070% 130% 070% 060% 090% 090%  0.94%
Michoacan - 0.00% 0.00% 050% 020% 080% 060% 150% 030% 0.60% 130% 0.91%
Zacatecas 2220% 450% 010% % 930% 280% 010% 170% 0.70% 570%  0.86%
Tamaulipas 0.00% 0.00% 0.00% 6 0.0 010% 0.00% 020% 0.05% 03 0.13%
Guanajuato 000% 020% 010% % 050% 0.40% 010% 030% 010% 020% 0.06%
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Figura 2.4. Producciéon de mezcal por afio del 2011-2022 (COMERCAM, 2023)

La produccion nacional de mezcal 2022 referido a 45 % Alc. Vol. Equivale a 14,
165,505.00 litros, siendo Oaxaca el principal estado productor con el 91.31 %.

e Produccion por categoria (Referido a 45 % Alc. Vol.)
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La produccion nacional de mezcal 2022 referido a 45 % Alc. Vol. Equivale a 14,
165, 505. 00 litros, siendo la categoria de Mezcal artesanal la principal producida
con el 95.35 % (COMERCAM 2022) figura 2.5.

MEZCAL I 0.44%
ANCESTRAL
(v)
MEZCAL I 4.22%
ARTESANAL 95.35%

Figura 2.5. Produccién de mezcal por categoria (COMERCAM, 2023)

e Produccion por Clase (Referido a 45% Alc.Vol.)
La produccién nacional de mezcal 2022 referido a 45% Alc. Vol. Equivale a 14,
165,505.00 litros, siendo la clase; Blanco o joven la principal producida con el

98.78% (COMERCAM, 2023) Figura 2.6.

sncoo | [ 98.78%

DESTILADO I 1'22%

CON

Figura 2.6. Produccién nacional de mezcal por clase (COMERCAM, 2023)
e Produccion por Especie (Referido a 45% Alc. Vol.)
La produccién nacional de mezcal 2022 referido a 45% Alc. Vol. Equivale a 14,
165,505.00 litros, siendo la especie; Maguey o agave espadin la principal empleada
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para la produccion con el 81.08 %, y colocando al maguey tobala (Agave potatorum)
en el quinto lugar con un porcentaje del 1.50 % del total de la produccion
(COMERCAM, 2023) Figura 2.7.

MAGUEY ESPADIN o
(A. angustifolia) _ 81.08%

MAGUEY ESPADIN i MAGUEY BARRIL
(A. angustifolia) : (A. karwinskii)

2.71%

(A. angustifolia) | (A. karwinskii)

MAGUEY ESPADINi MAGUEY TOBALA

i
MAGUEY ESPADIN{ MAGUEY CIRIAL I 2.29%
(A. angustifolia) E (A. potatorum) I 1-98%
Wooatoram | 1.50%
Wianamaar |1 1.43%
Weamiona) || 1.27%
A durongensiy). || 1.17%
OTROS I 6.57%

Figura 2.7. Produccién nacional por especie de agave (maguey) (COMERCAM, 2023)

2.9 Proyeccion a futuro

2.9.1 Resultados del crecimiento en ventas y exportacion

De acuerdo con Pérez-Hernandez et al., (2016). El mezcal tiene un ascenso en las
altas posiciones del mercado internacional y sus estadisticas son prometedoras. A
su vez, SAGARPA (2017) indica un crecimiento en la produccion del agave
mezcalero de 208.12 a 224.75 Mt (miles de toneladas) para el afio 2030, por lo que
se espera un crecimiento en las exportaciones de mezcal del 7.99 %.
Actualmente, existen mas de 5,297 asociados al COMERCAM, 397 marcas
exportadas, 230,000 empleos en la industria, ademas el sector del mezcal presenta
15, 686 MDP en el valor de la categoria, y para al cierre del afio 2022 se exportaron
8.5 millones de litros (COMERCAM, 2023).
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Al final del 2022, se encontrardn las siguientes estadisticas: el estado con mayor
porcentaje (91.31%) de la produccion total de mezcal fue el estado de Oaxaca, la
categoria de mezcal artesanal fue la principal producida con el 95.35 %, de igual
manera la clase blanco o joven fue la principal producida con el 98.78 % y la especie
de agave espadin, fue la principal empleada para la produccion con el 81.08 %. De
acuerdo con el mismo estudio de el COMERCAM, el agave tobala (Agave
potatorum) quedo en el quinto lugar con un porcentaje del 1.50 % del total de la

produccion.
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Capitulo 3. Reproduccién de A. potatorumy
otros Agaves: Sistema tradicional y por CTV
como alternativa

En este capitulo se presentan las bases sobre el tipo de reproduccién natural que lleva a cabo el
género agave, posteriormente se hablara de la problematica que acontece A. potatorum en cuanto
a su propagacion sexual, posteriormente se abordara la alternativa mas viable para la propagacion
de esta misma especie con ayuda de la biotecnologia vegetal y su técnica de cultivo de tejidos, asi
como la descripcidn del proceso de micropropagacién y sus vias regenerativas.

Abreviaturas: ABA (Acido abscisico), AG3 (Acido giberélico), AFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion Amplificados), AIA (Acido indol-3-acético), AIB (Acido indolbutirico), BA (Bencilaminopurina), BIG (Biorractores de
Inmersién por gravedad), CTV (Cultivo de Tejidos Vegetales), IBA (Acido Indol-3- Butirico), KIN (Cinetina), LED (Light Emitting
Diode), L (Litros), mg (miligramos), umol (micromol), MS ( medio Murashige y Skoog), NAA (Acido naftalenacético), PEG
(polietilenglicol), RADP (ADN Polimoérfico Amplificado al Azar), RC (Reguladores de Crecimiento), RCV (Reguladores de
Crecimiento Vegetal), SH ( medio Scheck y Hildebrandt), SIT (Sistemas de Inmersién Temporal), TDZ (Tidiazurén), 2,4-D
(Acido diclorofenoxiacético).

3.1 Reproduccién y propagacion de los Agaves

3.1.1 Aspectos generales de la reproduccion natural en las especies de
agave

Los agaves son plantas perenes que se reproducen tanto sexual como
asexualmente, sin embargo, la forma de reproduccion mas generalizada, en
condiciones silvestres, es la asexualmente a través de dos tipos de estructuras,
estos son, los rizomas, asi como también por bulbillos (Valenzuela et al., 2003.,
Sanchez-Mendoza et al., 2017). La otra forma de reproduccion es sexual, algunas
especies se reproducen a través de este sistema; y es a través de la polinizacion de
las flores que dan paso a la formacién de los frutos los cuales producen miles de
semillas, pero son escasas las semillas viables y que, al final germinan para dar
lugar a un individuo nuevo en el ambiente silvestre (Garcia-Mendoza, 2007.,
Sanchez-Mendoza et al., 2017). Ademas, son pocas las plantulas que logran
establecerse por falta de condiciones ambientales adecuadas para su crecimiento
y desarrollo (Eguiarte et al., 2000., Sanchez-Mendoza et al., 2017). Cabe resaltar
que, los individuos originados de semilla son de suma importancia porque permiten
la variabilidad genética y con ello la estructura y dinamica de las poblaciones de
maguey, al igual que contribuyen a la sobrevivencia de las especies. En la figura
XXX se muestra la reproduccién por semilla (Ramirez-Tobias et al., 2012., Sanchez-
Mendoza et al., 2017).
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Figura 3.0. Morfologia de la planta y formas de reproduccién natural de algunas especies
del género Agave (Modificada de Medina, 2014)

3.2 Formas de propagacion convencional de agaves

3.2.1 Mecanismos de reproduccién natural

Basicamente, existen dos formas de propagacion de los agaves: 1) sexualmente a
través de semillas o 2) asexualmente mediante hijuelos, rizomas, bulbillos o técnicas
de cultivo de tejidos vegetales (CONABIO, 2021). Estas ultimas conservan la
potencialidad de multiplicacion y diferenciacidon celular para generar nuevos

individuos con partes vegetativas de la planta (Osuna-Fernandez et al., 2017).

3.2.2 Propagacion sexual en plantas de agave

La reproduccion sexual se efectua de forma natural e involucra a érganos y células
especializadas teniendo lugar la union de dos células sexuales o gametos. El ciclo
sexual, permite la generacion de plantas individuales distintas presentando
caracteristicas de los gametos masculino y femenino. Este sistema de reproduccion
en condiciones silvestres es muy importante, ya que la semilla es el 6rgano de

propagacion a través del cual se conserva la variabilidad genética y permite la
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dispersion de las especies (Osuna-Fernandez et al., 2017). De acuerdo con Oronoz
et al., (1983) y Duque-Sanchez (2013), en la reproduccion por semillas (sexual) se
presenta cierta variacion genética y/o segregacion entre las plantas hijas lo que
permite que la especie no sea amenazada, ya que éstas heredan y mezclan los
genes de la planta madre y de la otra de la cual proviene el polen.

3.2.3 Propagacion asexual (bulbillos e hijuelos) en plantas de agave

Los magueyes tienen otro medio de reproduccion, que es por medio de bulbillos e
hijuelos (CONABIO, 2021). Los bulbillos son yemas adventicias que se desarrollan
en una yemay crecen a lo largo de los margenes de las hojas, estas yemas cuando
estan un poco mas crecidas, y después de un determinado tiempo caen al suelo, en
donde comienzan a formar raices adventicias y, finalmente, crecen formando una
nueva planta con las mismas caracteristicas genéticas y morfolégicas de la planta
madre (Duque-Sanchez, 2013., CONABIO, 2021). Este método de propagacion
presenta algunas desventajas, ya que si la planta madre presenta alguna
enfermedad estos bulbillos pueden propagar dicha enfermedad. Gentry (1982) y
Duque-Sanchez (2013) sefialan que, ademas de la propagacion de enfermedades,
el tiempo y costo de produccién es mayor que cuando se propaga por hijuelos
rizomatosos.

Por otro lado, los rizomas o hijuelos crecen generalmente en un plano horizontal a
la planta madre, el cual es paralelo a la superficie del suelo, ademas, los rizomas
poseen yemas en la cara superior de donde se originan ramas, hojas y flores aéreas
y en la cara inferior generan raices adventicias (Oronoz et al., 1983., Duque-
Sanchez, 2013), dando como resultado hijuelos mas vigorosos, que nacen en el
cuello de la planta madre (CONABIO, 2021). El sistema de propagacion mas
utilizada es la via asexual, ya sea por rizomas o por bulbillos, sin embargo, la
propagacion por rizomas es la mas empleada, no solo por que conserva las
caracteristicas genéticas, sino porque el crecimiento y el desarrollo de las plantas
son mas rapidos y vigorosos que con los bulbillos (Duque-Sanchez, 2013). Cabe
destacar que, tanto los bulbillos como hijuelos son genéticamente iguales a la planta
que los produjo, o sea, son clones. Un clon puede definerse como una o varias
plantas obtenidas por multiplicacion vegetativa a partir de un solo individuo. Este
sistema de reproduccion es una practica agricola que se utiliza desde tiempos
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ancestrales para preservar los buenos caracteres de las plantas madre. Por ello, es
de suma importancia que se mantengan intactos los genotipos en cuanto a las
caracteristicas seleccionadas, debido a que no tendra lugar la recombinacion
genética que caracteriza la reproduccion sexual (Trippi, 2007., CONABIO, 2021).

3.2.4 Propagacion del agave en campo y produccién de nuevas plantas
Algunos autores mencionan que una planta de agave puede producir durante su
vida hasta 15 plantulas o hijuelos, segun su edad, éstos pueden tener diferente vigor
y calidad (Duque-Sanchez, 2013). Cabe destacar que, la propagacién de los agaves
en campo puede darse por medio de tres vias diferentes, bulbillos, hijuelos, y por
semillas, sin embargo, esto dependera de cada especie, en la figura 3.0 se muestran
las tres vias de reproduccion (CONABIO, 2006).

La mejor edad para que el agave pueda reproducirse se encuentra entre los tres y
cinco anos (Paredes-Lopez, 2002). Por otra parte, una planta madre da entre unoy
dos hijuelos por afo, aunque esto depende de la especie cultivada y de las
condiciones ambientales (Duque-Sanchez, 2013). Se ha reportado que al final de
su vida, los agaves mezcaleros del Altiplano, producen el quiote o inflorescencia, en
donde las flores surgen y si son polinizada, forman semillas, y si no se lleva a cabo
la polinizacidn, entonces se desarrollan hijuelos a partir del rizoma o raiz (Esparza,
et al., 2015)

En la figura 3.0, se puede observar la representacion grafica de una planta de agave
con formacion de hijuelos o bulbillos, de igual manera, se presenta al “quiote” o tallo,
que puede alcanzar hasta los 10 m de altura y en su extremo mas alto se encuentran
sus flores, también conocidas como “gualumbos”, en donde ademas se producen
las semillas (SIAP, 2018).
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Figura 3.1. Forma de reproduccion asexual del agave, formacion de hijuelos (Ledn,
2014).

3.3 Reproduccion sexual por semilla del A. potatorum

3.3.1 Tipo o via de reproduccion natural de A. potatorum

El Agave potatorum (tobala) es una especie silvestre que se caracteriza por la
reproduccion natural, la cual es unicamente a través de semilla (Vera-Guzman et
al., 2009., Garcia-Mendoza, 2010., Gutiérrez-Hernandez et al., 2020., CONABIO,
2021). Durante el ciclo sexual, la propagacion se lleva a cabo por medio de semilla,
y como consecuencia, se logra la obtencidn de nuevas plantas individuales, ademas
cuentan con las caracteristicas de las plantas que produjeron los gametos
masculinos y femeninos. Por otro lado, la floracion del agave tiene lugar cuando
emerge el escapo floral o quiote, indicando también el final de su ciclo de
crecimiento, y pasando a la etapa reproductiva, cabe mencionar que, esta especie
presenta un crecimiento determinado y un solo punto de emisién de hojas, ademas
de ser se monocarpelar, es decir, que solo una vez en su vida emerge la
inflorescencia (Vicente-Ramirez et al., y Del Real Laborde, 2007). Para fines
comerciales es importante eliminar el escapo floral o quiote antes de que tenga lugar
la maduracion de las flores, ya que cuando surge el escapo floral, la planta de agave

esta terminando su desarrollo vegetativo e interrumpe la formacién de hojas o
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pencas, con ello se marca la etapa reproductiva. En este periodo tiene lugar el inicio
de la despolimerizacién de los fuctanos, es decir, el consumo de las sustancias de
reserva que se conservan en el tallo o pifia, y comienza la utilizacion de éstos para

la formacion y sostenimiento de los 6rganos reproductores (Aguirre et al., 2001).

3.3.2 Desventajas de la reproduccién sexual (por semilla) para A. potatorum
A continuacidn, se enlistan algunas de las dificultades que puede presentar este
proceso de propagacion, cuando se tienen fines comerciales, por ejemplo:

e Problemas respecto a la variaciéon genética al estar sujeto a polinizacion
cruzada.

e Complicaciones para mantener un abasto ordenado, como consecuencia de
lo prolongado del ciclo de crecimiento, ya que toma de 5 a 8 afios para llegar
a la etapa de floracion y produccion de semilla.

e La viabilidad de la semilla puede ser baja y, por ende, no se logra obtener un
nuevo individuo.

¢ Es necesario que las plantas emitan su escapo floral para que se produzcan
las inflorescencias y posteriormente las semillas (Vicente-Ramirez y Del Real
Laborde, 2007).

3.3.3 Importancia de la propagacion por semillas

Uno de los problemas mas grandes radica en que, justo antes de que comience a
emerger el escapo florar, el tallo o pifia, también alcanza su maximo tamafo vy
contenido de azucares, ésta ultima etapa coincide con el momento éptimo para su
extracciéon o corte en campo. Lo que termina por afectar a esta especie a causa de
una fuerte pérdida de produccién de semillas, al igual que la disminucion de
variabilidad genética y, por lo tanto, en la eventual extincion de la especie (Delgado-
Lemus et al., 2014).

Por todas estas limitaciones se requiere destinar mayores esfuerzos de
investigacion hacia la propagacion por semillas y con ello evitar la pérdida de
variabilidad genética, esta medida o parametro no se puede obtener con la
multiplicacion por vastagos vegetativos de las poblaciones silvestres y cultivadas de

estos agaves, porque son clones (Robert y Arce-Montoya, 2007).
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Es importante sefalar que la reduccion de la variabilidad genética de los agaves
genera susceptibilidad a ataques de plagas y enfermedades, asi como también
implica poca adaptabilidad ante los cambios climaticos y, por tanto, aumentan el
riesgo de su extincidn (Erazo y Cardenas, 2013., Mandujano-Bueno et al., 2018)

3.3.4 El concepto de viabilidad de las semillas

La viabilidad de las semillas es un parametro que puede ser utilizado para la
medicidn de la actividad metabdlica de sus tejidos vivos, de igual manera se puede
estimar la capacidad germinativa de los lotes de semillas de interés, en resumen,
determina la posibilidad que tiene una semilla de germinar (Copeland y McDonald,
2012). Para evaluar la calidad biologica de las semillas, se debe realizar una prueba
de germinacion normal (ISTA, 2015), la cual consiste en incubar las semillas en
condiciones favorables para dar lugar a la activacion del embrion y con ello se logre
el crecimiento de una planta completa (Pérez-Garcia y Pita-Villamil, 2001., Vadillo
et al., 2004., Langlé-Arguello et al., 2017). Por otro lado, se pueden hacer pruebas
de tincidn para evaluar la viabilidad de las semillas. De acuerdo con el estudio
realizado por Langlé-Arguello et al., (2017), las semillas con una coloracién intensa
de tincidn con solucién de tetrazolio 1 % (p/v) en el 100 % del eje embrionario se
consideran viables, mientras que las semillas que presentan poca o nula intensidad
de coloracion, o sin embridon se consideran no viables. La viabilidad puede ser
expresada en porcentaje. La prueba de tretrazolio tiene las ventajas de ser rapida 'y
no requerir una tecnologia o equipos muy sofisticados. La metodologia fue puesta
en marcha para especies de plantas cultivadas por ISTA (International Seed Testing
Association). La prueba se basa en el hecho de que los diferentes tejidos de la
semilla, después de haberse hidratado, especialmente en el embridn se activan
varias rutas metabdlicas, en donde tienen lugar muchas reacciones quimicas
principalmente de oxidacion. La solucion de tetrazolio se difunde a través del interior
de la semilla, donde la enzima deshidrogenasa reduce esta sal en los tejidos vivos
(Canuto, 2012); provocando la formacion de un compuesto insoluble, de color rojo
llamado Formazan, lo que indica la actividad respiratoria en las mitocondrias y, por
lo tanto se demuestra que la semilla es viable. Por otro lado, los tejidos muertos (no
viables) no reaccionan con la solucion conservando su color natural (Lazarotto,

Piveta, Muniz y Reini-ger, 2011).
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Figura 3.2. Prueba de viabilidad de semillas (SNICS, 2018)
De acuerdo con Jurado-Guerra, Melgoza-Castillo, Morales-Nieto, Royo-Marquez, y

Ortega-Ochoa (2009), el cloruro de tetrazolio (utilizado en la prueba de tincion) actua
al ser reducido por las enzimas deshidrogenasas presentes en el tejido vivo
produciendo un compuesto rojizo (Langlé-Arguello et al., 2017)., como se puede
observar en la figura 3.2.

3.4 Las semillas del agave potatorum

3.4.1 Tipos de semillas y su clasificacion

Las semillas se clasifican por su tolerancia a la deshidratacién, tanto en ortodoxas,
intermedias, asi como recalcitrantes (Magnitskiy y Plaza, 2007); las primeras
almacenan carbohidratos y son mas longevas, ademas su apariencia es mas grande
0 gruesa en comparacion con las ultimas que poseen un contenido alto de lipidos y
longevidad reducida, son de menor tamafio y mas planas (Berjak y Pammenter,
2010., Gutiérrez-Hernandez et al., 2020).

3.4.2 Periodo de vida de las semillas

La falta de viabilidad en las semillas del tipo recalcitrantes inicia con la degradacién
de los acidos grasos saturados durante el almacenamiento y la poca disponibilidad
de almiddén, como compuesto de reserva (Pukacka y Ratajczak, 2006., Gutiérrez-
Hernandez et al.,2020). En cambio, las semillas que se consideran ortodoxas tienen
viabilidad durante lapsos de tiempo prolongados (afos), o bien, recalcitrantes o no
ortodoxas si la pierden rapidamente (dias o meses).

El periodo de vida de las semillas esta en funcidn de varios factores, como: el
genotipo, condiciones de produccién, cosecha, almacenamiento, entre otros

(Gutiérrez-Hernandez et al., 2011., Langlé-Arguello et al., 2017).
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3.4.3 El tamano y color de las semillas

Garrido et al., (2005) mencionan que, los tamafios que pueden alcanzar la semillas
tienen una gran variacién entre poblaciones, afios y especialmente entre plantas
individuales, también sostiene que, semillas mas grandes otorgan a las plantulas
mas ventajas para su germinacion, establecimiento y supervivencia en comparacion
con las semillas pequefas, éste ultimo hecho es reportado frecuentemente en la
literatura (Fenner, 2000; Kuniyal et al., 2013; Vazquez-Diaz et al., 2011., Langlé-
Arguello et al., 2017).

Por su parte, Vazquez et al., (2011) sostienen que la calidad de la semilla del A.
salmiana se determina por su peso y tamafo, aunque haya variaciones entre
localidades para la misma especie, sin embargo, las semillas mas grandes
seleccionadas para cada localidad fueron las que germinardn mas rapidamente.
Con estos dos estudios se demuestra que el tamafio de la semilla si es relevante
para el establecimiento de plantas en vivero o bajo condiciones in vitro. Rosales-
Mata et al., (2013) sefalan la importancia de seleccionar la semilla a través de
caracteristicas fisicas tipicas de la especie como el color y tamafio. Las semillas
fértiles son de color negro, mientras que las infértiles son pequefas y de color
blanco. En la figura 3.3, se muestra una semilla no seleccionada y otra si

seleccionada con base a su color.

Figura 3.3. Semilla seleccionada, las semillas negras son fértiles y las blancas infériles
(Rosales-Mata et al., 2013)

3.4.4 Descripcidén general de las semillas de A. potatorum

En un estudio realizado por Gutiérrez-Hernandez et al., (2020), se determin6 que
las semillas de A. potatorum con un menor tiempo de almacenamiento (seis y doce
meses) presentaron la mayor viabilidad, porcentaje de germinacion y cantidad de

materia seca en plumula y plantula. Por otro lado, las semillas de A. potatorum
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presentaron un comportamiento de semillas no ortodoxas cuando fueron
almacenadas durante 24 meses a temperatura ambiente, con ello su viabilidad y
capacidad de germinacion fueron nulas. Por lo que las semillas de tobala (A.
potatorum) resultaron ser oleoproteaginosas y recalcitrantes. Asi mismo, su
contenido de lipidos y la germinacion disminuyeron con el tiempo de recolecta y la
produccion de plantulas dependid esencialmente de los lipidos (Gutiérrez-
Hernandez et al., 2020). En algunos experimentos, se ha confirmado que las
semillas de ciertos agaves carecen de latencia y pueden alcanzar una alta
germinacion (Freeman et al., 1977), sin embargo, el tipo de propagacion y la
presencia o ausencia de la latencia es particular en cada especie (Aguirre et al.,
2001, Sanchez-Mendoza et al., 2017). A continuacion, se presentan las principales
caracteristicas de las semillas de A. potatorum, iniciando con su composicion

quimica como se puede observar en la tabla 3.0.

Tabla 3.0. Composicion quimica en promedio de las semillas de A. potatorum
Proteinas 38 %
Fibra bruta 22 %

Lipidos 16 %
Composicion quimica Extracto libre de nitrogeno 15 %
Humedad 5 %

Cenizas 4 %
Adaptado de Gutiérrez-Hernandez et al., (2020)

En cuanto a su descripcion fisica, sus semillas son: lacrimiformes, planas y de color
negro brillante (Vazquez et al., 2011); son viables, sin latencia y germinan rapida y
uniformemente (Pefa-Valdivia et al., 2006). En la figura 3.4 se pueden apreciar las
caracteristicas fisicas de las semillas de A. potatorum.
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Figura 3.4. Germinacion de semillas de A. potatorum (Ortiz-Hernandez, 2020)

3.4.5 Importancia de las semillas y otra alternativa para la supervivencia de
A. potatorum

Como se menciono anteriormente, la reproduccion natural de A. potatorum se lleva
a cabo, unicamente por semilla o que limita su ciclo de reproduccion (Gutiérrez-
Hernandez et al., 2020). Esto pone en peligro a la especie porque a diferencia de la
mayoria de los agaves, su propagacion asexual es casi nula y depende de las
semillas para sobrevivir (Garcia-Mendoza, 2010; Aguirre-Dugua y Eguiarte, 2013;
Delgado-Lemus et al., 2014., Gutiérrez-Hernandez et al., 2020).

Una alternativa prometedora para la resolucién de este tipo de problemas para
especies como A. potatorum, es la utilizacion de las técnicas de propagacion y
mejoramiento derivadas de la biotecnologia vegetal. En estos momentos, la técnica
mas empleada dentro de este campo es la llamada micropropagacién o propagacion
in vitro, misma que consiste en la propagacion asexual de plantas utilizando las

técnicas de cultivo de tejidos vegetales (Dominguez-Rosales et al., 2008).

3.5 El Cultivo de Tejidos como una alternativa para la propagacion

3.5.1 El concepto del Cultivo de Tejidos Vegetales y sus principios basicos

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) o “cultivo in vitro” es un conjunto de técnicas
que permiten el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de
una planta, desde una célula hasta un organismo completo, bajo condiciones
artificiales y controladas. En otras palabras, consiste en crecer material vegetal en
condiciones axénicas (o libre de patdégenos) en un medio del cultivo nutritivo
artificial, el cual es contenido en un recipiente de plastico o de vidrio, y que ademas
es incubado bajo condiciones ambientales controladas (Ruscitti y Giménez, 2011).
El CTV es una herramienta de la biotecnologia vegetal moderna que se basa en
tres principios, de cuya comprension y manipulacién depende el éxito o fracaso de
cualquier trabajo en este campo. Los principios basicos son los siguientes:

e Eleccion del explante: se llama explante al 6rgano, tejido, segmento o

agregados celulares de tejido vegetal que se utilizan para dar inicio al cultivo.
Puede ser desde una semilla, embriones aislados, un segmento de hoja,
tallo, cotiledon, granos de polen, incluso pueden ser agregados celulares y/o
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protoplastos, etc. La respuesta in vitro dependera no sélo del explante, sino
también de la variedad, el genotipo, la edad de la planta donadora de
explante, etapa fenolégica de la planta donadora, asi como de la
estacionalidad en la que se encuentre la planta (Ruscitti y Giménez, 2011).
George et al., (2008) sostienen que mucho del éxito que se obtenga en la
regeneracion de plantas bajo condiciones in vitro, depende en gran medida
de la seleccion del explante. Tejidos jovenes y con altas tasas de division son
mejores, asi mismo se ha demostrado que la etapa vegetativa en la que se
encuentre la planta donadora es de suma importancia, esto es las
condiciones fisiologicas de la planta madre y la estacionalidad estan
relacionados con el estado fisiolégico, metabdlico y genético del explante.

Eleccién del medio y condiciones de cultivo: junto con el tipo de explante

determina la respuesta que se obtendra del mismo y también dependera de
los componentes del medio de cultivo como: sales, compuestos organicos,
combinaciones y concentraciones de los reguladores de crecimiento y/o
algunos suplementos (antioxidantes), asi como del pH y la consistencia de
los medios, sélidos o liquidos. Las condiciones del cultivo también son otro
factor importante, el fotoperiodo u oscuridad, asi como la temperatura a la
que estan sometidos los cultivos (Ruscitti y Giménez, 2011). Cabe destacar
que, la eleccion de los reguladores de crecimiento, asi como la combinacion
y concentracion son de suma importancia ya que ellos son los que modularan

la expresion genética del explante (George et al., 2008; Sharry, et al, 2015).

Condiciones asépticas: Para lograr la asepsia completa de los cultivos es
muy importante que los explantes de cualquier tejido vegetal se sometan a
un protocolo de desinfeccion y que éste sea capaz de lograr la eliminacion
completa, sin organismos contaminantes (Ruscitti y Giménez, 2011).

Es importante resaltar que, la reproduccién asexual que llevan a cabo las plantas

por medio del cultivo de tejidos es posible gracias a que, varias células vegetales

poseen la capacidad o habilidad (totipotencia), la cual permite que sus células hijas

tengan caracteristicas de células meristematicas y con ello logren obtener el

crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo completo con las caracteristicas

de las células madre, sin que medie ningun tipo de fusién de células sexuales o
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gametos. Esta capacidad se domina totipotencialidad celular y es caracteristica de
un grupo de células vegetales conocidas como células meristematicas, presentes

en los distintos 6rganos de la planta (Segretin, 2006).

3.5.2 La implementacion del CTV para la propagacion in vitro de agaves

El crecimiento muy lento de los agaves, asi como sus bajas tasas de reproduccion
asexual y reproduccion sexual, esta ultima limitada por problemas de polinizacion y
viabilidad de las semillas, son factores que restringen su multiplicacion masiva
mediante métodos convencionales y, por ende, disminuyen el mejoramiento
genético de las especies con un interés econdmico (Dominguez-Rosales et al.,
2008). Una de las alternativas para producir mayores cantidades de plantas
homogéneas, y sin tener que recurrir a las plantas silvestres, es la propagacién in
vitro, la cual también se debe complementar con acciones de seleccion (de las
plantas a propagar), el desarrollo de un protocolo de propagacién de acuerdo con
la especie, etapas de laboratorio, invernadero, adaptacion y vivero, para finalmente
lograr una produccion de plantas sanas, con calidad fitosanitaria y fisiologica, en
espacios reducidos y a un menor tiempo (Monja-Mio et al., 2015., Bautista-
Castellanos, 2020).

3.6 Antecedentes sobre la aplicacion de la biotecnologia en el género Agave
3.6.1 El concepto de biotecnologiay el CTV

En definicion, la biotecnologia se refiere a “toda aplicacidon tecnolégica que utilice
sistemas biologicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o
modificacién de productos o procesos para usos especificos” (Sharry et al., 2015).
Entre estas tecnologias, el cultivo y la propagacioén in vitro o micropropagacion han
sido de las primeras y mas ampliamente difundidas de las aplicaciones practicas de
la biotecnologia en plantas.

3.6.2 Uso de las herramientas de la biotecnologia vegetal en el CTV

Los protocolos de micropropagacion, incluyen procesos efectivos, los cuales deben
seguir y aplicar una serie de etapas o fases para lograr su éxito y asi conseguir la
reproduccion de las plantas de interés en un laboratorio de CTV, dentro de estas
etapas se definen los requerimientos del medio cultivo, asi como las condiciones

necesarias para la obtencion de explantes, al igual, se debe establecer el
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mantenimiento in vitro del organismo micropropagado, ademas de incluir el
procedimiento de adaptacion a las condiciones ex vitro (George et al., 2008., Read
& Preece, 2014).

Cabe destacar que, para la seleccién de las plantas donadoras de explantes se
deben tomar en cuenta varios aspectos importantes: 1) deben de ser plantas
jovenes, 2) vigorosas y 3) libres de enfermedades y plagas visibles (Loberant &
Altman, 2010), Por otro lado, 4) el genotipo de las plantas, es otro factor importante,
ya que existen especies que no responden al cultivo in vitro debido a su naturaleza
recalcitrante, o también su establecimiento aséptico en laboratorio es muy complejo
(Smith, 2013). Ademas, si las plantas donadoras son traidas bajo condiciones
silvestres o de campo, tienen que pasar un tiempo en cuarentena para eliminar
posibles plagas y enfermedades, por ultimo, deben ser sometidas a un programa
fitosanitario o de nutricion.

Tabla 3.1. Antecedentes sobre el cultivo y propagacion in vitro de especies del
género agave

Medio de
Avance
Especie de Agave cultivo/Reguladores | Referencia
reportado -
utilizados
Regeneracion Linsmaier y Skoog Groenewald y
de plantas a con1mgL"'de2,4- |col (1977)
través de Dy51mgL'de
organogenesis | cinetina para la
indirecta generacion de tejido
Agave sp calloso. Mismo

medio con 0.2 mg L
de 2,4-Dy 1 mgL"’
de cinetina para la
generacion de brotes

a partir del callo.

Regeneracion SH adicionado con Robert y col.
A. fourcroydes | de plantas a BA en un rango de (1987)
través de 22a22uM
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organogenesis

indirecta
Regeneracion MS con 1.4 uM de Powers y
de plantas a 2,4-D para la Backhaus
través de generacion de tejido | (1989)
A arizonica organogeénesis | calloso.
indirecta Diferenciacion de
brotes en medio con
44.4 yM de BAy 0.5
0 0.5.4 yM de ANA
Regeneracién MS con 0.1 mg L de | Binh y col.
A. cantala de plantas a 2,4-Dy 0.1 mgL"de | (1990)
A. fourcroydes través de BA para la
A. sisalana organogeénesis | generacion de tejido
indirecta. calloso y brotacién
Regeneracion MS o SH con BA Das (1992)
de brotes a (22.2 uM).
partir de
A. sisalana )
meristemos
basales
(rizomas)
Embriogénesis | MS con vitaminas L2 | Rodriguez-
somatica directa | y 2,4-D (1.4 pM) para | Garay y col.
en explantes de | la generacion de (1996)

A. victoriareginae

A. sisalana

hoja. embriones, MS o SH
al 50 % para su
germinacion
Regeneracion MS, HS, Gamborgy | Nikam (1997)

de brotes a partir
de meristemos

basales y

de White
adicionados con
diversas
concentraciones de
BA, de cinetina, de
NAA, de IAAy de
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organogenesis

2,4-D en
combinacioén o solos.

organogenesis

directa a partir

indirecta.
Cultivo de tejido | MS con Cinetina Andrijany y
o calloso y | (23.2 uM) col. (1999)
A. amaniensis
produccion de
sapogeninas.
Regeneracion MS adicionado con Santacruz-
de brotes a partir | BA (13.3, 26.6, 39.9 | Ruvalcaba 'y
de meristemos |y 53.2 yM)y 2,4-D (0 | col. (1999)
A. parrasana
basales y |y 0.04 uM)
organogenesis
indirecta.
Regeneracion MS, MS + (NH4NOs3: | Hazra y col
de plantas a| 1500 mgL")y MS+ |(2002).
través de | hidrolizado de
A. sisalana organogénesis | caseina (1000 mg L
indirecta. 1), todos adicionados
con 2,4-D (9.05 uM)
y cinetina (4.6 uM).
Regeneracion MS con fue con 2.26 | Martinez-
MM de 2,4-D para la .
por induccion de callo. Palacios y col.
embriogénesis | MS con 2.2-4.4 yM (2003)
” de BA para la
o _ somatica y -
A. victoriareginae _ generacion de
generacion de | brotes.
brotes a partir de
meristemos
basales.
Generacion de | MScon 1 mgL"'de |Enriquez del
brotes a través BA Valle et al.,
A. angustifolia de (2005).
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de

de médula de

segmentos

tallo.
Regeneracion Para la formacion de | Valenzuela-
de plantas a callo e_l mejor Sanchez y col.
tratamiento fue con
través de | ANA. La (2006)
’ . regeneracion a partir
_ organogénesis :
A. Tequilana o de meristemos y de
indirecta y | callo se logr6 con 1.1
- MM de 2,4-D y 44 uM
generacion de de BA
brotes a partir de
meristemos.
Generacién de | MS con 2.0 mg L™ Silos-Espino y
A. salmiana brotes a partirde | BAy 0.25 mg L' AIA | col. (2007)
meristemos.
Regeneracion Se utilizaron MS mas | Portillo y col.
combinaciones de
por 24-D/BA uM parala | ?007)
embriogénesis | formacion de callo.
_ (i MS mas distintas
A. Tequilana somatica concentraciones de
BA, cinetina, 2iP y
TDZ para la
diferenciacién de
embriones
somaticos.
Regeneracion Se utilizé MS Teja Vathiy
por adicionado con 4.52
embriogénesis MM de 2,4-D para la col. (2007)
A. vera-cruz somatica formacion de callo.
MS adicionado con
5.37 yM de NAA mas
0.91 uM de zeatina.
Regeneracion e MS +3.0KIN | Dominguez
or semilla
A. potatorum Serminada, ! e MS+15KIN |Rosalesetal.,

proliferacién de
yemas axilares

2008

Abreviaciones: RC: Reguladores de crecimiento; 2,4-D: Acido diclorofenoxiacético; BA:

Bencilaminopurina; AIB: Acido indolbutirico; KIN: Cinetina; TDZ: Tidiazurén; AlA: Acido indol-3-

acético; MS: Murashige y Skoog; NAA: Acido naftalenacético.

Adaptado de: Dominguez-Rosales et al., (2008)
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Como se observa en la tabla 3.1 los avances reportados por Dominguez-Rosales et
al., (2008) hacen referencia al cultivo y propagacion in vitro de algunas especies
del género, por otro lado, los diferentes trabajos mostrados sefalan que la
regeneracion in vitro se ha logrado a través de la obtencion de brotes adventicios a
partir de meristemos axiliares localizados en el segmento basal de las plantas, o
bien por medio de organogénesis o embriogénesis somatica indirecta, es decir, a
partir de tejido calloso, también generado también bajo condiciones in vitro
(Dominguez-Rosales et al, 2008., Angeles et al., 2017), éstas vias de
micropropagacion se explicaran mas adelante, a continuacion se iluistra en las
figuras 3.5y 3.6, como se lleva a cabo la obtencion de nuevos individuos por medio
de embrioganesis y organogeénesis .

d

Figura 3.5. Embriogénesis somatica de A. salmiana (Angeles-Vazquez et al., 2023)

70



Figura 3.6. Organogénesis directa de Agave maximiliana Baker (Santa-Cruz et al., 2022)

En resumen, estos antecedentes confirman que, la biotecnologia vegetal y sus

técnicas de CTV pueden ser el método mas efectivo para la obtencion de plantas

de agave y con ello obtener una produccion masiva (Dominguez et al., 2008).

3.6.3 Etapas de la micropropagacion en un laboratorio de CVT

El proceso de propagacion in vitro incluye:

Obtencion de plantas donadoras de tejidos,

Establecimiento de cultivos asépticos,

Multiplicacion de propagulos,

Enraizamiento de brotes bajo condiciones in vitro,

Transferencia de las plantas micropropagadas a contenedores con sustrato
para aclimatacion, bajo condiciones de invernadero (Dominguez et al., 2008.,
Sharry, et al., 2015).

Mas adelante se explicara el funcionamiento de c/u de los componentes del medio

de cultivo.

3.6.4 Obtencidén de brotes de agave por medio de la propagacién in vitro

En el caso del agave, para que los brotes formen raices, se establecen en medios

de cultivo sin reguladores de crecimiento (RC) o bien que contengan RC de tipo
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auxina, como el acido indolacético (AlA), el acido naftalenacético (ANA) y acido
Indol-3-butirico (AlIB); estos reguladores permiten y estimulan a las células en el
tejido del tallo, con la finalidad de que éstas creen divisiones celulares, y
posteriormente, formen centros meristematicos que originen la diferenciacién vy
desarrollo de raices adventicias (Woodward & Bartel, 2005., Bautista-Castellanos et
al., 2020).

3.6.5 Proceso de enraizado del agave por medio de la propagacion in vitro

De acuerdo con Enriquez-del-Valle, Carrillo-Castafieda y Rodriguez-de la O (2005)
y Bautista-Castellanos, Valle, Velasco-Velasco y Rodriguez-Ortiz (2020), para llevar
a cabo el enraizado in vitro de brotes de la especie A. angustifolia, el medio de
cultivo debe de contener sales minerales al 100% y sin auxinas (RC), aunque, en
un medio con 75% de sales y 0.75 mg L' de AIB se ha reportado que los brotes
forman mayor cantidad de raices y en menor tiempo. Por otra parte, para la
micropropagacion de brotes del Agave marmorata, éstos formaron raices en un
medio de cultivo con las sales minerales al 100 % y 10 mg L' de la auxina AIA
(Aguilar-diménez & Rodriguez- de- la O, 2018).

Es importante destacar que, la respuesta de cada especie de agave a los
reguladores de crecimiento, asi como también a otros compuestos tales como las
sales minerales, vitaminas, aminoacidos, entre otros es diferente, y, por lo tanto, la
composicion de los medios debe ser especifica, sin embargo, muchos de ellos
pueden responder a un mismo medio o a diferentes concentraciones. Por ello es
importante hacer una investigacion bibliografica y, en caso de no contar con
bibliografia especifica para cada especie, esta busqueda se puede realizar para el
género. (Bautista-Castellanos et al., 2020). Asi mismo, para poder disefiar un medio
de cultivo especifico para una especie determinada es necesario hacer pruebas de
concentracion vs respuesta. Algunos autores como George y Sherrington (1984);
George et al., (2008) y en la revision realizada por Bautista-Montes et al., (2022),
esta ultima especializada en agaves; en sus libros y articulos muestran algunos
protocolos y ejemplos para plantas ya sea cultivables o de modelos biologicos que
permiten adecuarlos o adaptarlos, a paritr de la misma familia o género, haciendo
mas facil determinar el tipo, la concentracion y las combinaciones de los reguladores

(RC) segun el fin morfogenético que se tenga para cada especie de agave, cabe
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destacar que, en cualquier protocolo de micropropagacion, se busca obtener una
respuesta regenerativa por cualquier via, ya sea directa o indirecta, dependiedo de
las necesidades de produccion o investigacion.

3.6.6 Traslado de una planta de agave micropropagada a un invernadero
Cabe mencionar que, las plantas micropropagadas presentan un ineficiente
funcionamiento de sus estomas, una baja actividad fotosintética, ademas, sus hojas
presentan escasa formacién de cuticula, por lo que las raices deben aumentar su
eficiencia y conexion con los haces conductores del tallo (Chandra et al., 2010.,
Bautista-Castellanos et al., 2020). Las plantas con estas caracteristicas tienen una
limitada capacidad para su establecimiento en vivero o campo, en donde hay una
menor humedad relativa, variaciones de temperatura en rangos mas amplios,
ademas las irradiaciones son altas (hasta 2 000 umol m2s™), y la disposicion de
nutrientes es limitada, por lo que dependiendo de la especie las plantas se
recomienda que el establecimiento se mantenga entre 30 a 90 dias, en
contenedores con sustrato de densidad aparente baja, 0.11 a 0.5 g cm™, que
retenga humedad, pero que drene el exceso de agua para tener porosidad vy
aireacion entre el 33 y 77 % (Block & Wever, 2008., Bautista-Castellanos et al.,
2020). Es recomendable que, dentro del establecimiento en invernadero se
proporcione inicialmente una humedad relativamente alta, radiacién solar
disminuida de 30-50 % mediante sombra, éstas son condiciones necesarias para
que las plantas realicen cambios morfologicos y fisioldgicos, los cuales les permitan
una adecuada aclimatacion en campo (Deb e Imchen, 2009, Lesar et al., 2012,
Alvarez et a.l, 2012, Bautista-Castellanos et al., 2020).

3.6.7 Aclimatizacion de las plantas de agave micropropagadas e importancia

del sustrato

Se tienen registros de plantas de agaves que han sido aclimatadas con éxito,
ademas, se ha demostrado la importancia de las caracteristicas del sustrato y el
abastecimiento nutrimental, como lo es la aplicacion de la solucién Steiner, la cual
es muy nutritiva, ya que se encuentran disueltos los nutrientes esenciales. Cabe
destacar que, la solucion universal Steiner es un fertilizante, y se compone de
macronutrientes como: nitrégeno, fosforo y potasio, que son los elementos mas

utilizados para el desarrollo de las plantas, y de micronutrientes como: cloro, calcio,
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magnesio, azufre, boro, hierro, manganeso, zinc y molibdeno, estos ultimos
elementos se requieren en menor proporcion y, en algunas especies del género
agave se han empleado con éxito, como: A. angustifolia (Enriquez-del Valle et al.
2012, Monja-Mio et al., 2015., Bautista-Castellanos et al., 2020), A. potatorum, A.
americana var. oaxacensis (Enriquez-del-Valle et al. 2013, Cruz-Garcia et al., 2017,
Bautista-Castellanos et al., 2020).

3.7 Aplicaciones del cultivo in vitro en plantas

3.7.1 Propagacion in vitro por CTV

La aplicacion del cultivo in vitro mas utilizada a nivel comercial es, sin duda, la
propagacion masiva o también llamada micropropagacion, a través de la utilizacidon
de distintas técnicas de CTV, de las cuales se han podido obtener una gran cantidad
de plantas en tiempos y espacios reducidos de distintas especies del género Agave.
Ademas, la propagacion in vitro ha demostrado ser la técnica mas eficiente en
comparacion con cualquiera de los otros métodos convencionales de propagacion
que se utilizan para este grupo de plantas (Enriquez del Valle et al., 2005; Aureoles-
Rodriguez et al., 2008; Dominguez-Rosales et al., 2008; Ramirez-Malagén et al.,
2007., Pérez-Molphe et al., 2012., Sharry, et al., 2015).

3.7.2 Conservacion de tejidos vivos y bancos de germoplasma

Otra aplicacion del cultivo in vitro que resulta importante destacar, en el caso de los
agaves, y que ademas es complementaria a las técnicas de propagacion masiva,
es la conservacion por tiempo indefinido de tejidos vivos, esto hace referencia a
tener almacenado material bioldégico en un banco de germoplasma, ya sea bajo
criopreservacion o por medio de técnicas de cultivo para mantener el crecimiento
lento de plantulas, embriones somaticos, meristemos u otros tejidos de distintas
especies. Estos pueden mantenerse bajo condiciones controladas de luz y
temperatura, con la finalidad de contar con reservas de tejidos en bancos de
germoplasma in vitro y, a su vez conservar la variabilidad genética de una o varias
especies, ya que, en condiciones normales, el mantenimiento de los cultivos viables
por tiempo indefinido requiere de realizar varios subcultivos o hacer cambios a los
medios de cultivo frescos de manera frecuente para renovar los nutrientes del

medio, asi como de dividir los tejidos que se han desarrollado. Esto genera altos
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costos de produccion debido al tiempo de trabajo que se requiere y a la cantidad de
medios de cultivo que deben emplearse, ademas de que cada vez que los cultivos
son manipulados aumenta el riesgo de pérdida de los mismos por contaminacion
microbiana (Pérez-Molphe et al., 2012).
Para evitar estos inconvenientes, se han desarrollado sistemas de crecimiento
retardado, los cuales tienen como objetivo prolongar los periodos entre subcultivos
y con ello se busca obtener menores costos de produccidén, ademas de conservar a
mediano plazo los cultivos viables in vitro y asi tener acceso al material vegetal en
cualquier momento que se requiera. Por otro lado, para lograr disminuir la tasa de
crecimiento de los tejidos, sin afectar su viabilidad, se les suele aplicar un estrés
osmotico controlado a través de la utilizacion de distintos componentes en el medio
de cultivo como: concentraciones altas de sacarosa, manitol, sorbitol y, en algunos
casos PEG. Ademas del control de las condiciones de luz y temperatura. De igual
manera, los componentes del medio, como el manitol o sorbitol, reducen el potencial
osmotico, y por tanto la disponibilidad de agua para los tejidos, esto sin alterar el
balance bioquimico de las células vegetales y permitiendo asi, un crecimiento mas
lento. A su vez, se pueden emplear otros reguladores de crecimiento para reducir la
tasa de crecimiento, como lo son, el acido abscisico o el acido N-
dimetilaminosuccinamico, estos compuestos se consideran inhibidores del
crecimiento (Lynch, 1999., Sarasan et al., 2006., Pérez-Molphe et al., 2012).
Cabe destacar que, para que esta técnica de conservacion pueda aplicarse, los
tejidos almacenados deben mantener su capacidad de regenerar plantas completas
(Pérez-Molphe et al., 2012).
3.7.3 Desarrollo de protocolos de micropropagacién para especies silvestres
de agave
El primer reporte de micropropagacién elaborado para un ejemplar del género
Agave fue para la especie Henequén (Agave fourcroydes) (Robert et al., 1987), el
cual ademas ha sido implementado como base para aplicarlo a otras especies con
algunas modificaciones (Robert et al., 2006). A partir de esto, se han desarrollado
protocolos de micropropagacion, los cuales estan enfocados principalmente en
especies ornamentales como, productoras de fibras y las que se utilizan en la

industria alimentaria como materia prima para la elaboracién de bebidas alcohdlicas
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y jarabes (Debnath et al., 2010; Kulus, 2014). Por otro lado, varios autores
concuerdan en que la micropropagacion puede ser el método mas eficiente para la

reproduccion masiva de los agaves.

3.8 La micropropagacion
3.8.1 El principio de la propagacion in vitro o micropropagacion de plantas
La micropropagacion se basa en propagar asexualmente segmentos de plantas de
interés, éstos pueden ser: hoja, tallo, semillas, raices, apices, meristemos, etc., con
la finalidad de producir y regenerar nuevos brotes, por medio de dos vias de
propagacion: embriogénesis u organogénesis (directa e indirecta). Posteriormente,
los nuevos brotes se desarrollaran y con el tiempo se obtendran plantas
genéticamente idénticas (Espinosa-Leal et al., 2018). Cabe destacar que, se han
reportado casos de éxito al implementar esta técnica de CTV para la obtencion de
plantas de agave mezcalero, agave tequilana y otras plantas de ornato.
Ademas, la micropropagacion de agaves es una técnica ampliamente utilizada en
la biotecnologia vegetal para la produccion de plantas de alta calidad y uniformidad
genética, como el agave, que es la materia prima, y por ende tiene gran relevancia
en la industria del mezcal y otros productos derivados, como se observo en el
capitulo 2. A continuacion, se presentan algunas empresas a nivel mundial que se
dedican a la micropropagacion de agaves:
1. Agroin Vitro S.A. de C.V.

a) Ubicacion: México

b) Plantas micropropagadas: Agave tequilana (https://www.agroinvitro.com/)
2. Vitro Plus

a) Ubicacion: Paises Bajos

b) Plantas micropropagadas: Plantas de ornato y agricolas, incluyendo el

agave (https://horticulture.beverinnovations.com/projects/vitro-plus/)

3. Biotech International Ltd.

a) Ubicacion: India,

b) Plantas micropropagadas: Varias especies, incluyendo agave.

(https://www.risenshine.in/)

4. Agroplasma SL

a) Ubicacion: Espana
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b) Plantas micropropagadas: Diferentes cultivos, entre ellos el agave
(https://agroplasma.com/)
Cabe mencionar que hay mas empresas tequileras y de mezcal que tienen sus

propios laboratorios de micropropagacion.

3.8.1 Ventajas del uso de la micropropagacién

a) Es un sistema de propagacion clonal, en el que se mantienen todas las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas del material inicial seleccionado.

b) El proceso se lleva a cabo en un laboratorio de CTV en condiciones y
ambientes controlados, por lo que no se ve afectado por factores ambientales
o de clima.

c) Se puede obtener un gran numero de plantas, debido a que la
micropropagacion genera material vegetal practicamente ilimitado y su
disponibilidad es constante.

d) Requiere poco espacio, y el tiempo en el que puede realizarse el proceso es,
por lo general muy corto (depende de la especie a propagar).

e) Las plantas que se obtienen estan libres de microorganismos fitopatégenos,
e incluso con la aplicacion de técnicas mas especificas se pueden eliminar
los virus y viroides. En el caso particular de los agaves, la propagacion
asexual por hijuelos tiene la desventaja de que éstos pueden ser portadores
iniciales de microorganismos patogenos.

(Dominguez-Rosales et al., 2008., Bautista-Montes et al., 2022).

3.9 Etapas del proceso de Micropropagaciéon
Al llevar a cabo la micropropagacion de las especies de agave dentro de un
laboratorio de CTV, es necesario seguir cada una de las diferentes fases o etapas

que requiere este procedimiento, las cuales se describen a continuacion:

3.9.1 Etapa 0: Preparacion de la planta madre (donadora de explantes)

Para poder establecer los cultivos bajo condiciones de asepsia, es muy importante
contar con explantes vigorosos, libres de plagas y enfermedades, por lo tanto, para
obtener estos explantes es recomendable mantener a la planta madre, bajo

condiciones controladas (cuarentena). En ese ambiente, las plantas se someten a

77



un programa fitosanitario y de control nutricional para permitir un crecimiento
vigoroso y, sobre todo, libre de enfermedades (Read y Preece, 2014).
3.9.2 Etapa I: Establecimiento aséptico e induccion a la diferenciacion
morfoldgica
El establecimiento aséptico de los explantes es el primer reto importante al que se
enfrenta el proceso de micropropagacion. En esta primera etapa del cultivo, se
requiere la eliminacion de todo microorganismo que pueda ser fuente de
contaminacion (Read y Preece, 2014).
Asimismo, para lograr el establecimiento aséptico se utilizan distintos agentes y
tratamientos quimicos que reducen a niveles minimos los patégenos que puedan
estar presentes en la superficie del explante, a su vez se pueden probar diferentes
concentraciones de los agentes desinfectantes, hasta encontrar la mas eficiente
(Smith, 2013., Read y Preece, 2014). Dentro de las técnicas de desinfeccion, se
usan tratamientos quimicos (hipoclorito de sodio o calcio, alcohol etilico al 70%,
entre otros) que eliminan a los microrganismos presentes como bacterias y hongos,
ademas los desinfectantes se emplean a ciertas concentraciones y tiempos de
exposicion, para asegurar su efecto y evitar danar los teijidos, de igual manera es
importante que tanto los medios, asi como el instrumental que se va a emplear para
el cultivo se encuentre esterilizado previamente, por lo general en autoclave vertical
a 121° C durante 18 minutos (Bhjowani y Kumer, 2013., Read y Preece, 2014.,
Campos et al., 2020 ).
En cuanto a la induccion para dar comienzo al proceso de diferenciacion
(morfogénesis), los explantes que fueron sometidos a algun método de
desinfeccién, se deben incorporar a un medio de cultivo que estimule la produccion
de brotes adventicios, formacion de callo o embriones. La respuesta morfologica
dependera de varios factores tales como:

a) Constitucién genética: El genotipo de la planta siempre tendra un papel

importante en la respuesta que se obtenga bajo las condiciones in vitro
(Bhojwani y Kumar, 2013).
b) Medio de cultivo: Los medios de cultivo deberan contener todos los

elementos necesarios para el desarrollo y crecimiento de las células

vegetales (George y Klerk, 2008., Phillips y Garda, 2019). La eleccion

78



correcta de éstos determinara en gran medida el éxito de la reproduccion del
cultivo de interés. Los medios de cultivo tienen componentes esenciales que
se van modificando segun las diferentes etapas, necesidades vy
requerimientos de la especie (Bhojwani & Kumar, 2013). Los principales

elementos que lo conforman son:

3.9.3 Componentes del medio de cultivo
b.1) Sales inorganicas: Macronutrientes y micronutrientes esenciales para el
desarrollo de toda planta, las concentraciones de éstos se adecuan a los
requerimientos del cultivo. Son importantes porque deben de satisfacer las
necesidades nutricionales de la especie.
b.2) Nutrientes organicos: Suplementos de vitaminas y aminoacidos son
usados como fuentes de nitrégeno reducido. Ademas, estos compuestos
juegan un papel muy importante en el metabolismo primario, como en la
sintesis de macromoléculas requeridas para el crecimiento, desarrollo y
diferenciacién de tejidos.
b.3) Fuente de carbono: Debido a que las plantas in vitro presentan
deficiencia en su proceso de fotosintesis se adiciona al medio fuentes de
carbono como la sacarosa para satisfacer la fuente de energia que requieren.
b.4) Agentes de soporte: Para la elaboracion de medios solidos se utilizan
agentes que solidifican los medios, a su vez, éstos deben permitir el
intercambio de los elementos del medio con el tejido de la planta, ademas de
cumplir con la funcién de proporcionar sostén a los pequefios fragmentos de
tejidos u organos utilizados.
b.5) El pH: El ajuste del pH determina la forma ionica de las sales, lo que
permite que el tejido vegetal absorba de manera adecuada los nutrientes,
ademas este componente interviene en la interaccion de las células con los
reguladores de crecimiento vegetal. Es importante ajustar el pH a cada medio
de cultivo, de 5.7 a 5.8 utilizando HCI 1N o NaOH 1N segun sea necesario.
b.6) Reguladores de crecimiento vegetal (RCV): Son sustancias quimicas de
origen natural o sintético que en pequefias concentraciones regulan el
crecimiento y los patrones de desarrollo vegetal, asi como la diferenciacion

de los tejidos, se consideran los elementos mas importantes que modulan la
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respuesta morfogenética in vitro (Ramirez-Villalobos, 2007., Machakova et
al., 2008). La clasificacion de los reguladores de crecimiento vegetal y sus

usos en cultivo de tejidos vegetales se enlistan en la tabla 3.2:

Tabla 3.2. Clasificacion de reguladores de crecimiento y su aplicacion en el
cultivo de tejidos vegetales

. Usos y aplicaciones en
Regulador de crecimiento vegetal _ .
micropropagacion

-Junto con las citocinas regula el ciclo
celular.
-Inducen la citodiferenciacion.
-Induccién de la via organogénica.
-En conjunto con las citocininas
inducen la embriogénesis somatica.
-Induccion y crecimiento de callo.
-Enraizamiento in vitro.
-Junto con las auxinas regula el ciclo
celular.
-Ayuda a la diferenciacion y
Citocininas proliferacion de brotes adventicios.
-En conjunto con las auxinas inducen
0 la embriogénesis somatica.
Citoquininas -Ayudan a la diferenciacion y desarrollo
de los embriones somaticos.
-Estimulan la germinacion de semillas

Auxinas

in vitro.
Giberelinas -Estimulan la germinacién de

embriones somaticos.

-Interviene en la morfogénesis.

-Es esencial en el crecimiento y

Acido abscisico desarrollo normal de los embriones

somaticos.

(Smith, 2006., George et al., 2008., Neumann et al., 2009., Bhojwani & Kumar,
2013)

3.9.4 Etapa Il: Multiplicaciéon de brotes adventicio o embriones somaticos
Si bien la respuesta morfogenética se induce en la Etapa |, en esta etapa (ll) se
hacen evidentes las estructuras regenerativas en los tejidos, la regeneracion de

plantas puede lograrse a través de distintas vias regenerativas; las cuales pueden
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ser: organogeénesis in vitro o la formacidn de embriones somaticos. Esta etapa tiene
como objetivos la multiplicacion de estas formas morfoldgicas. A continuacion, se

explicaran cada una de ellas.

3.10 Vias de Regeneracién

3.10.1 Principio de regeneracion celular por medio de la micropropagacién
Como se menciond anteriormente, el éxito en la propagaciéon de una planta y la
multiplicacion de células dependera de la expresion de la potencialidad celular total,
es decir, que algunas células recuperen su condicion meristematica (Segretin,
2006). A esta habilidad se le conoce con el nombre de “Totipotencialidad” celular,
Haberlandt postulé que “toda célula vegetal individual es capaz de regenerar una
planta entera a partir de un cultivo in vitro sin importar el grado de diferenciacion
alcanzado” (Sharry et al., 2015).

La regeneracion se puede lograr a través de diferentes vias morfogenéticas en la
figura 3.7, se muestran estas vias y en la figura 3.8, se observa su aplicacion en la
la micropropagacion de agave.

EXPLANTE

Morfogénei—

Embriogé

Figura 3.7. Esquema vias de regeneracion
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Figura 3.8. Respuesta de morfogénesis por vias de regeneracion en especies de agave,
inducidas por explantes como una hoja y tejidos provenientes de meristemos (adaptado
de: Bautista-Montes et al., 2022).
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3.10.2 Organogénesis

La organogénesis se define como la via regenerativa en la que tiene lugar la
formacién de novo de 6rganos adventicios a partir del explante, estos pueden ser
brotes de hojas, raices, entre otros. Esta via de regeneracion puede presentar dos
procesos: la desdiferenciacion y rediferenciacion celular (Loberant y Altaman, 2010.,
Geneve, 2011).

En el proceso de desdiferenciacion, las células hijas del explante regresan a un
estado meristematico para que a partir de este estado logren adquirir el potencial
organogeénico y se logren diferenciar distintos tejidos u érganos hasta lograr la
formacién de una planta completa (Geneve, 2011; Bhojwani & Kumar, 2013). Esto
se puede llevar a cabo por dos formas:

1) Directa: La formacion de los brotes adventicios se da directamente del tejido
del explante.

2) Indirecta: Interviene el crecimiento de una masa de células indiferenciadas a
la que se les conoce como “callo”, a partir del cual se rediferenciaran los
brotes adventicios.

Un protocolo completo de regeneracién por organogénesis implica una serie de
etapas: la induccion de la organogénesis (directa o indirecta), el desarrollo de los
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brotes adventicios, el alargamiento y maduracion de los brotes, y por ultimo el
enraizamiento de éstos (Loberant & Altman, 2010) En la figura 3.7, se presentan las

dos vias organogénicas.

3.10.3 Embriogénesis
La embriogénesis somatica es la via regenerativa por la cual las células somaticas
se convierten en estructuras que se asemejan a embriones cigoticos, esto sin que
ocurra la fusion de los gametos, ademas se obtiene un embridn muy semejante a
un embridon sexual ya que esta via sigue una serie de etapas embrionarias (Jiménez,
2005., Loberant y Altman, 2010).
Estas estructuras conocidas como embriones somaticos tienen la misma morfologia
que los cigoticos, ya que no presentan conexion vascular con los tejidos del explante
y, a diferencia de la organogénesis, los embriones son bipolares, es decir, que
presentan una parte aérea y radicular, por lo que, no es necesario que atraviesen la
etapa de enraizamiento, a diferencia de los brotes adventicios (Jiménez, 2005;
Kumar & Shiong, 2012; Bhojwani & Kumar, 2013).
La regeneracién embriogénica, al igual que la organogénica, puede tener lugar por
dos vias o formas:
1) Directa: en donde los embriones se desarrollan a partir del mismo explante.
2) Indirecta: en la cual, primero se lleva a cabo la formacion de “callo” para que
se produzca un cambio en la direccion de las divisiones celulares vy
posteriormente se dé lugar a la formacion y desarrollo de los embriones
somaticos (Von Arnold et al., 2002; Loberant & Altman, 2010).
Cabe destacar que, un protocolo completo de regeneracién por esta via involucra
cuatro etapas: la induccién de la embriogénesis (directa o indirecta), el desarrollo
de los embriones, su maduracion y, por ultimo, la germinacion y con ello, se logra la
obtencion de plantas completas y funcionales (Bhojwani & Kumar, 2013). En la
figura 3.9. se presentan los diferentes estados de la maduracion de embriones
somaticos de Agave angustifolia.

83



Figura 3.9. Embriogénesis somatica indirecta de la especie A. angustifolia Haw. A) se
observa el eje embrionario, B) Se induce la formacién de callo, C), D) y E), se oberva la
induccion y maduracion de embriones somaticos, F) se muestran el desarrollo de los
embriones 3 meses después haber iniciado su cultivo (Arzate-Fernandez et al., 2016).

3.10.4 Etapa lll: Alargamiento, acondicionamiento y enraizamiento in vitro

En esta etapa se busca la individualizacidn de los brotes adventicios o la
germinacion de los embriones somaticos, cuando se logra individualizar a las
plantulas y se alcanza su alargamiento, ahora también se puede inducir la formacién
de raices adventicias. El enraizamiento puede realizarse tanto en condiciones in
vitro como ex vitro, sin embargo, esta etapa tiene como objetivo tener a la orden las
plantas completas, para asi pasar a la siguiente etapa que es su aclimatacién en
condiciones ambientales controladas.

Por otro lado, para lograr la formacion de una plantula individual, es necesario
separar los brotes adventicios y disminuir la concentracion de las citocininas en el
medio o bien, agregar una citocinina mas débil, como la kinetina, para evitar la
proliferacion de los brotes, y asi lograr el alargamiento y su posterior enrizamiento,
esto se puede lograr no sélo con el cambio en el tipo y/o concentracion de las

citocininas, igualmente se le puede agregar al medio una concentracion baja de
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acido giberélico, disminuir la cantidad de las sales y/o adicionar auxinas como el
AlIA o AIB que favorecen la emergencia de las raices adventicias.

En el caso de la germinacion de los embriones, ésta se logra eliminando
gradualmente o en su totalidad la auxina como el 2,4-D o Dicamba que estimula la
embriogénesis somatica. En algunos casos, la adicion de AG3 o ABA permite la

maduracion de los embriones y su germinacion, logrando la planta completa.

3.10.5 Etapa IV: enraizamiento ex vitro y aclimatizacion de las plantas

Esta etapa es, sin duda, la mas dificil o la que puede determinar el éxito de la
micropropagacion, ya que, si las plantulas obtenidas no enraizaron in vitro, se les
pueden aplicar varios tipos de substratos y reguladores de crecimiento
(principalmente auxinas) para promover la rizogénesis. Los substratos incluyen:
perlita (también llamada agrolita) y/o vermiculita, peat moss, tierra negra, arena de
rio, tezontle de diferentes grosores, entre otros. El sustrato o sustratos elegidos
deberan humedecerse con el medio nutritivo o en agua. Los medios empleados
deberan estar preparados con baja concentracion de sales, y pueden utilizarse sales
del medio WPM (McCown y Lloyd, 1981) y GD (Gresshoff y Doy, 1972), medio de
Houland, o hasta el mismo medio MS del 25% al 50% lo que permite un incremento
en el porcentaje de enraizamiento de las plantulas. Sin embargo, las raices
producidas por este método son usualmente gruesas y no poseen “pelos
radiculares”. Comunmente, y con el fin de proceder al enraizamiento de los brotes
adventicios, éstos deberan contar con al menos uno o dos pares de hojas
verdaderas, a su vez, se puede estimular la formacion de raices de forma inmediata,
colocando los vastagos durante periodos cortos en soluciones con concentraciones
elevadas de auxinas. La auxina mas utilizada es el IBA, que puede utilizarse a
concentraciones de 1-10 uyM durante pocas horas. Alternativamente, se pueden
emplear niveles mas bajos de auxinas (0,1 a 1 yM), pero manteniendo la induccion
por un periodo mas prolongado (3 a 7 dias). Posteriormente, los vastagos se
transfieren a los contenedores seleccionados, conteniendo el sustrato mas
adecuado segun la especie para permitir el desarrollo de las raices. Después de 20
dias, es posible la obtencién de una adecuada cantidad de raices funcionales que
permitan continuar hacia la etapa de aclimatizacién. El enraizamiento ex vitro

permite que el enraizamiento y la aclimatizacion se logren simultdneamente y que
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tenga lugar el desarrollo y crecimiento de plantas, ya que se logra la formacién de
raices funcionales debido a que se establece una conexion vascular continua entre
el vastago y la raiz. Sin embargo, es importante sefalar que, se presenta estrés
asociado a la transpiracion de las plantas durante las etapas iniciales del trasplante,
debido a que sus estomas todavia no son funcionales, y se puede reducir
considerablemente la tasa de supervivencia. Por ello, es conveniente contar con
instalaciones de invernadero o camaras de crecimiento con ambientes controlados
adecuados para brindar temperatura y humedad relativa moderadas que permitan
lograr plantas robustas en forma progresiva. Bajo condiciones ex vitro,
generalmente se utilizan diferentes substratos, mezclas de tierra y arena y/o
abonos, los cuales es conveniente que estén debidamente desinfectados. En
algunas especies, se ha visto favorecida la aclimatacion utilizando micorrizas en las

plantulas al ser transferidas a condiciones de invernadero.

3.11 Innovaciones biotecnoldgicas de los agaves mezcaleros

3.11.1 Sistemas de Inmersion Temporales

Con el paso del tiempo, la ciencia ha creado diversas tecnologias siempre en la

busqueda de alternativas que hagan mas eficientes los procesos de produccion. En

este sentido los laboratorios de micropropagacion incrementan la multiplicacion de

plantas a escalas comerciales y disminuyen costos de produccion con el uso de los

sistemas de inmersion temporal (SIT) y luces tipo LED (Pérez de Ledn et al., 2020).
e Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) en agaves

Los SIT son sistemas semiautomatizados, que utilizan medios de cultivos liquidos

que permiten la inmersion de las plantas en tiempos y ciclos alternos, por lo que, se

aprovechan mejor los nutrientes disponibles en el medio de cultivo. Estos sistemas

tienen varias ventajas tales como: simplificar el proceso de micropropagacion,

reducir los costos de produccidn (al eliminar el uso de los gelificantes) y el numero

de horas de trabajo, aumentar el numero de especies vegetales a escala comercial,

y ademas la regeneracion de plantas requiere menos espacio (Pramita et al., 2018.,

Kunakhonnuruk et al., 2019., Pérez de Leodn et al., 2020).

Por otra parte, se han reportado varios tipos de biorreactores del tipo SIT, éstos

modelos se han basan en los disefos originales tales como: RITA® (Recipiente para
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Inmersion Temporal ) de Teisson y Alvard, BIT® (Biorreactor de Inmersién
Temporal) de Escalona et al., (1999) y BIOMINT® de Robert et al., (2006), y dentro
de estos modelos se encuentran: MATIS®, SETIS®, PLANTIMA® vy
ORBITABION®, (Orellano et al., 2016); asi mismo, existen algunos prototipos que
no han sido registrados o se encuentran en el proceso, como los Biorreactores de
Inmersion por gravedad (BIG), PLANTFORM, entre otros. El uso del SIT se ha
extendido cada vez mas en diversos laboratorios de cultivo in vitro para la
propagacion de agaves (Pérez de Leodn et al., 2020). imagenes

La utilizacion de los SIT es ideal para la propagacién a escala comercial de
diferentes especies vegetales, sin embargo, su éxito radica principalmente en el
tiempo y la frecuencia de inmersion a los que son sometidos los explantes (Orellano
et al., 2016., Pérez de Leon et al., 2020). Algunos investigadores senalan que es
necesario realizar mas investigaciones con el fin de mejorar los sistemas de
produccion, al igual que establecer protocolos funcionales para cada una de las
especies de interés, pero sobre todo se recomienda trabajar en la trazabilidad de
los protocolos descritos para alcanzar una propagacion a escala comercial, ademas
de mejorar la calidad de plantulas in vitro de agaves mezcaleros, ya que son plantas
con bajos requerimientos de agua, y se puede correr el riesgo de obtener plantas

hiper hidratadas que afecten la calidad de las mismas (Pérez de Leon et al., 2020).

Figura 3.10. SIT SETIS. Imagen recuperada de:
https://goldbio.com/uploads/documents/e180bada1cb34c1d27fac8da859b8a93.pdf
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3.11.2 Marcadores moleculares

En cuanto a estudios moleculares para este género son muy pocos y los que hay
se han abocado al uso de marcadores moleculares que, determinan la diversidad
genética y la caracterizacion de especies o ecotipos por regiones. En este sentido
existe un vasto campo de aplicacion que, ademas se ha convertido en auxiliar de
investigaciones de diversa indole, entre ellas identificar las caracteristicas genéticas
entre individuos (Torres-Moran et al., 2006). Asimismo, el cultivo de tejidos
vegetales puede utilizarse para determinar la fidelidad genética entre explantes y
brotes regenerados in vitro, como en investigaciones sobre el origen y mecanismos
de la variacion somaclonal, al igual que en la identificacion de fenotipos mutantes y
también como control de la propagacion vegetativa y de la embriogénesis somatica
(Torres-Moran et al., 2006).

En este sentido y como ejemplo, Gil-Vega et al., (2001) reportaron los resultados de
un analisis sobre la diversidad genética del Agave tequilana var. Azul usando
marcadores RAPD. En dicho estudio, se extrajeron 10 plantas procedentes de
cuatro areas rurales diferentes, las cuales a su vez, pertenecen a las dos regiones
de México con mayor produccion, y se obtuvo que, unicamente el 0.8% de los
marcadores resultaron ser polimorficos, del mismo modo se reporta que, 39 de las
40 plantas incluidas en este estudio se mostraron isogénicas, dicho de otro modo,
las plantas estudiadas presentaron niveles muy bajos de polimorfismo, y esto se
debe a la propagacion exclusivamente vegetativa que se lleva a cabo para obtener
nuevos individuos a partir de un mismo material bioldgico inicial, por lo que, es
favorecida la susceptibilidad a plagas y enfermedades, dentro del mismo estudio los
autores analizaron las relaciones genéticas entre la variedad “azul” y las variedades
‘chato” y “siguin” (Gil-Vega et al., 2001., Dominguez-Rosales et al., 2008.,
Barrientos-Rivera et al., 2020).

Por otro lado, Keb-Llanes et al., (2002), plantearon un método rapido de extraccion
de ADN a partir de tejidos de agave, el cual logré la extraccion simultanea de ADN
de entre 80 a 100 muestras diarias, con una disminucion de costos y desperdicio de
reactivos, gracias al ADN obtenido de este protocolo, éste pudo emplearse en el
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analisis tipo ALFP. Los investigadores trabajaron con las especies de Agave deserti,
A. angustifolia, A. americana, A. sisalana y tres variedades de henequén (A.

fourcroydes) (Dominguez-Rosales et al., 2008).

3.11.3 Biotecnologia de Alimentos

Finalmente, otra area en la que se estan implantando estudios con las plantas del
género agave, es la biotecnologia de Alimentos.

Por ejemplo, se han llevado a cabo estudios sobre los fructanos, los cuales se
clasifican como carbohidratos no reductores y solubles en agua, ademas, estan
compuestos por unidades de fructosa con una molécula de glucosa terminal, a su
vez, esta estructura puede ser de forma lineal, ramificada o ciclica, de igual manera,
son los principales compuestos fotosintéticos producidos por los agaves. Asimismo,
se ha indicado que los fructanos favorecen el crecimiento y actividad de
microorganismos benéficos como Bifidobacteria y Lactobacilli en el intestino ya que,
inhiben el crecimiento de bacterias patogenas, por lo que los fructanos son
considerados prebidticos. Por otro lado, juegan un papel muy importante al ser la
principal fuente de carbohidratos para la produccion de los diferentes destilados de

agave (Dominguez et al., 2008).
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Capitulo 4. Costos de produccion de la
micropropagacion del Agave potatorum

Para validar si las técnicas de CTV son mejores que los sistemas tradiciones, es importante hacer
una comparacion y determinar las ventajas y desventajas de ambos sistemas. En este capitulo se
presenta un ejercicio de calculo sobre los costos de produccion que conlleva la propagacion in vitro,
tomando como base un protocolo de micriproparagacion adecuado para esta especie, y de esta
forma, ejemplificar la propagacion masiva de plantas en un laboratorio de cultivo de tejidos, con el
objetivo de resaltar las ventajas que ofrecen estas técnicas biotécnologicas, en comparacion con la
produccion tradicional en un vivero.

Abreviaturas: Kg (Kilogramos), Mg (medio germinacion), Mb (medio propagacién), Mc (medio callo), Mr (medio
enraizamiento).

4.1 El analisis de costos como una herramienta para el CTV

Es importante sefalar que, la produccion intensiva de los agaves se ha hecho a
través de la germinacién de semillas, al ser micropropagados sus explantes en un
laboratorio de CTV, como es el caso del A. fequilana, sin embargo, el calculo de los
costos de produccion que esta actividad conlleva no es facil de determinar y cabe
mencionar que, no esta completamente documentado. Para determinar las ventajas
de esta técnica es importante realizar el calculo de los costos al realizar la
propagacion in vitro de plantas de agave, por lo que, en este capitulo se propone
hacer un ejercicio de calculo para obtener los costos de produccién, y con base a
los resultados elaborar una tabla comparativa respecto a los precios de los agaves
obtenidos en un vivero o por método tradicional.

Para comenzar, el analisis de costos es un aliado para la direccion y gestion
administrativa de cualquier empresa, ya que se puede constatar el uso de los
recursos, tales como, la mano de obra directa, materiales directos y gastos
indirectos de fabricacion, de igual manera permite determinar el costo estandar de
elaboracién del producto, y con ello se puede fijar un precio adecuado dentro del
mercado, en este caso de una nueva planta de agave micropropagada (Pineda-
Santos, 2017).

4.1.1 Costos directos e indirectos

Cabe destacar que, el costo de un producto se obtiene a partir de los materiales o
costos directos, costos indirectos y la mano de obra que participa directamente en
su elaboracion o fabricacidon. Asimismo, los costos directos son aquellos que estan
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relacionados con el objeto desde el punto de vista econdmico, a diferencia de los
costos indirectos, los cuales no se pueden atribuir o relacionar de manera
econdomica con el objeto. Por otro lado, los costos generados por la mano de obra
directa se basan en la cantidad de tiempo que un trabajador dedica a la fabricacion
o elaboracién del objeto, dicho de otro modo, es el pago o salario por realizar dicha
actividad (Horngren et al., 2012., Pineda-Santos, 2017). Por ultimo, el costo
estandar se obtiene con la finalidad de fijar los precios de venta del objeto, ademas,
éste facilita las medidas de control de las operaciones al igual que, ayuda a
estandarizar los procesos dentro de la cadena productiva (Uribe-Marin, 2011,
UNIVIA, 2017, Pineda-Santos, 2017).

4.1.2 Descripcién del proceso para la micropropagacion de A. potatorum

Primeramente, el conocimiento del proceso productivo y su incidencia en el
procesamiento de la informacién contable permiten definir los principales aspectos
a considerar para el registro del calculo y analisis de los costos de produccién en la
micropropagacion de A. potatorum, por lo consiguiente, es muy importante
establecer las diferentes etapas de la micropropagacion de esta especie, y para ello
se recurrio al disefio de un protocolo de propagacion in vitro establecido en el
laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Quimica, a

continuacion se presenta dicho protocolo.

4.2 Etapas de la micropropagacion de A. potatorum

El protocolo de la propagacion in vitro, para esta especie establece qué, durante la
micropropagacion in vitro de A. potatorum por la via de embriogénesis somatica u
organogenesis, se distinguen cuatro etapas o fases indispensables:

e Fase 0: Fase preparatoria de las plantas donadoras de explantes o la
obtencién de semillas.

e [ase I: Establecimiento de los cultivos asépticos, germinacion de semillas,
induccion de brotes adventicios e induccion de callo (dependiendo del
proceso morfogenético que se elija).

e Fase II: Multiplicacion de brotes adventicios 0 embriones somaticos.

e Fase lll: Enraizamiento de brotes adventicios o germinacion de embriones

somaticos.
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e Fase IV: Aclimatacion de las plantulas.

En la siguiente figura 4.0, se ilustran las fases o etapas que se llevaron a cabo
dentro del proceso de micropropagacion para la obtencion de nuevas plantas de A.

potatorum, fotografias obtenidas del reporte de servicio social y estancia.

Etapa O

Etapa |

Condiciones Asépticas

Etapa Il Respuesta Desarrollo
Organogénesis Embriogénesis Tejido calloso
somatica
Brotes adventicios Organogénesis Embriogénesis

ﬁY = i indireca somatica
-

Figura 4.0. Esquema de micropropagacion del Agave tobala (Jara, 2020)

A continuacién, en la tabla 4.1, se describen las actividades de cada una de las
etapas, asi como los medios utilizados para la micropropagacion y los tiempos

estimados para cada etapa, con base en los datos del informe de servicio social de
Jara, 2020.
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Tabla 4.0. Etapas y objetivos para la micropropagacion de A. potatorum.

ACCIONES ETAPA O ETAPA | ETAPA I ETAPA I ETAPA IV
e Estgblemml,enFo de Multiplicacion Enraizamiento de
Preparacién de cultivos asépticos, .
. de brotes brotes adventicios o . e
_— plantas germinacion de . U Aclimatacion de
Objetivo . ) - adventicios o germinacion de .
donadoras de semillas e induccion . . las plantulas.
explantes de brotes adventicios/ embriones embriones
' . somaticos. somaticos.
callos embriogénicos.
1. Preparacion
de medio 1. Preparacion
1. Preparacién de de cultivo de medios
medio (Mg-1 Mb-1 (Mb-1, Mb- | 1. Preparacion del cultivo para
y Mc-1). 2y Mc-1) medio de cultivo embriones y
Eiecucion del 2. Desinfeccion de 2. Subcultivos (Mr-1y Mc-2). plantas
Jro rama de semillas o hijuelos. de los 2. Subcultivos de obtenidas
programa 3. Siembra de explantes y brotes adventicios (MS s/r).
fertilizacion y ;
Acciones sanitario de explantes. plantas y callos 2. Subcultivo (un
lantas en 4. Incubacién de germinadas embriogénicos (2 subcultivo por
inpverna dero cultivos. (3 subcultivos cada un mes).
' 5. Subcultivos (dos) subcultivos, 2 meses). 3. Inoculacion
cada 2 meses. cada 2 3. Incubacion de de plantas
6. Incubacion de meses). cultivos. obtenidas in
cultivos. 3. Incubacion vitro con
de los micorrizas.
cultivos.
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Tiempo 1 mes 4 meses 8 meses 4 meses 2 meses
de cada etapa ]
Indice de
contaminacién
0 Ve
© /9). Incremento del indice de
indice de Contabilizacion lnedrlr(r::ianiiién (95 :f;lsezn(gfgy) germinacion de los indice de
SN de los indices 9 oo °)* | embriones (6 supervivencia en
contaminacion, . %0). Indice de . .
erminacion y obtencion de indice de multiplicacion embriones/gramo). condiciones de
gr]nultiplicaciég un porcentaje callogénesis (83 de br?)tes (10 Indice de invernadero
o : .
(%). %). brotes por ga/n)ralzamlento (60 (100).
indice de brotes (8 | brote). o/
brotes / explante)
95 semillas
germinadas de
cada una se
obtienen 5 Total de plantas
. 23, 760 plantas
Total de callo, e explantes, en total Total de enraizadas 2.3’ 760 de brotes
Contabilizacion 49. plantas enraizadas. -
brotes de : . plantas 39,600. . adventicios y
de semillas e 50 semillas Total de embriones
plantas y .. Total de callo . 38, 400 plantas
lantulas hijuelos. sembradas se 6.4 Ka de callo germinados 38,400 y de embriones
P obtienen 42 419 " | por lo tanto, total de

semillas con callo.

495 explantes de

las que se obtienen

3960 brotes.

plantulas.

somaticos.
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4.3 Determinacion de los costos directos e indirectos

La determinacion de los costos directos e indirectos se logré efectuar gracias a la
informacion obtenida del curso “Finanzas para no financieros” de la Direccion de
Educacién Continua que forma parte de la Facultad de Contaduria y Admiracion de
la UNAM, impartido del 13 al 28 de mayo 2022 por el Mtro. Tomas H. Rubio Pérez.
Es importante resaltar que, algunos costos no se especifican porque seria muy
amplia la informacién, es por ello que en la tabla 4.2 solo se muestran los gastos
involucrados en la tabla 4.1 de este mismo protocolo. Por otro lado, se llevé a cabo
la clasificacion de los gastos de operacion para la obtencién de plantulas de A.
potatorumy, en la tabla 4.2. se puede observar los tipos de gastos involucrados en

las diferentes etapas o fases para la obtencidon de nuevas plantas.

Tabla 4.1. Clasificacion de gastos variables y gastos fijos en el proceso de
propagacion in vitro de A. potatorum.

Gastos Variables Gastos Fijos
Componentes de medios de cultivo | Depreciacion de los equipos de
para cada etapa: laboratorio:

Sales, reguladores de crecimiento, | Campana de flujo laminar, autoclave,
fuente de carbono, aminoacidos, | esterilizador, mechero, balanza
agentes gelificantes y antioxidantes. analitica, horno de microondas,

refrigerador, parrilla de agitacion,
medidor de pH.

Contenedores: Bolsas, frascos, | Sueldo trabajador

arroceras

Uso de laboratorio e invernadero
Equipo de seguridad para el trabajo
(Cofia, cubrebocas, bata y guantes).

Para observar el desarrollo y la gestién del proceso de micropropagacion, se
dispuso a hacer uso de un cronograma de actividades, el cual involucra todas las
tareas y etapas (fases) que se llevan a cabo durante el periodo la regeneracion
morfolégica dentro de un laboratorio de CTV para la obtencion de nuevas plantas
de A. potatorum, el cual también se elabord con los datos obtenidos del servicio
social de Jara, 2020 y los resultados de Garcia, 2019, dentro del mismo se puede
observar el tiempo de duracion (meses), la cantidad de medios de cultivo requeridos
(L) y el total de brotes o plantas obtenidos al final de cada etapa o fase. Del mismo
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modo, las actividades descritas y presentes hacen del cronograma un indicador para
el calculo de los costos de produccion y que finalmente determina el costo por
unidad (planta regenerada).
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Tabla 4.2. Calendarizacion de acuerdo con el protocolo de micropropagacion del Agave potatorum

SEMANAS

475067 8|9/10|11 12|13 141516 17|18 19|20 21|22 23 24|25 26|27 28|29 30|31 32 33|34 35|36 37|38 39 40 41 42|43 44|45 46|47 4849 50 51|52 53|54 55|56 57|58 59

Medio de cultivo para propagacidn brotes

ETAPAS/MEDIOS
DECULTIVO
Etapa0:
Obtenciony De 200 semills se seleccionaran 100 porsu
seleccion de
semillas
Sembrar 5 semillas, en total 20 frascos. Porcentaje Siembra - 1*sub | 2'sub
Hapal: de germinacion es del95 % (95 semills
. germinadas|. E12° subcultivo, de cada lantasse 600 {600 ot
Germinacidn e , ; 200 (2] [958
) obtienen 4 explantes, en total e siembran en el ml ml
Induccidn medio 380 explantes (4 explantes porfrasco) con
Meétodo de desinfeccion/ Medio de cultivo para germinacion untot de 95 fsto. Feos | Med] Fcos | Med| Feos | Med
Eapal: I Subealivo 2 Subealtivo 3 Subealtivo 4°Subeultivo | Eneste periodose da inicioala diferenciacidn de brotes porlo cual enel ° sbcultvo se siembran 3 explantes por
Ml Iicacilén frasco, dando untotal de 127 frascos. En el 2 subcultivo se obtienen aproximadamente un total de 1143 grupos de
I p. ) dY brotes, los cuales se siembran tres porfrasco, dando un total e 381 frascos. En ! 3° ubcultivolos grupos de brotes se
dargamienioce siguen dividiendo teniédose un total de 2280 brotes en 760 frascos. Alfinalizar a etapa se tendran brotes
osbrtes indvidualizados y grupos de 2 03 brotes, lo que representar un total de 9120 brotes y se cambiarn los frascos a
adventicios

envases de mayor tamafio (255) conteniedo aproximadamente 36 brotes cada envase.




SEMANAS

ETAPAS/ME-
DIOS DE
CULTIVO

44 |1 45| 46 47| 48 49| 50 | 51 52| 53 54

55| 56 57| 58 59| 60

61 | 62

Etapalll:
Enraizamientoy

En esta etapa se siembran los 9120 brotes permintiendo su desarrollo en el
primer subcultivo, para el segundo y tercer subcultivo se dividen los brotes por

1°sub 2°sub 3°sub

pretratamiento | tamafio lograndose un total 11500 enraizadas en 900 frascos. En el cuarto | 255 25I_.5 900}90L1900]90L
parala subcultivo se tendra el mismo nimero de plantas y solamente se dejaran
aclimatacién durante un mes para su préxima aclimatacion.
Fcos |Med | Fcos |Med | Fcos | Med
o .. . Aclima-
EtapalV: Adaptacion Crecimiento Alargamiento Durante esta etapa las plantas se tacidn
Aclimataciony pasan a maceta y durante un mes se
crecimiento de | Aclimatacion y crecimiento de plantas bajo condiciones de| fertilizan, se permite suadaptacion a 11500 2?;'4;‘
plantas bajo invernadero condiciones de invernadero, ademas Ke)
condicionesin de ayudara su fortalecimiento a
vitro o través de la fertilizacion.
Sustrato / Fertilizacion Env. | Sus.
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4.4 Resultados de los costos por unidad y comparacién con los precios del
mercado

En la siguiente tabla se puede observar el costo calculado por unidad, de una nueva
planta de A. potatorum, con base al diagrama de la micropropagacion (fig. 4.1), para
ello, se consideraron los costos variables, fijos y los rendimientos reportados en el
trabajo de servicio social por propagacion in vitro, cabe sefalar que, para establecer
este precio se tomd en cuenta una utilidad del 50%.

Finalmente, se han logrado destacar las ventajas y desventajas, que tiene la
micropropagacion del agave tobala dentro un laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales, en cuanto a su precio a la venta, se considero que los nuevos ejemplares
se obtuvieron bajo condiciones in vitro, por lo que se realizdé una comparacion con
los otros agaves que estan a la venta, y los cuales se obtienen por un sistema
tradicional, los precios de las empresas que comercian con esta especie, y el precio

de los agaves micropropagados se presentan en la siguiente tabla 4.3

99



Tabla 4.3. Costo por unidad de planta de A. Potatorum, ventajas y desventajas, en comparacion con otros costos del
mercado para esta misma especie.

Sistema Precio

de E (en pesos Descripcion de Ventajas /

. mpresa . .
Produccién mexicanos) la planta Desventajas
por unidad

Cultivo UNAM, -Plantas Ventajas:

de Facultad de $37.99 obtenidas in vitro | -Planta libre de patogenos.
Tejidos Quimica, y adaptadas a

LAB. CTV. suelo. -Produccién de la planta homogénea a gran escala y

-Tamano de la
planta:

10 cm de alto x
22 cm de ancho.
Libre de
patdgenos y sin
danos.

continua. Se pueden entregar mensualmente.

-Conservacion de la variabilidad genética por prevenir de
semillas.

-Propagacion mas rapida y eficiente.

-No transmite enfermedades y se entregan adaptadas
embolsadas.

-Precios competitivos segun la cantidad y numero
requeridos.

-Es sustentable la obtencién de plantas, ya que no se
depreda la especie porque no se extraen de los habitats
naturales.

Desventajas:
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-La variacién de los precios, pueden cambiar debido a que
varios reactivos estan sujetos al cambio del délar, ya que los
componentes de los medios de cultivo son importados. Asi
mismo, puede variar el costo de los plasticos utilizados como
contenedores debido a que, dependen del precio del petrdleo.

-Un sistema que, al principio puede ser costoso por el
establecimiento del laboratorio que resulta tener un costo
elevado.

-Durante el proceso de subcultivo se pueden presentar
problemas de contaminacion y de hiperhidratacién que
resulten en una baja en la produccion, sin embrago, se puede
mejorar en las siguientes etapas.

Etsey

$147.87 mas
envio

10 semillas

Ventaja: Envio por paqueteria a nivel nacional

Desventaja: Se desconoce el origen de la semilla, sus
caracteristicas (homogéneas), puede ser depredada de su
habitat natural, al igual que, se desconocen sus condiciones
de salubridad.

Vivero

Ocompra

$950.00

15 cm de altura

s/maceta

Ventaja: Envio por paqueteria
Desventaja: Se desconoce el origen de la planta y su precio
no es competitivo dentro del mercado.

Vivero
Agave
rayado de
Santa Cruz

Verdi
Arizona y
Sonora

$200.00

12.7 cm de altura

c/maceta

Ventaja: Cuenta con un permiso especial por parte de la
Secretaria del Medio ambiente y recursos naturales para la
reproduccion de cactaceas y suculentas

Desventaja: Se desconoce el origen de la planta, si es que
provienen de semilla.

Vivero
Oaxaca San
Juan

Productores
forestales y
agronomicos

$8.00 -
$12.00

4-12 cm s/maceta

Ventaja: Precio competitivo
Desventaja: Origen desconocido, la plantas pueden ser
trasladadas a campo y morir por enfermedad.
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Chilateca,

Ocaotlan
Vivero de Ventaja: Precio econémico
. 10-10 cm Desventajas: Origen desconocido, por otro lado, son plantas
Vivero maguey $7.00 / ; ~ H iento d ; : q
Oaxaca s/maceta pequenas no hay aseguramiento de su supervivencia cuando
se pasen a campo.
Maguey
mezcalero Mercado Ventaja: Precio competitivo y envio por paqueteria nacional.
*Se Libre $35.00 10 cm s/maceta | Desventaja: Origen desconocido, no hay garantia de
desconoce la supervivencia.
procedencia
Mercado .. ~ la ol , , ional
Maguey Libre 20 cm Ventaja: Tamaqo de la planta y envio por paque’terla nacional.
: X $100.00 Desventaja: Origen desconocido, no hay garantia de
vivero vendedor s/maceta - -
instinto supervivencia y pueden ser depredadas del campo.
Vivero de 30 cm Ventaja: Tamarno de la planta y envio por paqueteria.
Oaxaca de | Ocompra.com $300.00 s/maceta Desventaja: Origen desconocido, no hay garantia de
Juarez supervivencia y pueden ser depredadas del campo.
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*Nota: Se desconoce la procedencia de la nueva planta, si se obtuvo por vivero o
micropropagacion.

Como se puede observar en los resultados de la tabla 4.3, el precio de las plantas
obtenidas mediante la propagacion in vitro es competitivo, accesible y negociable.
Cuenta con mas ventajas que desventajas, para poder establecerse en el mercado,
siendo lo mas importante el hecho de que ayudaria a reducir la depredacion de la
especie y la conservacidon de la misma, al ser individuos provenientes de semilla.
Por ultimo, el establecimiento del protocolo de micropropagacion y la obtencion de
plantas regeneradas, son el primer eslabon en la cadena para emplearlas como
materia prima en la produccion de mezcal o también para llevar a cabo la

conservacion de la especie.

IV. CONCLUSIONES

> Los agaves son plantas representativas de nuestro pais, cuentan con una
fisiologia y un sistema metabdlico que les permite sobrevivir a climas
adversos, son endémicas de varios estados de la republica, y ademas son
ampliamiente empleadas en la industria de alimentos y bebidas, incluso
presentan usos medicinales y de ornamenta.

» El mezcal es una bebida espirituosa y originaria de nuestro pais, el cual
también se ha vuelto un destilado de alto valor, apreciado y consumido en
varias partes del mundo, sin embargo su crecimiento en exportacion e
importacion como se reporta en el ultimo informe estadistico (2032)
elaborado por el COMERCAM vy las proyecciones realizadas por SAGARPA,
SIAVI (2017) estiman un incremento en la produccion de mezcal para el afio
2030, esta situacion pone en riesgo a varias especies de agave, y en
particular a los ejemplares silvestres que se reproducen unicamente por la
via sexual (por semilla) como es el caso del Agave potatorum Zucc.

» El cultivo de tejidos vegetales se presenta como alternativa viable para la
regeneracion y recuperacion de los agaves, como lo es para el originario de
los Valles de Tehuacan-Cuicatlan, A. potatorum, por medio de su
micropropagacion se puede obtener una gran cantidad de plantas, en
espacios reducidos y disponibilidad en cualquier momento del afio, estos

nuevos individuos pueden conservar la variabilidad genética al ser
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organismos originados a partir de semillas. Por otro lado, actualmente,
existen innovaciones tecnoldgicas que mejoran dia con dia, como los SIT,
que permiten contar con cultivos mas homogeneos, y en menor tiempo.

En el ejercicio de costos se ejemplifico el sistema de produccion in vitro en
un laboratorio de CTV, y por medio de la organogénesis o embriogénesis
somatica, se llevo a cabo la produccion y obtencion de plantas, con base en
el protocolo y cronograma de propagacion in vitro, para A. potatorum. Lo cual
indica que, partiendo de 100 semillas se pueden llegar a obtener 11,500
plantas en un periodo de 61 semanas, cabe destacar que los tejidos
regenerados estan libres de patdogenos, cuentan con variabilidad genética y
presentan viabilidad. El empleo de esta herrmienta biotecnologica y con la
optimizacion de sus procesos se anticipa una mejora continua de los
protocolos de micropropagacion para esta espece ya sea, modificando los
componentes de los medios de cultivo, implementado los sistemas de SIT, y
adecuando las condiciones del laboratorio, entre otras.

La importancia de conocer los costos de produccién para la obtencion de
nuevos individuos del agave tobala, aporta planeacion y gestion, lo que
beneficia a la produccidn, para asi realizar ajustes o estrategia. Asi como el
establecer un precio adecuado y competitivo en el mercado, gracias a ello,
se pueden fijar los precios de los agaves propagados, al igual que constatar
las ventajas que presenta la micropropagacion vs otros métodos.

Es necesario que las grandes empresas mezcaleras implementen una
estructura en la cadena productiva para que la produccion sea lo mas
sustentable posible, el objetivo de un desarrollo sustentable es proteger al
ecosistema, ya que si la sobreexplotacion de estas especies continua y no
se regula esta practica se va a tener un agotamiento en el sistema mezcalero
y esto tendra repercusiones ambientales y econdmicas. De igual manera, se
requiere mantener un equilibrio para evitar la extraccion masiva de la especie
por la sobredemanda del mercado, y del mismo modo que la economia de
las comunidades que se dedican a esta actividad no se vea afectada, ya que
es la principal fuente de ingresos de los pequefios productores de mezcal, en
estados que presentan altos indices de pobreza.
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