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El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Desarrollo en Plantas y en el
Invernadero de la Facultad de Ciencias dentro de las actividades del taller Biologia de la
reproduccion, propagacion y fisiologia de angiospermas que viven en ambientes

contrastantes, bajo la direccionde la M. en C. Laura Patricia Olguin Santos.
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Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

RESUMEN

Las especies del género Agave son altamente apreciadas por sus diversos usos, constituyen
una fuente econdmica significativa y son sumamente importantes desde un punto de vista
biolégico. Debido a que son plantas sobreexplotadas y existe un alto disturbio de su habitat,
las poblaciones naturales continlan disminuyendo, por lo que es necesario aplicar alternativas
para su reproduccidon y, asi garantizar su conservaciéon y aprovechamiento sostenible. El
cultivo de tejidos vegetales representa una alternativa para su propagacion, ya que es una
herramienta biotecnol6gica que puede ser Util en la conservacion de especies de importancia
bioldgica, social y econdémica.

Se evalud la efectividad del medio liquido comparado con el medio sélido para la induccién de
un mayor nimero de brotes, explorando el potencial regenerativo de dos tipos de explantes

extraidos de plantulas germinadas in vitro de Agave salmiana y Agave obscura.

Semillas desinfectadas de ambas especies se sembraron en medio Murashige y Skoog (MS)
al 50% de macronutrientes, micronutrientes y sacarosa (MS50%) mas carbon activado (CA)
1.5 g L. Para A. salmiana, el maximo porcentaje de germinacién de semillas fue de 96.6% a

los 21 dias y en A. obscura no sobrepaso el 46.1% a los 18 dias.

Plantulas de cinco meses se seccionaron para obtener explantes de tallo y la porcion basal de
las hojas, éstos fueron cultivados en MS liquido y solido adicionado con Benciladenina (BA)

(0-5 mg L) combinada con Acido naftalenacético (ANA) (0-0.5 mg L™).

En A. salmiana la mejor respuesta se obtuvo al cultivar tallos en MS liquido con BA 2 mg L™ (5
brotes/explante). En A. obscura la mejor respuesta fue en MS soélido con BA/ANA 3/0.5 mg L™*
(12.8 brotes/explante de tallo). En ambas especies, los explantes de hoja mostraron su

potencial regenerativo para la formacion de brotes, sin embargo, el nimero fue muy bajo. En

1
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A. obscura, la sobrevivencia de alrededor del 30% de ambos tipos de explantes sembrados en
medio liquido fue limitada por la oxidacion que se presentd en los tejidos, en otro ensayo la
oxidacion disminuyd remojando los explantes previamente en una mezcla de acido citrico y

acido ascorbico durante 30 minutos antes de su cultivo en medio sélido.

Los brotes obtenidos en medio liquido se enraizaron en MS50% liquido con agrolita y los de

medio sélido en MS50% con CA 1.5 g L™.

Las plantas se aclimatizaron ex vitro utilizando un sustrato de tierra negra y agrolita (1:1). El
porcentaje de sobrevivencia ex vitro alcanzd el 83.92% y 80.62% para A. salmiana y A.

obscura, respectivamente.
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ABREVIATURAS

Acido a-naftalenacético

Acido 2,4-diclorofenoxiacético
Acido abscisico

Acido indolacético
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Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

INTRODUCCION
México es el centro de origen y diversidad del género Agave, donde se distribuyen 261
especies, de las cuales 177 son endémicas, lo que significa que casi el 70% de las especies
se encuentran solamente en México (Garcia-Mendoza, 2011). Los agaves, también conocidos
como magueyes, han sido cultivados desde tiempos prehispanicos por la gran variedad de
usos y actualmente son la base de industrias para la produccion de fibras y bebidas
alcohdlicas (Carrillo, 2007; Eguiarte y Gonzalez, 2007), asimismo los agaves presentan
componentes de interés médico (Allsopp et al., 2013; Jasso-Padilla et al., 2017) y ornamental,
sin olvidar el papel preponderante que juegan en muchos ecosistemas de nuestro pais

(Garcia-Mendoza, 1998).

Agave salmiana y Agave obscura, son especies de importancia industrial (pulque) y de
potencial ornamental, respectivamente, de acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-2010 no se
encuentran en alguna categoria de riesgo (SEMARNAT, 2010). No obstante, existen ejemplos
de especies dentro del género Agave que han sido sobreexplotadas por su valor econémico,
como A. tequilana (obtencion de bebidas alcohdlicas) y A. fourcroydes (obtencién de fibras), al
punto de disminuir la variacién genética en los cultivos de dichas especies (Colunga et al.,
1999; Gil et al., 2001), aunado a la escasa resiembra y al lento crecimiento caracteristico de
estas plantas. Por lo anterior, resulta necesaria la blusqueda de alternativas y la aplicacion de
nuevas estrategias para la propagacion de las especies del género Agave, tales como el

cultivo de tejidos vegetales.

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es el conjunto de técnicas que permiten la siembra
aséptica de células, tejidos u drganos aislados de la planta madre, bajo condiciones

nutricionales y ambientales controladas (George, 2008; Lopez y Olguin, 2013). EI CTV se
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basa en la totipotencialidad que presentan las células para regenerar organismos completos
(Zimmerman, 1993; Razdan, 2003). Considerando lo anterior, la biotecnologia adquiere un
papel significativo, ya que mediante ella se puede contribuir a la resolucion de varios
problemas que afectan la produccién de aquellas especies que tienen un uso industrial
(Dominguez, 2009). En el presente trabajo se evalud el efecto del medio MS liquido y sélido
para la propagacion in vitro de Agave salmiana y Agave obscura como una alternativa para la

generacion de nuevas plantas a partir de tejidos de tallo y hoja.
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ANTECEDENTES

Situacion taxonomica y generalidades de la familia Agavaceae
Desde el 2003 el Grupo para la Filogenia de las Angiospermas Il (acrénimo APG, del inglés
Angiosperm Phylogeny Group), incluyé a Agavaceae (sensu lato) en la familia Asparagaceae

del orden Asparagales.

Posteriormente, el APG Il (2009) publicé que el nimero de familias reconocidas dentro del
orden Asparagales pasaba de 26 a 14 familias, esta cifra, de acuerdo a Chase et al. (2009),
era mas manejable y facilitaba la comunicacion entre los diferentes especialistas o usuarios;
ademas con propositos de ensefianza, era conveniente incluir a siete subfamilias dentro de
Asparagaceae, entre ellas Agavoideae. Estos autores también reconocieron que la
delimitacion de la familia era dificil, ya que en ésta, la morfologia y la citologia es heterogénea,

y existen pocos reportes moleculares de su filogenia.

Garcia-Mendoza y Chavez-Renddén (2013) mencionan que estos estudios no son
representativos, ya que estan basados en el analisis de entre cinco y 10% de las especies que
conforman a la familia Agavaceae (sensu stricto). Ademas, las filogenias de caracteres
moleculares (Bogler y Simpson, 1995 y 1996; Bogler et al., 2006) que se basan en las
secuencias génicas de cloroplasto y nucleo ndhF, rbcL e ITS, apoyan la clasificacién de la
familia Agavaceae sensu Dahlgren et al. (1985). Tomando en cuenta el debate que aun existe
entre los autores sobre la clasificacion de este taxa, el presente trabajo seguira el criterio de
Garcia-Mendoza y Chavez-Rendon (2013), ya que ellos consideran conveniente tratar al

género Agave como parte de la familia Agavaceae sensu Dahigren et al., 1985.
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La familia Agavaceae (sensu Dahlgren et al., 1985), esta integrada por nueve géneros y es
endémica de América, México es el centro de mayor riqueza y diversidad. Consta de 340
especies conocidas, y 261 (76%) de ellas se encuentran en la Republica Mexicana, de éstas,
aproximadamente el 70% son endémicas (Eguiarte y Gonzélez, 2007; Garcia-Mendoza, 2011,
Garcia-Mendoza y Chavez-Rendon, 2013). Esta familia se distribuye desde el sur de Canada
(limites de la provincia de Alberta con Dakota del Norte, Estados Unidos) hasta Bolivia,
incluyendo las islas del Caribe, desde las Bahamas hasta Aruba y, Trinidad y Tobago; su
presencia en las islas Galdpagos y Bermudas parece deberse a introducciones
antropogénicas. En México, esta familia se observa en casi todos los ecosistemas, siendo
particularmente abundante en las zonas semidaridas y templadas, y escasas en las regiones

tropicales (Garcia-Mendoza, 2004).

Género Agave

El género mas diverso en la familia Agavaceae es Agave, que agrupa a 206 especies, de las
gue 159 se distribuyen en México con 119 endémicas (74%), siendo uno de los géneros mas
diversos de la flora nacional mexicana y el de mayor distribucion geogréfica en la familia, pues
crece desde el sur de Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluyendo las islas del
Caribe (Rocha et al., 2006; Garcia-Mendoza, 2011). Este endemismo de Agave se debe
principalmente a los h4bitats tan heterogéneos que presenta el pais, los cuales difieren en
clima, geologia, topografia, altitud, entre otros factores ambientales. Ademas, este linaje
surgié hace unos 8 millones de afios en los territorios que vendrian a ser el Altiplano
Mexicano, de este centro de origen sus especies se diversificaron y ampliaron su distribucion
debido a las propiedades intrinsecas del género como la plasticidad genética, la tolerancia
ecologica, la capacidad de dispersidn y las interacciones bidticas con otros organismos como
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los polinizadores (Rzedowski, 1968; Garcia-Mendoza, 2002; Eguiarte y Gonzalez, 2007;
Rocha et al., 2006; Garcia-Mendoza, 2011).

Los agaves son plantas cuyas caracteristicas fisioldgicas y morfolégicas les confieren una
notable capacidad de adaptacion a los ambientes aridos. Son plantas que pueden encontrarse
en una gran diversidad de habitats, incluyendo lugares montafiosos de gran altitud. Se
desarrollan tanto a nivel individual como poblacional sobre valles y planicies extensas con
suelos aluviales, de profundidad y textura medias, y pH de neutro a ligeramente alcalino.
Habitan en variados tipos de vegetacion, destacando principalmente la vegetacion xerofita, los

pastizales, los matorrales y los bosques (Garcia-Herrera et al., 2010).

Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck

Son plantas en rosetas laxas y tamafios que van desde 1.50 m a 3.40 m de altura y 5 m de
diametro; hojas linear-lanceoladas, de color verde claro, a veces ligeramente blanquecinas,
con una curvatura sigmoidea mas o menos marcada; inflorescencia de 3.5 a 8 m de altura con
8 a 20 ramas, pedunculo provisto de bracteas carnosas (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza,
2011). Es la especie de maguey mas ampliamente explotada en la region pulquera que
abarca desde Coahuila a Oaxaca (Galvan, 1990). Es endémica de México, crece como planta
silvestre, ademas de cultivada y domesticada en un gran nimero de sitios en el pais (Garcia-

Mendoza, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Plantas adultas de Agave salmiana en floracion.
Rancho La Soledad, Nanacamilpa. Tlaxcala (Imagen: Ana
Laura Lépez-Escamilla).

Agave obscura Schiede

Son agaves de tamafo pequefio y mediano (50-100 cm), se pueden encontrar plantas
individuales o de forma cespitosa (Figura 2), de color ligeramente verde a un verde obscuro,
rosetas laxas, con numerosas hojas; ampliamente lineales a ovadas, a ligeramente
acuminadas, rigidas, margen conspicuo. La inflorescencia es una espiga larga que mide de 3
a 5 m de altura, las flores tienen pedicelos cortos, de color purpura oscuro, rojo o amarillo, la
floracion ocurre en junio, julio y agosto. Se distribuye en Veracruz, Puebla, Oaxaca, San Luis
Potosi y Chiapas. Principalmente, es cultivada como una especie ornamental, y sus flores son

comestibles (Gentry, 1982; Chazaro, 1989).
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Figura 2 Dos ejemplares de Agave obscura (—) en el Jardin
Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM (Imagen: Rosa
Mauricio Salgado).

Caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas del género Agave

Los agaves son plantas perennes con hojas dispuestas en espiral y arregladas en rosetas en
el apice de un tallo, el cual puede ser corto y apenas sobrepasar unos centimetros del suelo,
mientras que en algunas especies puede ser largo y erecto alcanzando hasta los tres metros
de altura. Las hojas por lo general son suculentas, fibrosas, con la base ensanchada y
carnosa; su forma varia de linear a lanceolada u ovada, las hojas de las especies mas
pequeiias no exceden los veinte gramos de peso, mientras que las de los magueyes
pulqueros (las especies de gran tamafio del género), llegan a pesar mas de treinta kilos cada
hoja; los margenes de éstas exhiben una gran diversidad morfolégica de dientes corneos, que
son proyecciones del tejido foliar (pocas especies son inermes), cada hoja posee una espina

terminal, su inflorescencia es espigada a racimosa (subgénero Littaea), 0 reunidas en
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paniculas (subgénero Agave) (Gentry, 1982; Dahlgren et al., 1985; Garcia-Mendoza, 2007).
Estas plantas presentan metabolismo CAM (metabolismo acido de las crasulaceas, por sus
siglas en inglés), en la noche abren los estomas para fijar CO, y durante el dia los mantienen

cerrados, evitando la pérdida excesiva de agua (Nobel et al., 1996).

Reproduccién sexual

La mayoria de los agaves tienen un solo evento reproductivo, es decir, producen flores y
frutos una sola vez en su vida y mueren, por lo que son plantas monocarpicas. Algunos
agaves del grupo Polycephalae, por ejemplo A. celsii Hook, son policarpicos perennes, es
decir, florecen varias ocasiones y no mueren después de fructificar. Durante su crecimiento
las especies monocarpicas, acumulan recursos por periodos que puede variar entre ocho y 20
afos, dependiendo de la especie, después del cual desarrollan una inflorescencia terminal o
escapo (comunmente conocido como quiote), los nutrientes almacenados en las hojas,
eventualmente se traslocan hacia la inflorescencia (Gentry 1982; Chazaro, 1989; Arzate,

2009; Guillot et al., 2009; Valencia et al., 2012).

Las flores en el género Agave tienen diferentes grados de suculencia, son protandricas,
hermafroditas, tubulares con ovario infero, poseen seis tépalos de coloracion verdoso-
amarillento, los seis estambres y el estilo son exertos; en la base de la flor tubular se disponen
tres nectarios que producen abundante néctar y tienen fragancias (Garcia-Mendoza, 2007). El
fruto es una capsula seca, trilocular, con semillas dispuestas en hileras por loculo, las semillas

son negras y aplanadas (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza, 2007).

En todo el género se observan caracteristicas asociadas con el sindrome de polinizacion por

murciélagos (quiropterofilia) tales como flores largas, abiertas, desde tubulares profundas
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hasta en forma de tazdn, verticales, con tépalos gruesos, produccién de néctar nocturna y
baja concentracion de azlcar (Gentry, 1982). Algunas especies son visitadas por una gran
variedad de polinizadores, que van desde insectos pequefios y vertebrados como aves

(Rocha et al., 2006).

Las inflorescencias que los agaves producen durante su reproduccién sexual son
sorprendentes tanto fisica como fisiolégicamente, ya que la inflorescencia puede tener
incrementos diarios de altura de mas de 10 cm, tal crecimiento requiere cantidades
considerables de agua, que proviene principalmente de las hojas (Nobel, 1988) por lo cual,

subsecuente a la floracion y produccion de frutos, sobreviene la muerte de la planta.

En condiciones de campo, las especies de Agave producen miles de semillas, pero son
escasas las que germinan y generan un individuo nuevo (Garcia-Mendoza, 2007). Jordan y
Nobel (1979) mencionan que en Agave deserti s6lo una semilla, de entre 1.2 millones, logra

desarrollarse en una planta madura.

El establecimiento de plantulas producto de la germinacion de semillas o propagacion de
bulbilos de A. deserti y A. macroacantha requiere de temporadas hiumedas y de la interaccion
ecolégica conocida como nodricismo. Esto consiste en que las plantas adultas de una especie
arborea o arbustiva facilitan el establecimiento de plantulas de otras especies. Entre el uno al
10% de agaves que se establecen bajo plantas nodrizas pueden sobrevivir mas de dos afios,
mientras que los establecidos sin esta proteccion mueren antes de cumplir un afio, por ello los
microhabitats proporcionados por las nodrizas son cruciales para la sobrevivencia de los

agaves jovenes (Jordany Nobel, 1979; Hunter y Aarssen, 1988; Arizaga y Ezcurra, 2002).
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Reproduccion vegetativa

Los agaves se propagan vegetativamente mediante la produccién de hijuelos (producidos por
rizomas) o bulbilos (pequefias plantas derivadas de yemas axilares en las ramas de las
inflorescencias). Los rizomas son tallos subterrdneos que crecen lateralmente desde el tallo y
finalmente emergen para dar lugar a un nuevo individuo (Gentry, 1982; Arzate, 2009), en esta
via de propagacion, el tallo con entrenudos muy cercanos juega un papel importante, ademas
de la forma de roseta, ya que son significativos en las relaciones hidricas de los rametos
(clones, conectados al progenitor mediante un rizoma) (Nobel, 1988; Eguiarte y Gonzalez,

2007). Tanto los hijuelos como los bulbilos son considerados clones.

La produccion de clones o clonalidad es considerada como una adaptacién, ya que en el caso
de especies anuales y/o monocarpicas es una opcion ecoldgica que favorece la dispersion de
un geneto (genotipo) en el tiempo y en el espacio, por ejemplo, permite que algunas especies
anuales, inmoviles y monocéarpicas se transformen en especies perennes, moviles y
policarpicas. En las especies monocérpicas del género Agave, al producir hijuelos vegetativos,
en cierto sentido, el geneto es iteroparo, es decir, que tiene varios ciclos reproductivos a lo
largo de su vida. Ademas, la clonalidad es relativamente poco costosa, ya que no requiere
generar los accesorios necesarios de la reproduccion sexual para atraer polinizadores, como
la produccion de flores y recompensas como el néctar, los aromas y el polen para poder

formar semillas (Mandujano, 2007).

Importancia de los agaves
Las especies de Agave tienen gran importancia ecolégica en México, ya que son
componentes principales de los ecosistemas aridos y semiaridos predominantes en la mayor

parte del territorio mexicano (Delgado-Lemus et al., 2014), por ello los agaves destacan en
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México desde épocas prehispanicas, debido a su gran importancia econémica y cultural para
numerosos pueblos indigenas y mestizos, ya que los han aprovechado como fuente de
alimento, bebida, medicina, combustible, ornato, ceremonial, textil, sustituto de jabén, abono,
construccion de viviendas y elaboracién de implementos agricolas, entre otros usos (Nobel,
1988; Garcia-Mendoza, 1998; Rocha et al., 2006; Garcia-Mendoza, 2007; Garcia-Herrera et
al., 2010). Se reconocen mas de 70 usos, algunos de ellos se mencionan en la Figura 3 y en

el Anexo 1.
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Figura 3. Principales productos que se obtienen y usos que se dan a las diferentes partes de una
planta de agawe (llustraciéon por Rodolfo Castillo Rangel; productos y usos de las partes de la planta
recopilados por Rosa Mauricio Salgado).
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Actualmente este recurso, aunque con problemas en su uso y manejo, recobra vigencia desde
el punto de vista socioeconémico y agroecoldgico por los beneficios que trae a los pobladores
del medio rural y al medio ambiente donde se desarrolla (Garcia-Herrera et al., 2010;

Delgado-Lemus et al., 2014).

A nivel internacional, los agaves son mas conocidos por la produccion de bebidas destiladas
como el mezcal y el tequila, que se elaboran principalmente a partir de A. angustifolia y A.
tequilana, respectivamente (Nobel, 1988). El aguamiel (savia dulce de los agaves) se
fermenta para preparar la bebida alcohdlica conocida como pulque, esta savia se obtiene de
A. salmiana, A. mapisaga, A. atrovirens y A. lehmannii; estos agaves pulqueros, pueden
alcanzar dos o mas metros de altura y pueden vivir entre 10 y 15 afios (Flores-Morales et al.,
2009). En cultivos destinados a la industria de licores, los agricultores cortan la inflorescencia,
lo cual después de algunos meses permite que se acumulen azlcares y agua en el tallo,
recursos que de otra manera estarian destinados a la produccion de flores y néctar (Rocha et
al., 2006; Eguiarte y Gonzalez, 2007). No obstante, evitar el desarrollo de las flores, frutos y
semillas, disminuye la posible contribucion sexual de los individuos (Delgado-Lemus et al.,

2014), lo que reduce la variabilidad genética en las poblaciones.

Las fibras extraidas de los agaves tienen alta durabilidad, como el ixtle y el henequén
obtenidas principalmente de Agave sisalana, A. lechuguilla y A. fourcroydes (Gonzalez et al.,
2004; Garcia-Mendoza, 2011). Se ha estudiado la posibilidad de extraer otros productos
ademas de fibras de las hojas de los agaves, por ejemplo, Gaona y Montafiez (2017), lograron
la extraccion de pectina de residuos de las hojas de A. lechuguilla obteniendo un rendimiento
del 15%, esto es una alternativa para el uso de las hojas como aditivo en la industria

alimentaria.
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Adicionalmente se pueden extraer esteroides (saponinas en un 2% de su peso seco; para
productos farmacéuticos), jarabes con altos contenidos de fructosa y derivados de inulina para

la produccion de prebidticos (Robert et al., 2006)

Los magueyes también se emplean como sustrato para la obtencion de insectos comestibles
como las larvas de las hormigas Liometopum apiculatum y L. occidentale (coloquialmente
conocidos como escamoles), gusano blanco (Acentrocneme hesperiaris) y gusano rojo
(Hypopta agavis) (también llamado “chinicuil’), los cuales son considerados de gran valor
nutritivo por su contenido de carbohidratos y proteinas, ademas de ser apreciados como
platillos exdticos, cuyos precios en el mercado llegan a ser elevados (Garcia-Herrera et al.,

2010).

Asimismo, el maguey constituye una de las mejores opciones forrajeras, se utilizan las hojas e
incluso el tallo para darlo como suplemento a los animales proporciondndoles altos niveles de
carbohidratos, minerales y agua, los cuales cubren los requisitos de mantenimiento y

produccion de ganado (Garcia-Herrera et al., 2010).

Los agaves han sido exportados de Meéxico a Europa como plantas ornamentales,
principalmente A. americana y A. victoria-reginae (Nobel, 1988). Chazaro (1989) reporto el
uso de A. obscura como planta de ornato en Veracruz, donde los magueyes pequefios son
muy apreciados y vendidos en la época navidefia para adornar los nacimientos, ademas del

uso comestible de sus flores.

Por otra parte, los agaves son especies clave en los ecosistemas, tanto por su abundancia
como por la cantidad de recursos que proporcionan a otros organismos; lo mismo retienen
suelo que son sustento para el humano, y también son sumamente importantes en

interacciones bidticas con aves, insectos y mamiferos como los murciélagos, por lo tanto
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donde hay abundancia y diversidad de estas plantas existe una alta biodiversidad, que es el
caso de muchas de las regiones de aprovechamiento de los magueyes (Rocha et al., 2006;

Carrillo, 2007; Eguiarte y Gonzalez, 2007; Garcia-Mendoza, 2007; Telo, 2017).

Importancia socioecondémica de Agave salmiana

Los cultivos de A. salmiana son aprovechados para elaborar pulque (bebida fermentada
producida a partir de la savia de las plantas); de hecho, el "aguamiel" que es la savia dulce, se
suele consumir directamente como bebida (Nobel, 1988), en esta savia se encuentra el hierro
y zinc en concentraciones adecuadas para cubrir requerimientos diarios para el humano
(Silos-Espino et al., 2011). Recientemente se evalué el uso del aguamiel y pulgue como
complejo organico en el cultivo in vitro de plantas, Rosas (2018) observd que aquellos
tratamientos que contenian alguna concentracion de pulque fueron mejores respecto a los
tratamientos sin la adicion del complejo organico; el agregar un complejo organico al medio de
cultivo tiene un efecto favorable, posiblemente debido a la gran cantidad de sustancias como

aminoacidos, carbohidratos y proteinas que el pulque contiene.

Ademas, a partir de este maguey se elabora el azicar natural (miel de agave) de gran poder
edulcorante, que en otros paises se usa para endulzar alimentos, sueros y medicamentos
para diabéticos (Flores-Morales et al., 2009). Asimismo, las inflorescencias, los tallos y las
hojas son comestibles. Entre sus usos gastrondémicos, la cuticula de las hojas y las hojas de
A. salmiana sirven como envoltorio de bocadillos de carne (Nobel, 1988), dichos platillos son

conocidos en México como “mixiotes” y “barbacoa”, respectivamente.

Por otra parte, existen nuevos estudios cientificos que aportan mas conocimiento hacia el

consumo de productos extraidos de A. salmiana como los prebidticos, los cuales confieren
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efectos benéficos para la salud a través de la modulacién de la microbiota intestinal (Jasso-

Padilla et al., 2017).

El maguey pulquero es un recurso natural de gran importancia en México, especialmente en la
region del Altiplano comprendida por los estados de Tlaxcala, Hidalgo, Puebla y Estado de
México. Su cultivo y aprovechamiento data de la época prehispanica y de él dependen
econdmicamente un gran nimero de familias campesinas (Flores-Morales et al., 2009) y

actualmente ha adquirido una gran demanda comercial.

Problematica de conservacion del género Agave

En agaves, la alta facilidad de propagacién mediante clones asegura homogeneidad en los
cultivos, lo cual es muy importante para obtener fibras o azlcares, ya que simplifica y hace
mas eficiente la produccion (Colunga et al., 1999; Gil et al.,, 2001). No obstante, existen
problemas asociados con la propagacion vegetativa de los agaves. Por un lado, la nula
variacion genética puede provocar la pérdida total mediante la muerte de las plantas, debido a
enfermedades producidas por bacterias, hongos e insectos (Eguiarte, 2007; Eguiarte y
Gonzalez, 2007), estas enfermedades se transmiten facilmente a la siguiente generacion de
clones y se dispersan por el hombre (Arizaga y Ezcurra, 2002; Robert et al., 2006). Por
ejemplo, las plantas de los cultivos de produccién del henequén (A. fourcroydes y A.
angustifolia) y tequila (A. tequilana), constituyen uno solo genotipo en sus respectivas
poblaciones (Colunga et al., 1999; Gil et al., 2001). Otro problema asociado con la clonalidad,
es que un agave solo produce 25 rizomas sanos durante un periodo de cinco afios, por lo cual
no hay una produccion suficiente para la demanda comercial de estas plantas (Robert et al.,

2006).
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En el caso de A. salmiana, es una planta sobreexplotada, ademas tiene una baja reproduccion
vegetativa (de cinco a seis hijuelos por planta al afio), sin embargo, uno de los inconvenientes
es su lento crecimiento, deben pasar varios afios para que un hijuelo alcance tallas
comercialmente adecuadas (Malda y Ruiz, 2004). Otra via de propagacion es la sexual, para
ello la planta debe tener cerca de 15-20 afios y dar lugar a la floracién, la cual puede ocurrir si
no es cortado el escapo floral para la produccion de aguamiel, y si se logra la polinizacion y
posterior fecundacién, puede ser que las semillas no prosperen por el deterioro acelerado de
su habitat que ha generado condiciones inadecuadas para la germinacion (Pefia-Valdivia et

al., 2006; Garcia-Herrera et al., 2010; Silos-Espino et al., 2011).

En 1975, el Centro de Investigacion y Fomento del Maguey y el Nopal (CIFMN) estimaba que
la reserva de magueyes del Altiplano mexicano era de 50 millones y en 1985 sélo se contaba
con 10 millones, esto debido a su explotacién irracional y clandestina, aunado a las escasas e
inadecuadas plantaciones, ademas de las politicas tendientes a sustituir el uso de las fibras
por otras sintéticas y del pulque con otras bebidas de mayor impacto comercial, como las
destiladas (Escobar, 1985). Todavia, se considera que la poblacion magueyera es muy
reducida, quizas un poco mas de 50 mil ejemplares, de los cuales casi la décima parte se
conserva en jardines botanicos y reservas ecoldgicas (Malda y Ruiz, 2004; Flores-Morales et

al., 2009).

En la actualidad, la cosecha de A. salmiana para fines comerciales, es de alto riesgo en el
mantenimiento de las comunidades bidticas de las que forman parte, es comin que esta
extraccion ocurra sin planificacién e incluso de forma ilegal, y con pocas acciones dirigidas a
recuperar y conservar las poblaciones afectadas. Ademas, las tasas actuales de utilizacion de

A. salmiana parecen ser insostenibles y perjudiciales para sus poblaciones. EI uso comercial
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de las comunidades nativas debe ir acompafiado de un plan de conservacion para asegurar
gue esta especie pueda continuar proporcionando sus importantes funciones socio-ecolégicas

(Martinez-Salvador etal., 2012; Delgado-Lemus et al., 2014).

Existen especies de Agave en peligro de extincion, por lo tanto, es necesario establecer
politicas publicas que marquen un orden en el manejo del recurso, dando la importancia que
requieren estas especies (Garcia-Herrera et al.,, 2010). Del género Agave actualmente se
encuentran enlistadas 18 especies en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010), de
éstas, seis especies se encuentran en la categoria de “amenazada”, nueve especies en

“sujeta a proteccion especial’ y tres en “peligro de extincion”.

Por medio del cultivo de tejidos vegetales (CTV) varios miles de plantas clonales pueden
propagarse en pocos meses a partir de una sola planta madre. No obstante, el CTV también
permite el uso de técnicas para generar e introducir nueva variabilidad genética mediante la
generacion de nuevos hibridos o mutantes, si este fuera el caso deseado. Los métodos
descritos en el CTV proporcionan la seleccién de materiales de alto rendimiento, y la rapida
propagacion de alta calidad (elite) (Robert et al., 2006; Dominguez, 2009). Se requiere de
programas de mejoramiento en agaves, con técnicas de propagacion in vitro donde se
integren 0 simplemente se propaguen caracteristicas deseables para el productor o la
industria, tales como: el crecimiento rapido; produccién de hojas sin espinas, y con mas y
mejor fibra; mayor rendimiento en peso y en contenido de azlcares; resistencia a la sequia, la

humedad y a las enfermedades, entre otras (Garcia-Herrera etal., 2010).

El CTV representa una alternativa viable para la propagacion y conservacién ex situ de
especies vegetales y adquiere un mayor valor si éstas se encuentran en alguna categoria de

amenaza. La disponibilidad de plantas en peligro de extincion para el mercado, procedentes
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de cultivo in vitro disminuiria la demanda comercial, la presion de colecta y, por lo tanto,
permitiria la recuperacion de las poblaciones afectadas (Lépez et al., 1996, Malda et al., 1999;

Iriondo, 2001; Moebius-Goldammer et al., 2003; Gémez, 2008; Lopez y Olguin, 2013).

Cultivo de tejidos vegetales (CTV)

El cultivo de tejidos vegetales es el conjunto de técnicas que permiten cultivar células, tejidos
u organos aislados de la planta madre, bajo condiciones nutricionales y ambientales
controladas, incluye técnicas y métodos utilizados para la investigacion de muchas disciplinas
botanicas y tiene varios objetivos practicos (Celestino et al., 2005; George, 2008; Lépez y
Olguin, 2013). El proceso basico en cultivo de tejidos consiste en tomar una pequefia porcion
de la planta madre (explante), colocarlo en condiciones de crecimiento in vitro (un ambiente
aséptico), promoviendo su proliferacion, y luego transferir el brote a un ambiente ex vitro
(Pietropaolo, 1981; Lépez y Olguin, 2013).

El cultivo de tejidos vegetales se basa en la totipotencialidad que presentan las células para
regenerar organismos completos (Zimmerman, 1993; Razdan, 2003; Lépez y Olguin, 2013).
La totipotencia celular se define como la capacidad que tiene cualquier célula para dar origen
a todos los tipos de células diferenciadas de un organismo dado, asi como la regeneracion del

mismo organismo (Razdan, 2003; Gahan, 2007, Taiz y Zeiger, 2006).

Las plantas han sido propagadas asexualmente desde hace muchos afios por medio de
estacas, esquejes e injertos. El cultivo de tejidos afiade una nueva dimension a la propagacion
vegetativa, al proporcionar un medio de multiplicacién rapido en un corto espacio de tiempo,
utiizando una pequefia cantidad de tejido de la planta madre (Pietropaolo, 1981; Lépez y

Olguin, 2013).
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El cultivo de tejidos constituye una herramienta valiosa de la biotecnologia vegetal, ya que
explora condiciones que promueven la division celular y la reprogramacion genética en
condiciones in vitro y es considerado una herramienta importante, tanto para la ciencia basica,
como para estudios aplicados; asi mismo, en proyectos comerciales, tiene diversas
aplicaciones como la conservacion de germoplasma, el mejoramiento genético, la produccién
de metabolitos secundarios, la produccion de semillas artificiales y la micropropagacion de

especies de interés horticola y ornamental (Celestino et al., 2005; Lopez y Olguin, 2013).

Morfogénesis in vitro

La morfogénesis es el proceso que da origen a todos los cambios en la forma y estructura de
los organismos (Phillips, 2004). La formacion de nuevos 6rganos tales como brotes (tallos) y
raices pueden ser inducidos en tejidos cultivados in vitro, tales organos se dice que son
adventicios. Al desarrollo de estos brotes, de los que antes carecia, se denomina
morfogénesis u organogénesis (George, 2008).

Existen tres diferentes rutas para la morfogénesis in vitro. Una es a partir de yemas
preexistentes, cuya proliferacion y crecimiento son promovidos; otra es la organogénesis o
formacion de novo de organos en los explantes cultivados, por ejemplo: hojas, raices y tallos
adventicios, estos Uultimos llamados brotes; y mediante la embriogénesis somética, cuando se
producen embriones a partir de células somaticas (Phillips, 2004; Lopez y Olguin, 2013,

Lema-Ruminska y Kulus, 2014).

La organogénesis y la embriogénesis pueden ocurrir de forma directa, cuando los érganos o
embriones se forman sobre el tejido cultivado y/o indirecta, cuando los tejidos pasan por una
fase de callo, del cual van a surgir las estructuras regeneradas. Un callo es definido como una
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masa desorganizada e irregular de células desdiferenciadas, formada por su divisién continua
e incontrolada. El callo puede variar en textura, apariencia y tasa de crecimiento dependiendo
de la especie, tipo de explante y composicion del medio (Taiz y Zeiger, 2006; George, 2008;
Lépez y Olguin, 2013). Dependiendo de las condiciones in vitro en donde se desarrolle el
explante, ademas de las vias de organogénesis se pueden generar desérdenes fisiologicos
como la hiperhidratacion, asi como la oxidacién de los tejidos y su necrosis (Dominguez,

2009).

Medio de cultivo

Para inducir la morfogénesis in vitro, los explantes se inoculan en medios de cultivo, éstos
suministran los nutrimentos necesarios para el crecimiento in vitro (Razdan, 2003; George y
De Klerk, 2008). La base de todos los medios nutritivos es una mezcla de sales minerales,
combinando los macronutrimentos y los micronutrimentos esenciales, adicionando una fuente
de carbono, usualmente sacarosa. Sin embargo, debido al estrés asociado durante la
desinfeccion superficial y diseccion de los explantes, pocos medios de cultivo son capaces de
mantener los tejidos vivos, por lo tanto, se requiere agregar otros suplementos tales como
vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento vegetal (RCV) (Ramage y Williams,

2002).

Para establecer un sistema de cultivo de tejidos, se elabora un medio éptimo que se ajuste a
los principales requerimientos nutricionales de la especie vegetal, al tipo de explante; la
efectividad del medio de cultivo depende tanto de los ingredientes basicos (nutrimentos,
sacarosa y RCV) como del agente gelificante, en el caso del uso de medio sélido. El uso de
agar es muy comun en CTV, sin embargo, este agente gelificante contiene muchas impurezas

gue pueden alterar las caracteristicas quimicas y fisicas del medio, afectando directamente
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los tejidos y células cultivados (Lopez-Escamilla et al., 2016). Algunas alternativas al uso del
agar son: agarosa, alginato, Gelrite® y Phytagel® e incluso se ha optado por el uso de medio
liquido (Szabados et al., 1993). Algunos tejidos muestran una mejor respuesta en medio

solido mientras que otros en un medio liquido (Razdan, 2003).

Cabe destacar que en medio liquido a menudo se observan tasas de crecimiento mas rapidas
gue en medio solidificado con agar. Los cultivos pueden ser sumergidos completamente o
s6lo parcialmente en el medio liquido (Hvoslef-Eide y Preil, 2005; Thorpe et al., 2008), esto
altimo se consigue con el uso de soportes como papel filtro y algodon. ElI medio liquido, sin
estructuras de soporte, pero con la necesidad del uso de mesas de agitacién, se utiliza para el
cultivo de protoplastos, células o sistemas de raices para la produccion de metabolitos
secundarios, y la proliferacion de embriones somaticos y ndédulos meristematicos (Thorpe et
al., 2008). Ademas, la etapa de enraizamiento y aclimatizacion se ven favorecidas con el uso
del medio liquido, ya que es facil removerlo de las raices y asi disminuir el riesgo de
contaminacion por residuos que el medio solido puede dejar en las raices (George y Davies,

2008).

El uso de medio liquido permite que los explantes se puedan colocar en un volumen suficiente
de medio para evitar el agotamiento de los nutrientes y permitir la dispersion de las toxinas
gue podrian ser producidas por los explantes, lo cual en el medio sélido no es posible, ya que
dichas toxinas no se pueden dispersar por la naturaleza sélida del medio (Thorpe et al., 2008).
Es importante mencionar que, en el caso de presentarse contaminacion, ésta se desarrollara
en el medio liquido de forma rapida y se dispersara y, es probable que conduzca a la pérdida

total del cultivo (Hvoslef-Eide y Preil, 2005).
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El crecimiento y desarrollo en medio liquido pueden verse afectados por la concentracion de
oxigeno, que a menudo es insuficiente para satisfacer las necesidades respiratorias de las
células y los tejidos sumergidos. La hiperhidrataciéon es la formacion in vitro de oOrganos
anormales, que son fragiles y tienen una apariencia de agua acumulada en sus tejidos
(George y De Klerk, 2008). La hiperhidratacion en los cultivos in vitro esta relacionada con la
alta humedad relativa presente en la atmosfera de los frascos (Kevers et al., 2004), por lo
tanto, se deben tomar medidas para evitarla (Hvoslef-Eide y Preil, 2005), como afadir al
medio osmoreguladores, tales como manitol, maltosa y sorbitol. Otra alternativa para
aumentar la oxigenacién del medio es utilizar sistemas de inmersién temporal, un método
automatizado, en el que los tejidos se encuentran sumergidos en el medio por un periodo y, la

subsecuente renovacion de la atmosfera gaseosa (Thorpe et al., 2008).

En comparacion con los sistemas de cultivo basados en el uso de agar, los sistemas liquidos
son mas adaptables a la automatizacion y, por tanto, adecuados para la reduccion de la mano
de obra y los costos, ya que el medio puede cambiarse (o renovarse) facilmente, y la limpieza

de los recipientes de cultivo se simplifica (Hvoslef-Eide y Preil, 2005; George y Davies, 2008).

Reguladores de crecimiento vegetal (RCV)

Algunas sustancias quimicas que se sintetizan naturalmente dentro de los tejidos vegetales
(es decir, endégenamente), tienen un papel de regulacion en el crecimiento y el desarrollo, en
lugar de un papel nutricional. Estos compuestos, que son generalmente activos en
concentraciones muy bajas, se conocen como hormonas vegetales. Los productos quimicos
sintéticos con actividades fisioldgicas similares a las hormonas vegetales usualmente se
denominan reguladores de crecimiento vegetal (RCV), los cuales pueden ser adicionados

(exogenamente) a los medios de cultivo para diversos objetivos (Malda et al., 1999;
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Machakova et al., 2008). Este tipo de sustancias se pueden clasificar principalmente en
auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico, etileno, brasinoesteroides, poliaminas, acido
jasmonico y acido salicilico (Calva y Pérez, 2005).

Los reguladores de crecimiento vegetal mas usados en CTV son las auxinas Y citocininas. La
eficacia de las auxinas sintéticas ha sido ampliamente probada y demostrada, estas inducen
el crecimiento de callo, la embriogénesis somatica, el enraizamiento de los brotes y la
organogénesis, promueven el alargamiento celular, pero inhiben la diferenciacién (Gaspar et
al., 1996). De las auxinas, el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es la mas usada para la
induccién y mantenimiento de callo debido a que suprime severamente la organogénesis
(Calva y Pérez, 2005). Las citocininas, promueven el desarrollo de brotes adventicios y
axilares, el crecimiento celular, la diferenciacion celular y la organogénesis (Gaspar et al.,

1996); y pueden también evitar el envejecimiento celular (Calva y Pérez, 2005).

Carbon activado (CA)

El carbén activado a menudo se usa en CTV para mejorar el crecimiento y el desarrollo
celular, dichos efectos pueden deberse principalmente a la adsorcion de sustancias
inhibitorias en el medio de cultivo, disminuyendo los metabolitos toxicos y la exudacion de
fenoles (Pan y van Staden, 1998; Thomas, 2008), por ejemplo, en cultivos donde se observa
oxidacion de los explantes, se puede incrementar el porcentaje de supervivencia de estos

tejidos al utilizar el CA (Thomas, 2008).

Entre otros efectos que se le atribuyen al CA esté la alteracidon del pH del medio hasta un nivel
optimo para la morfogénesis, y el oscurecimiento de los medios de cultivo, estableciendo asi
un ambiente oscuro que simula las condiciones del suelo (Thomas, 2008; Thorpe et al., 2008).
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Se debe recordar también que las plantas requieren de minerales para su crecimiento, por lo
cual las sustancias presentes de forma natural en el CA pueden estar involucradas en una

serie de actividades estimulantes que promueven el crecimiento (Thomas, 2008).

El CA puede adsorber reguladores del crecimiento de las plantas, incluido el acido abscisico
(Thomas, 2008), lo que probablemente pueda influir en la germinacién in vitro de semillas.
Cabe recordar que la latencia de las semillas se debe principalmente a altos niveles de acido
abscisico presente en estas, y muchos tipos de semillas germinan cuando el acido abscisico

se elimina o inactiva de alguna manera (Campbell y Reece, 2007).

La adicion del CA al medio de cultivo puede beneficiar o tener un efecto adverso en el
crecimiento y desarrollo, ya que también puede adsorber sustancias esenciales requeridas
para el crecimiento de los tejidos (Thomas, 2008); sin embargo, los efectos positivos o
negativos del uso del CA en el medio de cultivo, dependen del medio, el tejido usado y/o los

objetivos del investigador (Pany van Staden, 1998).

Micropropagacion

El término micropropagacion se utiliza para referirse a la multiplicacion masiva de plantas
genéticamente idénticas (clones) a la planta madre, en tiempos relativamente cortos y por
medio de cultivos sucesivos hasta su transferencia a suelo, permitiendo asi la obtencion de
plantas con mayor homogeneidad y calidad, libres de microorganismos vy, dificiles de obtener
por métodos de cultivo convencionales (Calva y Pérez, 2005; L6épez y Olguin, 2013; Lema-
Ruminska y Kulus, 2014). La micropropagacion es una herramienta Util tanto en la proteccion

de especies en peligro de extincion como en la produccidon comercial, ya que es a menudo
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mas rapida y mas barata que el cultivo tradicional, con lo cual ha ido ganando popularidad en

la industria horticola (Lema-Ruminska y Kulus, 2014).

Etapas de la micropropagacion

La micropropagacion consta de cinco etapas (Lopez et al., 1996; George y Debergh, 2008;
Lépez y Olguin, 2013):

e FEtapa 0. Seleccion y preparacién de la planta madre. Antes de comenzar la
micropropagacion se debe prestar atencidn a la seleccion de la planta madre, ésta debe estar
libre de cualquier sintoma de enfermedad. El crecimiento, la morfogénesis y las tasas de
propagacion in vitro se pueden mejorar por el tratamiento previo con sustancias antisépticas.
También pueden ser necesarios procedimientos para detectar, reducir y/o eliminar las

enfermedades bacterianas y virales.

e FEtapa |. Establecimiento de cultivos asépticos. El siguiente paso es obtener cultivos
asepticos del material vegetal seleccionado. El éxito en esta etapa requiere principalmente
gue los explantes se transfieran en un entorno libre de contaminantes microbianos. Después
de un corto periodo de incubacion cualquier recipiente contaminado, ya sea en los explantes o

en el medio se descarta.

e Etapa Il. Proliferacion de los regenerantes. El objetivo de esta etapa es proliferar los
nuevos brotes, para cuando sean separados del cultivo sean capaces de dar lugar a plantas
completas. Algunos de los brotes producidos durante esta etapa pueden utilizarse como
nueva fuente de explantes para posteriores ciclos de multiplicacion, por lo general pueden ser

subcultivados para aumentar su nimero.
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e Etapa Ill. Elongacion y enraizamiento de brotes y/o germinacion de los embriones
somaticos. Los brotes multiplicados en la etapa Il son pequefios, sin embargo, no son
capaces de crecer autosuficientemente en el suelo. En la etapa ll, se induce el crecimiento
individual o grupos de plantulas, capaces de llevar a cabo la fotosintesis, y la supervivencia
sin un suministro artificial de carbohidratos. El enraizamiento de brotes, por lo general, es
necesario inducirlo por medios de cultivo especiales o métodos para la formacién de raices.
En el caso de los embriones somaticos, éstos pueden germinar y continuar su crecimiento;
por su naturaleza bipolar no se requiere promover su enraizamiento, sino su maduracion para
gue puedan establecerse como plantulas.

e FEtapa IV. Transferencia y aclimatizacion ex vitro. Las plantas salen del ambiente in vitro
al ambiente externo y son transferidas a un sustrato. Si no se realiza con cuidado, la
transferencia puede resultar en una pérdida significativa del material. Esta etapa requiere de
cuidados para que las plantas no mueran por la pérdida excesiva de agua o por el ataque de

microorganismos.

Cultivo in vitro de agaves

Debido a la importancia socioeconémica de los agaves, los protocolos para su propagacion in
vitro han sido reportados desde la década de los 80°s. En la tabla 1 se muestra en resumen
las caracteristicas experimentales y los resultados que se han obtenido en algunos trabajos

de cultivo in vitro de agaves.
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Tabla 1. Trabajos realizados para la propagacién in vitro de diferentes especies del género Agave.

Especie Explante Medio de induccion Respuesta en?g(iafallcr)n?eento Aclimatizacion | Sobrevivencia Referencia
p p y RCV (mg L‘l) p (mg L_l) (SUStratO) (%)
MS (KNO3 5mglL‘l,
Agave . SH + BA (10, 25)/ Brotes por Ol | NH4NO3 1mgL ")+ Tierra y
fourcroydes Rizoma y tallo 2,4-D (0.25) y OD 2,4 D (0.025, agrolita (1:1) NR Robert et al., 1987
1 mg L'l)
Hoja MS + BA (1)/ANA
A.arizonica (secciones (1), 2,4-D (0.3) Brotes por Ol MS sustrato 90 Powers y Backhaus,
. - comercial 1989
basales) (induccién callo)
A. cantala Tallo MS + ANA
A. fourcroydes (parte central (0.075)/AIB (0.1) Brotes por Ol MS Arena 95 Binh et al.,1990
A. sisalana y basal) KIN (0.5)
Rizoma y hoja )
. . Brotes por SH (10 g de Tierra y
A.sisalana (secciones MS, SH + BA(0.5, 1) oD sacarosa) arena (1:1) 97.6 Das, 1992
laterales)
A.victoria- . MS con itaminas Plantulas por Rodriguez-Garay
reginae Hoja L2, + 2,4-D (0.3) ESD MS50% y SH50% NR %0 et al., 1996
MS, SH, Gamborg y Suelo
A.sisalana Rizoma vy tallo White con vitaminas | Brotes OD y MS 50% I|_qU|do “condiciones NR Nikam,1997
MS, + KIN (0.5 y ol (arena fina) naturales”
1)/ANA (0.2) u
Tallo MS + BA (3)/ Santacruz-Ruvalcaba
A. parrasana (parte basal) 2.4-D (0.009) Brotes por Ol NR NR NR et al., 1999
Vermiculita y
. Rizoma y peat moss €t -
A. sisalana hojas jovenes MS + BA (6y 8) Brotes por Ol MS + AIA (2) (1:1) no Satisfactorio Hazra et al., 2002
estériles
A.victoria- Tallo MS + BA (0.5, 1)y Fgg?t;lgfmig MS T|e;raérg§2|ta 92 Martinez-Palacios
reginae (parte basal) MS + 2,4-D (0.5, 1) por Ol (1:1:1) et al., 2003
Plantulas por ) .
. Tallo MS + 2,4-D (0.2)/ Tierra y Nikam et al., 2003
A.sisalana (parte basal) BA (1) ESIly Brotes MS50% arena (1:1) 100
por Ol
Tallo Brotes por MS al 75% + AIB Enriquez del Valle
A. angustifolia (Segmentos MS + BA (1) oD (0.75) NR NR et al., 2005
centrales)
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Tabla 1.-Continuacion

. . - Medio de o . ;
. Medio de induccion : : Aclimatizacion | Sobrevivencia .
Especie Explante y RCV (mg LY Respuesta enr?rlnz:rr_ll?nto (sustrato) () Referencia
Hoja MS + BA (1.5)/
A. atrovirens (Secciones 2,4-D (1.5) Brotes por Ol NR NR NR Toribio, 2005
basales)
. Tallo y hojas MS + BA (10)/ ) Valenzuela-Sanchez
A.tequilana (parte basal) 2,4-D (0.3) Brotes por Ol MS Tierra 100 et al.. 2006
Tallo (apices) MS con itaminas Tierra, arena
A.vera-cruz cotiledones y L2, +2,4D (1) Plantulas por MS y sustrgto 95 Tejavathi et al., 2007
épicotilo MS + Z (:12)/ ANA (1) ESI comercial
y 40 g L~ sacarosa (1:1:1)
MS con itaminas
. Tallo L2, + BA Plantulas por .
A.tequilana (parte basal) (5,10,15)/2,4-D (1) ES| MS NR 95-100 Portillo et al., 2007
Brotes por Peat moss Aureoles-Rodriguez
A.inaequidens Tallo MS + BA (3) P MS (60%) y 100 9
oD : et al., 2008
perlita (40%)
A. cupreata .
X : Brotes por En promedio .
A difformis Tallo MS + TDZ (0.1-0.2) oDy Tierra y 72, para Dominguez et al.,
A. karwinskii . MS ) 2008
(parte basal) MT (0.5, 2) Plantulas por arena (1:1) A. obscura .
A. obscura Dominguez, 2009
ESD 100
A. potatorum
A.tequilana MS semisélido
A.duranguensis modificado (KNO3 y
A.salmiana NH4NO3: 0.5mg L'l)
subespecie + BA (10) y 2,4-D Ramirez-Malagén
crassispina Tallo (1.5) Brotes por Ol NR NR NR g
et al., 2008
A.obscura
A.pigmaea MS + BA (0.1-6)/AlB
A. victoria- (0.01-0.5)
reginae
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Tabla 1.- Continuacién

. . L Medio de L . .
E . Explant Medio de induccién R ¢ ; ient Aclimatizacion | Sobrevivencia Ref .
specie xplante y RCV (mg L'l) espuesta enr:(ar:fgnc_llfjn ] (sustrato) (%) eferencia
MS liquido
modificado gNH4N03
0.5mg L) con . i
A.tequilana b(_:allt? . vitaminas L2, Plamglgls por MS NR 90 Santicgaiz“?u;/gloc; ba
embriogenico hidrolizado de y '
caseina (250) y
glutamina (500)
Tallo y hoja MS + Brotes por
. ) BA (2)/2,4-D (0.5), OD y O], MS 50% y SH Tierra negra .
A. salmiana ('”g(')‘:i){gggﬁ) e | BA1)24D (1), | Plantulas por 50% + tepojal 1:1 44 Gomez, 2010
BA(1)/2,4-D (0.5) ESI
MS +
BA (10)/2,4-D
. . (0.025) Plantulas por Rodriguez- Sahagun
A.tequilana Hoja MSy SH + BA ES| MSy SH NR NR et al., 2011
(0.3)/2,4-D (3)
. MS + BA (2)/ Brotes por Silos-Espino et al.,
A.salmiana Tallo AlIA (0.25) oD MS + AIA (0.2) NR 100 2011
Tallo MS + vitaminas L2 +
A. fourcroydes (segmentos E;'icc?é?:; ((00' 2)); Planltzuéas por MS50% VE;?:?gFi)y 85 Monja-l\/gglé Robert,
transversales) ' ’
A. victoria- MS50% liquido + Brotes por Montejo y Nufiez,
reginae Tallo TDZ (0.05)/BA (1) oD NR NR NR 2016
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Tabla 1.- Continuacién

. Medio de induccion M?d'o (.je Aclimatizacién | Sobrevivencia .
Especie Explante y RCV (mg LY Respuesta enr:(ilzanlj_lltinto (sustrato) () Referencia
mg
Tallo (base) y
Hoja
(segmentos
A. cocui basales y MS + BA (0.3) Callo NR NR NR Chirino et al., 2017
segmentos 24D (2)
medios) de
bulbilos
. MS50% liquido + Brotes por ~
A.d
uranguensis Tallo KIN (10)/AIB (3) oD NR NR NR Flores y Mufioz, 2017

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

AIA: Acido indolacético

AIB: Acido Indolbutirico

ANA: Acido a-naftalenacético
BA: N®-Benciladenina

ESD: Embriogénesis Somatica Directa
ESI. Embriogénesis Somatica Indirecta

KIN: Kinetina

MS: Medio Murashige y Skoog (1962)
MT: N6-(meta-hidroxibencil) adenina
NR: No Reportado

OD: Organogénesis Directa
Ol: Organogénesis Indirecta
SH: Medio Schenk y Hildebrandt (1972)

TDZ: Tidiazuron
Z: Zeatina
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Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

En la propagacion in vitro en el género Agave, las especies que destacan por el nimero de
investigaciones realizadas son: A. sisalana, A. tequilana, A. fourcroydes y A. victoria-reginae,
esta Ultima incluida en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) en la categoria de
“En peligro de extincion”. La mayoria de los reportes se han establecido con aquellas especies
consideradas cultivadas, como las que se utilizan para la produccion de tequila (A. tequilana),
de mezcal (A. atrovirens, A. cupreata, A. inaequidens, A. kamwinskii, A. potatorum), de
aguamiel y pulgue (A. duranguensis, A. salmiana) y obtencion de fibras (A. angustifolia, A.
cantala, A. sisalana, A. vera-cruz, A. fourcroydes); ademas de otras poblaciones silvestres que
son sobreexplotadas por la variedad de usos que se le pueden dar a la planta, incluyendo el
uso ornamental (A. arizonica, A. difformis, A. obscura, A. parrasana, A. pigmaea, A. victoria-
reginae).

En cuanto a las condiciones experimentales utilizadas, predomina el uso del medio MS sélido;
el medio liquido se reportd para la induccién de embriogénesis somatica en A. tequilana
(Santacruz-Ruvalcaba y Portillo, 2009) y la induccion de brotes por organogénesis directa en
A. victoria-reginae (Montejo y Nufiez., 2016) y A. duranguensis (Flores y Mufioz, 2017).

Los RCV que mas se han empleado son auxinas (2,4-D, ANA, AIB, picloram y dicamba) y
citocininas (BA, KIN, TDZ, 2iP y MT), y de éstas han sido ampliamente reportados el 2,4-D y
la BA.

Para la obtencion de explantes se han ocupado principalmente los tallos y las hojas, y en
menor uso el rizoma y bulbilos.

La formacion de brotes por organogénesis directa e indirecta, asi como la embriogénesis

somatica, fueron las respuestas morfogenéticas obtenidas.
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La elongacién y enraizamiento de brotes, o en dado caso la maduracion y germinacion de
embriones somaticos, fue promovida principalmente utilizando medios sélidos; s6lo en A.
sisalana (Nikam, 1997) reportdé el uso de medio liquido para el enraizamiento de brotes,
ademas son pocas las investigaciones que reportan el uso de RCV para promover la
formacion de raices. Respecto al establecimiento de las plantas obtenidas en las diversas

investigaciones, los porcentajes de sobrevivencia se encuentran entre el 44y 100%.

Se ha demostrado que el cultivo de tejidos vegetales ha sido eficiente en la propagacion de
las especies del género Agave. Si bien ya existen reportes para la propagacion de A. salmiana
y A. obscura, en el presente trabajo se exploré la respuesta de los explantes cultivados de

ambas especies en medio solido y liquido.
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Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

JUSTIFICACION
Debido a que Agave obscura y Agave salmiana son especies que han sido utilizadas con fines
ornamentales, y en la explotacion para la elaboracién de bebidas, aunado a la vulnerabilidad
de sus hébitats por el cambio de uso de suelo, sus poblaciones en el campo han disminuido.
Resulta indispensable establecer estrategias para la conservacion de estas especies, tales
como la propagacion por cultivo de tejidos vegetales. Por lo anterior, el presente trabajo
explora la respuesta in vitro de las dos especies en medio sélido y liquido, proponiéndose
como una alternativa viable para la propagacion y obtencién de individuos que pueden ser
destinados a la elaboracién de productos comerciales y al mismo tiempo promover su

conservacion.

OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Inducir la formacion de brotes in vitro en Agave salmiana y Agave obscura

Objetivos particulares
e Promover la germinacion in vitro de semillas de A. salmiana y A. obscura.
e Determinar la mejor concentracion de citocinina/auxina en medio sélido y liquido para
inducir la formacion de brotes a partir de explantes de plantulas germinadas in vitro.
e Determinar el tipo de explante mas regenerativo.

e Promover el enraizamiento de los brotes y su posterior aclimatizacion.
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Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

MATERIALES Y METODOS
Desinfeccion de semillas

Agave salmiana

Se utilizaron semillas de Agave salmiana (Figura 4a) colectadas en mayo de 2011 en el
municipio de Pinos, Zacatecas; se almacenaron en bolsas de papel encerado a una
temperatura de 5°C hasta su siembra en 2014. Las semillas fueron donadas por la Dra. Ana
Laura Lopez Escamilla del Laboratorio Regional de Biodiversidad y Cultivo de Tejidos

Vegetales, Unidad Tlaxcala, del Instituto de Biologia de la UNAM (IB-UNAM).

Las semillas fueron colocadas en un crisol de porcelana y escarificadas sumergiéndolas
durante cinco segundos (repeticiéon 1) y durante diez segundos (repeticion 2) en acido
sulfarico concentrado (H>SO,4). Después, con la ayuda de una piceta, se enjuagaron con agua
destilada, y posteriormente se lavaron en una solucion de agua destilada con tres gotas de
detergente liquido comercial Salvo® (‘libre de cloro”) durante 20 minutos. Al término, se
enjuagaron de nuevo con agua destilada, y se desinfectaron en etanol al 70% (v/v) durante un
minuto y después con una solucién de hipoclorito de sodio al 1.8% (cloro comercial Cloralex®
al 30% v/v) adicionado con Tween 80 (3 gotas/50 mL) durante 30 minutos. Todo el proceso se
llevé acabo en agitacion constante, excepto la escarificacién. Por Ultimo, en condiciones
asépticas, en una campana de flujo laminar, se enjuagaron tres veces con agua destilada

esterilizada, un minuto cada enjuague.
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Agave obscura

Las semillas de Agave obscura (Figura 4b) fueron colectadas en junio de 2011 en

Coyomeapan, Puebla, y almacenadas en bolsas de papel encerado a una temperatura de 5°C

hasta su siembra en 2014. Las semillas
fueron donadas por el Dr. Abisai Garcia

Mendoza del Jardin Botanico del IB-UNAM.

No se realizd escarificacion, ya que en una

prueba exploratoria de germinacion se
observd que no era necesario para esta
especie (A. Y. Pérez, comunicacion personal,
2014). Las semillas se lavaron en 50 mL de
agua destilada con tres gotas de detergente

liquido comercial Salvo® (‘libre de cloro”)

Figura 4. Semillas de Agave salmiana (a) y Agave
obscura (b) (Barra 0.5cm).

durante 20 minutos. Las semillas se enjuagaron con agua destilada y se desinfectaron primero

con etanol al 70% (v/v) durante un minuto, y después con una solucion de hipoclorito de sodio

al 1.2 % (cloro comercial Cloralex® al 20% v/v) adicionado con Tween 80 (3 gotas/50 mL)

durante 30 minutos. Todo el proceso se llevé acabo en agitacion continua. En condiciones

asépticas, en la campana de flujo laminar, las semillas se enjuagaron tres veces con agua

destilada esterilizada, un minuto cada enjuague.

Siembra in vitro de semillas

Para ambas especies, el medio de germinacién de las semillas fue Murashige y Skoog (1962)

a la mitad de concentracién de macro y micronutrimentos (MS50%), sacarosa 15 g L™, carb6n
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activado (CA) 1.5 g L'}, pH 5.7-5.8 y agar bacteriolégico Bioxon® 8 g L™ (Anexo 2). El medio

de cultivo fue esterilizado en una autoclave a 121°C y 1.5 Kg/cm? durante 18 minutos.

Para A. salmiana se sembraron 120 semillas con dos repeticiones (240 semillas en total), y

para A. obscura 120 semillas con tres repeticiones (360 semillas en total).

Se sembraron cinco semillas por frasco (tipo Gerber® con 25-30 mL de medio MS50%) y
fueron incubadas en una camara de ambiente controlado con temperatura de 25+2°C,

fotoperiodo 16/8 h y 30-40 umol ms™ de intensidad luminosa.

El porcentaje de germinacién se evalué diariamente durante 30 dias. Se considerd semilla

germinada cuando emergi6 la radicula.

Obtencion de explantes

Se seleccionaron plantulas germinadas in vitro, con una edad entre cuatro y seis meses a
partir de la fecha de siembra, y longitud de 3 a 4 cm (Figura 5a y 5c). Por cada plantula se
extrajo un explante de tallo y tres explantes de hoja, la raiz y el cotiledon se eliminaron. El tallo
se obtuvo al remover las hojas que lo envolvian. Los explantes de hoja correspondieron al

primer medio centimetro del extremo basal de la misma (Figura 5b, 5d).
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Figura 5. Obtencion de explantes. Plantula de A. salmiana (@) y A.
obscura (c) de cinco meses de edad. Plantulas disecadas de A.
salmiana (b) y A. obscura (d) donde se muestran los explantes de tallo
(T), segmentos basales de hoja (H), cotiledén (C) y raices (R). Barra= 1
cm

Ensayo preliminar (MS sdlido + BA/ANA)

En el cultivo in vitro del género Agave se han utilizado diferentes explantes (tallo, hoja,
cotiledones y rizomas), distintos medios de cultivo (MS, SH, Gamborg y White) y reguladores
de crecimiento (BA, 2,4-D, ANA, KIN, TDZ, AIA) en distintas concentraciones. De acuerdo con
lo anterior, se realiz6 un ensayo exploratorio utilizando los explantes (tallo y hojas), el medio
de cultivo (MS) y reguladores de crecimiento (BA y ANA) que han mostrado buenos

resultados, lo que ha sido reportado en la literatura (Tabla 1).

Se utilizaron cinco concentraciones puntuales de BA/ANA (0.5/0.1, 3/0, 3/1 y 5/1 mg L)
incluyendo el grupo control (0/0), estas combinaciones se adicionaron a medio MS sélido con
sacarosa 30 g L, pH 5.7-5.8, y agar bacteriolégico Bioxon® 8 g L. Se emplearon explantes
de tallo y segmentos basales de hoja de plantulas de 16 meses de edad de A. salmiana y de

plantulas de seis meses de edad de A. obscura. Para cada tratamiento hormonal se
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sembraron cinco explantes de tallo y 15 explantes de hoja, se colocaron 5 explantes por

frasco.

Los cultivos se incubaron a 25+2°C, fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad e intensidad luminosa de
30-40 pmol m?st. Se evaluaron semanalmente durante cinco meses para observar las

respuestas morfogenéticas.

Medio de induccién MS liquido y sdlido

Explantes de tallo y segmentos basales de hoja de ambas especies se sembraron en medio
MS liquido o sélido suplementados con BA (0, 0.5, 1, 2, 3, 5mg L) y ANA (0 y 0.5 mg L), pH
5.7-5.8, sacarosa 30 g L, agar Bioxon® 8 g L™* (medio s6lido) y puentes de papel filtro para el

medio liquido, haciendo un total de 12 tratamientos para cada tipo de medio.

El nimero de explantes de tallo varié de acuerdo a la disponibilidad de plantulas con la talla
(3-4 cm de altura) y edad (4-6 meses) adecuadas, mientras que para los explantes de hoja
estuvo en funcidon del numero de hojas desarrollas por cada plantula. En A. salmiana en cada
tratamiento de medio liquido se sembraron siete explantes de tallo y 21 explantes de hoja, y
doce explantes de tallo y 30 explantes de hoja en medio solido. En A. obscura, se sembraron
cinco explantes de tallo y 20 explantes de hoja por cada tratamiento en ambos medios MS
(liquido y sdlido).

Los explantes se incubaron a 25°+2C, fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad, e intensidad luminosa
de 30-40 pmol m?s™. Los cultivos se revisaron semanalmente durante cinco meses para

observar las respuestas morfogenéticas.
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Control de la oxidacion en A.obscura

En el caso de los tejidos que fueron cultivados en medio MS sdélido se emple6 en ellos una
solucién antioxidante, compuesta de la mezcla de acido ascérbico y acido citrico, ambos a
una concentracion de 250 mg L?, pH 5.8, que se esterilizd por filtracion empleando
membranas Millipore® de 0.45 pm. Ambos tipos de explantes fueron remojados 30 minutos en

la solucién antioxidante previo a su siembra en medio soélido.

Elongaciéon y enraizamiento

Para promover la elongacion y el enraizamiento, los brotes obtenidos fueron subcultivados a
un medio basal, sin reguladores del crecimiento. Los brotes procedentes del ensayo preliminar
fueron transferidos a medio MS sélido después de permanecer cinco meses en el medio de
induccion.

Los brotes generados en los diferentes tratamientos hormonales fueron individualizados y
subcultivados después de permanecer cinco meses en el medio de induccion. Los
procedentes de medio MS sdlido, a medio MS a la mitad de su concentracion de macro y
micronutrimentos, sacarosa 15 g L™, pH 5.7-5.8, agar bacteriologico Bioxon® 8 g L™ y carbén
activado (CA) 1.5 g L™t (MS50% sdélido), mientras que los brotes procedentes del medio de
induccién MS liquido se transfirieron a frascos Gerber® con Agrolita® (agrolita) humedecida

con 25 mL de medio MS50% liquido.

Los brotes que mostraron signos de hiperhidratacion fueron subcultivados en medio MS50%

sélidocon CA15gL™

Los cultivos permanecieron cinco meses en incubacion a 25+2°C, con fotoperiodo 16/8 h

luz/oscuridad y 30-40 pmol m2s™ de intensidad luminosa.
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Aclimatizacion

Las raices de los brotes se lavaron con agua destilada y se sumergieron durante cinco
minutos en fungicida Captan (1gL™); sin enjuagar esta ditima solucién, se sembraron en
charolas de plastico transparente con tapa. El sustrato empleado fue una mezcla de agrolita y

tierra negra (1:1), el cual se esterilizé6 a 121°C y 1.5 Kg/cm? durante 15 minutos.

Antes de ser llevados a un invernadero todos los brotes enraizados fueron pre-aclimatizados
en un cuarto de incubacion (28-30°C, 16/8 h luz/oscuridad y 30-40 umolm™s™). En el caso de
A. salmiana, los brotes enraizados en MS sélido y MS liquido con agrolita permanecieron
cinco meses, los que enraizaron en MS50%+CA sdlido s6lo un mes. Los brotes de A. obscura
enraizados en MS liquido con agrolita y MS50%+CA solido se pre-aclimatizaron cinco meses,
mientras que los del ensayo preliminar un mes. Los primeros dos meses, las charolas
permanecieron cerradas, al tercer mes se perforaron las tapas de las charolas, y a los cuatro

meses la tapa de la charola se abrié ligeramente (3 cm de apertura).

Concluido el tiempo correspondiente en el cuarto de incubacion, se llevaron al invernadero de
la Facultad de Ciencias de la UNAM, en donde las charolas permanecieron destapadas por
completo. Después de un afio, las plantas se transfirieron a bolsas individuales. En todos los
casos, durante los primeros dos meses, se regaron aproximadamente cada tres dias vigilando
gue el sustrato no estuviese muy humedo para disminuir la posibilidad de contaminacién
fingica, cuando esto se presentd, la parte afectada se rocié con Captan (1 g L™). En los

altimos tres meses el riego se hizo una vez por semana.
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Anélisis estadistico

*

« Germinacion de semillas

Se registr6 diariamente el nimero de semillas germinadas durante un mes. Se considerd
como criterio de germinacion la emergencia de la radicula. Los resultados son presentados
como porcentaje. Para la obtencion del porcentaje de germinacion se dividié el nimero de
semillas germinadas (NSG) entre el numero de semillas sembradas, y el cociente se multiplico

por 100 como se muestra en la siguiente formula:

Germinacién (%) = 20 x 100
erminacion 0 _NSS

Se realizd una prueba T-student para muestras independientes, para determinar el mejor
tratamiento de escarificacion en las semillas de A. salmiana.
% Induccion de brotes

Se obtuvieron el promedio y error estandar del nimero de brotes por cada tratamiento
hormonal y medio de cultivo. Se realizd una prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) para
comprobar la distribucion normal, y debido a que los datos no presentaron una distribucion
normal se transformaron logaritmicamente usando la férmula X= In (X+1). Para comparar los
datos entre grupos, se utilizé la prueba ANOVA vy la prueba post hoc de Tukey para encontrar
las diferencias significativas entre grupos (entre tratamientos y medios de cultivo). Los andlisis
y las graficas se elaboraron con el programa SPSS Statistics ver. 24 (2016) y las gréaficas con

Microsoft Excel (2010).

En la figura 6 se puede observar de manera general la metodologia seguida en este trabajo.
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Propagacion in vitro de agaves

Agave salmiana

i

‘ Escarificacion y desinfeccion de semillas ‘

Germinacion in vitro
de semillas —_—
(4-6 meses)

| Medio MS 50% + CA 1.5 g-L" |

Plantulas

i

Agave obscura |

I Desinfeccion de semillas |

| Medio MS 50% + CA 1.5 g-L" |

[

Medio MS liquido + Medio MS soélido + BA
BA (0, 0.5, 1, 2, 3, 5) (0,0.5,1, 2, 3, 5)
— JANA(0 y 0.5) mg-L IANA(0 y 0.5) mg-L-!

Induccion de
organogenesis
in vitro
(5 meses)

Medio MS liquido + BA
(0,0.5,1, 2, 3,5)
ANA(0 y 0.5) mg-L-1

Elongacién y
enraizamiento —_—
(5 meses)

Medio MS50% liquido Medio MS50% sdlido
con agrolita +CA15¢gL?

|

Medio MS soélido + BA (0,
0.5,1, 2, 3, 5)/
ANA(0 y 0.5) mg-L1
Tratamiento antioxidante

Medio MS50% liquido
con agrolita

Medio MS50% sélido
+CA15gL"

l

l

Transferenciaa
sustrato* en charolas
de plastico de plastico
(5 meses) (1 mes)

Transferenciaa

Pre aclimatizacion sustrato® en charolas

(cAmaras ambientales)

— | (

Transferenciaa Transferenciaa

Aclimatizacion — sustrato” en bolsas sustrato® en bolsas

(invernadero) individuales individuales

Transferenciaa
sustrato* en charolas
de plastico
(5 meses)

Transferenciaa
sustrato* en charolas
de plastico
(5 meses)

Transferenciaa
sustrato® en bolsas

Figura 6. Método para la propagacion in vitro de Agave salmiana y Agave obscura.

*El sustrato utilizado fue tierra negra y Agrolita® (1:2).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién in vitro de semillas
Las técnicas de desinfeccion empleadas para ambas especies fueron exitosas debido a que

no se presentd contaminacion.

Agave salmiana

La germinacion de las semillas de A. salmiana inicié con el rompimiento de la cubierta seminal
y la emergencia de la radicula, en promedio, a los cinco dias de cultivo (Figura 7a), a partir de
la radicula se comenzaron a formar pelos radiculares en los primeros siete dias (Figura 7b),
posteriormente surgié el hipocétilo de color blanco (Figura 7c) que después de diez dias se
torné a color verde (Figura 7d); a los 12 dias la raiz se introdujo dentro del medio de cultivo
(Figura 7e). Dos semanas después de la germinacion, el cotiledén alcanzaba un intervalo de
longitud de 4-5 cm. A la cuarta semana el epicétilo inicié su crecimiento y se desarroll6 la
primera hoja (Figura 7f y 7g). A los cinco meses, las plantulas median de 3-4 cm de altura y

habian desarrollado varias hojas.

En esta especie las semillas germinaron rapido y se registraron altos porcentajes de
germinacion (93 y 96%) lo que indica que después de tres afios de su colecta y
almacenamiento las semillas conservaron su viabilidad, reiterando lo que menciona Sanchez-
Urdaneta et al. (2002), que las semillas de A. salmiana no presentan latencia, y su
germinacion es rapida y uniforme. El tiempo de la emergencia de la radicula (cinco dias de

cultivo) coincide con lo reportado para la misma especie por Pefia-Valdivia et al. (2006).
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Figura 7. Germinacion y desarrollo de plantulas in vitro de A. salmiana en medio MS50%. Se sefiala con
flechas: emergencia de la radicula (a), desarrollo de pelos radiculares e hipocétilo (b, ¢, d, e), desarrollo del
cotiledon (), primeras hojas a partir del epicétilo (g) (Barra= 1 cm).

Malda y Ruiz (2004), reportan la emergencia de la radicula de A. salmiana a los tres dias de

cultivo en medio MS adicionado con 7/1 mg L' BA/ANA y en medio MS basal a los cinco dias.
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Si bien, en este caso el uso de RCV acort6 el inicio de la germinacién in vitro, éstos no son

estrictamente necesarios para que ocurra este proceso en A. salmiana.

De los ensayos de escarificacion con &cido sulfirico concentrado (H2SO,) realizados en
A. salmiana, se registro el 93.33% de germinacion con cinco segundos de escarificacion y el
96.66% con 10 segundos. Para ambos tratamientos el inicio de la germinacion fue al quinto
dia. Con el tratamiento de cinco segundos la germinacién se fue incrementando
paulatinamente durante el tiempo de incubacién; en cambio, con el tratamiento de 10
segundos, se observaron dos incrementos importantes: del quinto al octavo dia (37%) y del
décimo al décimo tercer dia (72% a 90%), logrando su asintota a los 21 dias (96.66%), menor
tiempo registrado que con el tratamiento de cinco segundos que la adquiere hasta el dia 21
con 93.33% de germinacién (Grafica 1). Estadisticamente, la prueba T-student indic6 que no
existen diferencias significativas (T=.443, P>0.05) entre los tratamientos de escarificacion.
Con cinco segundos de escarificacibn en promedio se obtuvieron 71.90+6.35 semillas

germinadas, y con 10 segundos 85.41+6.60 semillas.

Los porcentajes de germinacion in vitro fueron similares a los reportados por Malda y Ruiz
(2004) con A. salmiana, donde obtuvieron el 87% utilizando medio MS, para la misma especie
GoOmez (2010) reporté el 93% en medio MS50%. En ambos trabajos no emplearon carbon
activado ni la escarificacion. De acuerdo a lo anterior, las semillas de A. salmiana no requieren
de la escarificacion para su germinacion in vitro, sin embargo, ésta puede promover un mayor

porcentaje y acortar el tiempo de este proceso.

42

Rosa Mauricio Salgado



Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

100

90

80

70

60

50

40

Germinacioén (%)

30

20

10

T T 1T 17T T 1T 7T 1T 7T

——
—

AT
J

T

Il
w[

[IE

—

i

1
T_| _4L

AN
A
N

===5 segundos

10 segundos

IITT]

1 23 456 7 8 910111213 14151617 1819 2021 22 2324 25 2627 28 29 30

Tiempo (dias)

Gréfical. Curvade germinacion acumuladain vitro de semillas de A. salmiana escarificadas con
H,S04. Con 5 segundos se obtuvo el 93.33% y con 10 segundos el 96.66%. Siembra en medio MS50%
con CA15 gL

Durante el desarrollo de las plantulas in vitro, los cotiledones alcanzaron en promedio cuatro

centimetros de altura a los 15 dias de iniciada la germinacién, y a los 25 dias ya se

habiandesarrollado las primeras hojas. En contraste, Vazquez et al. (2011) observaron para la

misma especie, que el cotiledon comenzé su desarrollo a los 13 dias después de la siembra y

alcanz6 una longitud maxima de tres centimetros, mientras que el desarrollo de las hojas

ocurrid a los 31 dias, esto en plantulas de A. salmiana germinadas en invernadero, en

contraste con las germinadas in vitro, en el presente trabajo, donde las hojas surgieron a las

dos semanas (Figura 7f). De acuerdo a Malda y Ruiz (2004), el cultivo in vitro puede acelerar

la germinacion y desarrollo de las plantulas.

Rosa Mauricio Salgado

43



Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

Agave obscura

La germinacion de A. obscura inicié con el rompimiento de la cubierta seminal y el surgimiento

de la radicula a los cuatro dias de cultivo (Figura 8a). La radicula se sumergio en el medio de

cultivo en los primeros seis dias, posteriormente se desarrollé el hipocétilo, que primero fue de

color blanco (Figura 8b) y después se tornd de color verde (Figura 8c). Dos semanas despuées

el cotiledén alcanzaba una altura de 1-2 cm, a la tercera semana el epicétilo inici6 su

desarrollo con la aparicion de la primera hoja. A los cinco meses, las plantulas median entre

2-3.5 cm de altura y habian desarrollado varias hojas (Figura 8d).

Hipocotilo

‘.

Rosa Mauricio Salgado

Figura 8.
Germinacion y
desarrollo de
plantulas in vitro de
Agave obscura en
medio MS50%. Se
sefala con flechas:
emergencia de la
radicula (a);
desarrollo del
hipocétilo (b, c),
primeras hojas a
partir del epicétilo
(d) (Barra= 0.5 cm).
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En A. obscura se registr6 46.11% de germinacién. La germinacion inicio al cuarto dia,
incrementandose gradualmente durante el tiempo de incubacion. Se observé un aumento en
el porcentaje en el séptimo dia (entre 30-40%), y para el décimo octavo dia alcanzaron su

maximo porcentaje de germinacion (Grafica 2).
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Grafica 2. Curva de germinacién acumulada in vitro de A. obscura. Se obtuw 46.11% de germinacién
en medio MS50% con CA 1.5 g L™
Dominguez (2009), reporta para A. obscura el 100% de germinacion in vitro, entre los 30-45
dias las plantulas alcanzaron una altura de 3-6 cm. Comparandolo con el mayor porcentaje
obtenido (48.33%) y la altura de las plantulas de 2-3.5 cm después de cinco meses, es
probable que la diferencia se deba al medio de cultivo empleado para la germinacion, ya que
Dominguez (2009) utilizd medio MS basal y en el presente trabajo fueron germinadas en el

mismo medio pero a la mitad de su concentracion, lo cual puede indicar que A. obscura

45

Rosa Mauricio Salgado



Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

requiere de una mayor cantidad de nutrientes para su germinacién y el 6ptimo desarrollo de

las plantulas.

Las semillas de A. obscura usadas en este experimento fueron colectadas y almacenadas
aproximadamente tres afios. Dominguez (2009) menciona que las semillas que utilizé fueron
adquiridas con proveedores, por lo cual no se definid el origen, tiempo y condiciones de
almacenamiento, lo que pudo influir en el porcentaje de germinacién que reporta (100%). En
general, existen pocos estudios sobre la viabilidad de semillas de Agave, en otras especies de
plantas suculentas como las cactaceas se ha encontrado que la pérdida de viabilidad de las
semillas bajo condiciones de laboratorio (longevidad potencial) puede ser muy variable entre
las distintas especies, mientras que para algunas especies la viabilidad decrece
considerablemente durante un afio, otras pueden mantenerla por mas de 5 afios (Rojas-
Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000).

Ramirez-Malagon et al. (2008), registraron explantes de A. obscura a partir de plantulas
germinadas in vitro, sin embargo, no reportan los porcentajes de germinacién ni tampoco

mencionan la escarificacion de las semillas.

De acuerdo con lo mencionado, seria importante hacer estudios que evallen la viabilidad y si
se requiere un tratamiento de escarificacion de semillas de A. obscura, para promover

mayores porcentajes de germinacion.

Un problema frecuente de las especies del género Agave es el bajo establecimiento de
plantulas germinadas en condiciones silvestres, esto se debe a que tienen una cantidad baja
de reservas, poca capacidad de absorcion de agua, aunado a los cambios de temperatura y
variaciones microclimaticas, que pueden causar la muerte del embrion y, por ende, la poca
viabilidad de las semillas (Gentry, 1982; Arizaga, 1998). La importancia de la propagacién

46

Rosa Mauricio Salgado



Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

mediante semillas radica en la enorme cantidad de semillas que produce un solo quiote, por lo
gue se puede obtener una gran cantidad de plantas en un breve periodo. La germinacion in
vitro de semillas representaria una alternativa viable para la obtencion de plantulas con
material genético recombinado, en dado caso que esta variabilidad se requiera en algun
programa de conservacion de las especies de Agave. Como ya se mencion0, el cultivo in vitro
favorece la germinacion y el desarrollo de las plantulas, ademas es posible obtener plantulas
de tallas homogéneas (Ramirez-Malagén et al., 2008), aunque en A. obscura se obtuvo un
porcentaje de germinacion in vitro menor al 50%, este proceso seria una alternativa para su

propagacion.

Formacion de brotes

En A. salmiana y A. obscura la formacién de brotes ocurrié via organogénesis directa e
indirecta en ambos tipos de explantes (tallo y region basal de hoja). Los trabajos publicados
con el género Agave destacan el uso de BA, en comparacion a otras citocininas, ésta ha sido
efectiva en la formacion de brotes via directa (Robert et al., 1987; Powers y Backhaus, 1989;
Binh et al., 1990; Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999; Hazra et al., 2002; Nikam et al., 2003;
Toribio 2005; Valenzuela-Sanchez et al., 2006) y via indirecta (Das, 1992; Nikam, 1997,
Enriqguez del Valle et al., 2005; Aureoles-Rodriguez et al., 2008; Gémez, 2010; Silos-Espino et
al., 2011). En el cultivo in vitro de agaves prevalece el uso de 2,4-D, sin embargo, se han
reportado otras auxinas como AIB, AIA, Dicamba, Picloram y ANA. Esta dltima reportada para
la induccion de brotes via organogénesis indirecta (Power y Backhaus, 1989), brotes via
organogénesis directa (Nikam, 1997) y para la obtencion de embriogénesis somatica indirecta

(Tejevathi et al., 2007).
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En ambas especies la respuesta se observd en todas las concentraciones del ensayo

preliminar de BA/ANA 0.5/0.1, 3/0, 3/1 y 5/1 mg L™ en medio MS, excepto en el control.

Agave salmiana

La formacion de brotes fue por organogénesis directa. En ambos tipos de explantes la
respuesta fue visible hasta la cuarta semana de cultivo, inicialmente se observo el desarrollo
de protuberancias en la superficie del tejido en la parte basal de los explantes, estas
protuberancias de color verde posteriormente se fueron alargando, a la quinta y sexta semana
estas formaciones se elongaron y en el 4pice se presentaba una bifurcacién, a partir de la cual
se desarrollaron las hojas a la séptima semana. A las ocho semanas los brotes median entre
0.5-1.5 cm (Figura 9). En ambos tipos de explantes se observd un cambio en el color, de
verde a café, probablemente como consecuencia del dafio a los tejidos al momento de la
diseccion (Figura 9b), no obstante, este aspecto oxidado no limitd el desarrollo de los brotes.
La parte basal en contacto con el medio de cultivo se desorganizé formando un escaso callo
de aspecto friable (desmenuzable), que no intervino en el desarrollo de los brotes. El grupo
control no generd ninguna respuesta morfogenética, sélo se observd el oscurecimiento de los
tejidos, a pesar de que el tejido vegetal no presentd sintomas de necrosamiento, este

tampoco presentd ningun desarrollo.
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Figura 9. Formacion de brotes en A. salmiana via organogénesis directa en ensayo preliminar. A partir
de explantes de tallo con BA/ANA 0.5/0.1 mg Lt (@), y a partir de explantes de hoja, con BA/ANA 5/1 mg Lt
se observa la formacion de callo en la parte basal del explante (b) (Barra = 0.5cm).

En explantes de tallo el mayor nimero de brotes se generé con BA/ANA 5/1 mg L™, 4 brotes
promedio por explante (Grafica 3). En el tratamiento control, la respuesta fue nula para los dos
tipos de explantes, lo que nos indica que es necesaria la presencia de fitorreguladores

exodgenos para promover alguna respuesta morfogenética.
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Grafica 3. Numero de brotes por explante de tallo y hoja de A. salmiana
obtenidos en los diferentes tratamientos de BA/ANA, después de cinco meses de
cultivo.
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El tallo fue el explante méas regenerativo. En las cuatro combinaciones hormonales
ensayadas, se registré6 un promedio de 0.5 a 4 brotes por explante. En BA/ANA 0.5/0.1 mg L*
el nimero promedio de brotes por explante fue de 1.5 y en ausencia de auxina 3/0 mg L*
disminuyé a 0.7. El nimero de brotes por explante se incrementd de 3 a 4 al aumentar la
concentracién de la citocinina siempre con la presencia de la auxina. Es evidente que la

combinacion citocinina/auxina les fue mas favorable.

En el explante de hoja, en todos los tratamientos se observd poca formacién de brotes, el
promedio de brotes obtenidos fue por debajo de 0.5 y no se define una tendencia como en el
caso de los explantes de tallo (Grafica 3). Sin embargo, aqui se demuestra el potencial
regenerativo de la region basal de hoja. Es posible que este tipo de explante requiera
concentraciones mas elevadas de citocinina/auxina, o bien, diferentes RCV para promover

respuesta morfogenética.

Agave obscura

La formacion de brotes por organogénesis directa se observd a la cuarta semana de cultivo.
La produccion de los brotes inici6 como una protuberancia en la base de los explantes, la cual
a la quinta semana se elongo, y durante la séptima y octava semana de cultivo a partir del
apice de esta estructura se desarrollaron las hojas. A las ocho semanas los brotes median
entre 0.5-1 cm (Figura 10a). Durante la primera semana, el 30% de los explantes cultivados
(tallos y hojas) presentaron necrosis por oxidacién, lo que resultd una limitante para lograr su

propagacion debido a la pérdida de material vegetal (Figura 10d).

Para A. sisalana, Nikam (1997) reportd el cultivo de explantes de tallo y rizoma, en distintos

medios de cultivo (MS, SH, Gamborg y White) adicionados con KIN y ANA, este autor
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encontr6 que fue en el medio MS donde obtuvo los mejores resultados para la formacion de
brotes (11-27 brotes por explante). En el presente trabajo no se experimentd con distintos
medios de cultivo, pero se observdO que en A. obscura el uso de medio MS sélido fue
favorable, ya que si hubo respuesta morfogenética tanto en el explante de tallo como en el de

hoja.

Figura 10. Formacién de brotes via organogénesis directa de A. obscura en el ensayo preliminar. A
partir de explante de tallo (de 30 a 60 dias de cultivo) BA/ANA 3/1 mg L* (a, b), formacién de brotes en la
parte superior del explante BA 3 mg L* (c). Oxidacién y necrosis del explante (d) (Barra= 0.5 cm).

El explante méas regenerativo fue el tallo, el grupo control no generé respuestas
morfogenéticas, y fue evidente que la presencia de la citocinina es importante para promover
la formacién de brotes (Figura 10b). Los tratamientos que formaron el mayor nimero de

brotes fueron BA/ANA 3/1 (3.4 brotes por explante) y 3/0 (2.4 brotes por explante), sin
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embargo, al incrementar la concentracion de la citocinina a 5/1, el promedio disminuy6 a 1
brote por explante, valor ligeramente superior al obtenido en la combinacion 0.5/0.1 (0.4

brotes por explante).

El explante de hoja fue un poco menos regenerativo, obteniéndose el mayor promedio en la
combinacion BA/ANA 3/0 (2 brotes por explante) seguidas de las combinaciones 5/1 y 3/1 con
1.5 brotes por explante y 1.2 brotes por explante, respectivamente. Concentraciones bajas de

citocininas también disminuyeron la formacion de brotes como en los explantes de tallo

(Gréfica 4).
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Grafica 4. Nimero de brotes por explante de tallo y hoja de A. obscura obtenidos en
los diferentes tratamientos de BA/ANA, después de cinco meses de cultivo.

Formacion de brotes en medio MS liquido y sélido

Agave salmiana

La generacion de brotes en medio MS liquido se observd a partir de la segunda semana de

incubacion, a la quinta y sexta semana los brotes tenian una altura de 1 cm en promedio y
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desarrollaron sus primeras hojas (Figura 1l1a). Al cuarto mes de incubacion los brotes
alcanzaban una altura de 4.5 cm en promedio. Durante su desarrollo algunos brotes crecieron
por debajo del papel filtro (Figura 11b). Al quinto mes de incubacion los brotes median 5 cm

de altura en promedio.

Figura 11. Organogénesis directa en explantes de tallo de A. salmiana en medio MS liquido. Desarrollo de
brotes con el tratamiento BA 0.5 mg Lt (@) (Barra= 0.5 cm). Formacion de brotes por debajo del papel filtro, con
BA 2 mg Lt (b) (Barra= 1 cm).

En medio sdlido, la organogénesis directa se observo a partir de la cuarta semana de cultivo
(Figura 12). En la sexta semana de incubacidon los brotes tenian una altura de 1 cm en
promedio, y presentaban sus primeras hojas. Al quinto mes de incubacion los brotes

alcanzaban una altura de 4 cm en promedio.
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Figura 12. Brotes de A. salmiana en medio MS sélido. Formacion de brotes en explante de tallo con BA/ANA
3/0.5 mg L? (a); brotes a partir de un explante de hoja con BA 5 mg Lt (b), después de cuatro meses de
incubacion. (Barra= 0.5 cm).

Hvoslef-Eide y Preil (2005), sefialan que una de las ventajas del empleo del medio liquido es
gue se promueven tasas rapidas de crecimiento. En A. salmiana, se observd que en medio

liquido el inicio de la organogénesis y desarrollo de los brotes se presentd dos semanas antes

gue en el medio sdlido.

Fue posible observar que tanto en medio liquido como en sélido no hubo desarrollo de brotes
en el grupo control, lo que se presenté fue oxidacion en el area de corte de los explantes, y no
hubo cambios en el tamafio o0 apariencia. Los explantes de tallo produjeron mayor nimero de
brotes por tratamiento en medio liquido que en medio solido. Es evidente el efecto de los
reguladores de crecimiento, se observa que en la concentracion de BA 2 mg L™ se obtiene el
mayor ndmero de brotes (5) pero al ser méas alta la concentracion de la citocinina (3 y 5 mgL™)
el numero de brotes disminuy6 a 2 y 0.86, respectivamente. Al combinarse la citocinina/auxina
se observd un comportamiento similar, alcanzando la mayor formacién de brotes (4.14) con
BA/ANA 2/0.5 mg L?, y a concentraciones mayores el nimero de brotes fue menor. Se puede

determinar que en el medio liquido se obtuvo mayor nimero de brotes debido a que los
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nutrimentos, y en este caso los reguladores de crecimiento se encuentran mas disponibles

para el tejido, siendo las concentraciones 6ptimas BA 2 mg L™* y BA/ANA 2/0.5 mg L (Gréfica

5).
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Grafica 5. NUmero de brotes de A. salmiana en medio MS liquido y sélido. Brotes formados en explantes de
tallo con distintas concentraciones de BA/ANA, después de cinco meses de cultivo.
En explantes de tallo cultivados en medio liquido, el analisis estadistico mostré que existieron
diferencias significativas entre los tratamientos y el nimero de brotes (F=3.032, P<0.05),
segun la prueba de Tukey, se conformaron tres grupos, diferenciados por a, ab, y c (Tabla 2).
En dos de los tratamientos se observaron respuestas favorables en cuanto a la formacion de
brotes: en BA 2 mg L™ con 5 brotes en promedio (35 brotes totales) y BA/ANA 2/0.5 mg L™
4.14 brotes en promedio (29 brotes totales).
Para el explante de tallo en medio sélido existen diferencias significativas (F=2.617, P<0.05),
de acuerdo a la prueba de Tukey, se conformaron tres grupos, diferenciados por a, ab, y ¢

(Tabla 2). Los tratamientos que presentaron la mayor cantidad de brotes, fueron BA/ANA 3/0.5
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mg L* con 1.92 brotes promedio (23 brotes totales), BA 2 mg L™* con 1.75 brotes promedio (21
brotes por tratamiento), BA 0.5 mg L™ con 1.25 brotes promedio (15 brotes por tratamiento), y
BA/ANA 2/0.5 mg L™ con 1.17 brotes promedio por explante (14 brotes por tratamiento).

Tabla 2. Numero promedio de brotes en explantes de tallo de A. salmiana, después de 5 meses

de induccion.

Concentracion o L.
(mg L'l) Medio liquido Medio solido
BA ANA Brotes. por Brotes por explante Brotes. por Brotes por explante

tratamiento (media * ES) * tratamiento (media * ES) *

0 0 0 0.00 +* 0.00 c 0 0.00 + 0.00
0.5 0 13 186 + 0.94 ab 15 1.25 £+ 031 a
1 0 12 1.71 + 0.68 ab 16 1.33 + 0.54 ab
2 0 35 5 £ 129 a 21 1.75 + 0.46 a
3 0 15 214 + 0.60 ab 10 0.83 = 0.27 ab
5 0 6 0.86 + 0.46 ab 11 0.92 + 0.34 ab
0 0.5 7 1 + 072 ab 7 0.58 + 0.15 ab
0.5 0.5 5 071 += 042 ab 12 1 + 0.28 ab
1 0.5 4 057 = 0.30 ab 9 0.75 + 0.28 ab
2 0.5 29 414 + 099 a 14 1.17 + 0.24 a
3 0.5 21 3 = 201 ab 23 1.92 £+ 058 a
5 0.5 13 1.86 += 122 ab 11 0.92 + 0.34 ab

Media * error estandar

*Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05).
De acuerdo al analisis, en los explantes de Hoja no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos.

Silos-Espino et al. (2011) reportaron para A. salmiana la formacion de 20.3 brotes por
explante con BA/AIA 2/0.25 mg L. Como se puede observar en la tabla anterior, en este
trabajo una concentracién similar (BA/ANA 2/0.5 mg L) produjo 4.14 brotes por explante
utiizando medio liquido y los explantes de aproximadamente 0.5 cm de espesor y 0.3 cm de
grosor obtenidos de plantulas de 4-6 meses de edad, en cambio, Silos-Espino y
colaboradores utilizaron cilindros de tallo de 0.2 a 0.4 cm de espesor y 2 cm de grosor de

plantas de 2-3 afios de edad, lo cual probablemente influyd en el nimero promedio de brotes
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generados de A. salmiana en estas dos investigaciones, debido al tamafio de la superficie del

explante para la formacion de los brotes.

En los explantes de hoja de A. salmiana hubo escasa respuesta morfogenética, en ambos
medios de cultivo. Para la misma especie Malda y Ruiz (2004) obtuvieron 2 brotes por
explante de hoja en concentraciones BA/ANA 3/0.1 a 7/0.1 mg L™ y Gémez (2010) reporté la
formacion de brotes con BA en 5y 10 mg L' obteniendo 8 y 6 brotes por explante
respectivamente. Es posible que en los explantes de hoja se requiera de concentraciones mas

altas de citocinina para promover la respuesta organogénica como lo anteriormente citado.

Agave obscura

La generacion de brotes en medio MS liquido (Figura 13) se observé a partir de la tercera
semana de incubacion, durante la séptima semana los brotes presentaban sus primeras hojas
y una altura promedio de 1 cm, la organogénesis de los brotes se dio en la superficie del papel
filtro como por debajo de este. Al quinto mes los brotes alcanzaron una altura promedio de

cuatro centimetros.

Figura 13. Brotes por
organogénesis directa a partir
de tallo de A. obscura en
medio MS  liquido con
BA/ANA 2/0.5 mg L™ a los 60
dias de cultivo (Barra= 0.5
cm).
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En el medio MS sdlido, la generacion de brotes (Figura 14) se observd durante la cuarta
semana de cultivo. En la séptima semana los brotes en promedio median 1 cm de altura y
presentaban sus primeras hojas. Al quinto mes de incubacion los brotes median 3.5 cm en

promedio.

Figura 14. Brotes de A. obscura en medio MS sdlido. Formacién de brotes mediante organogénesis directa a
partir de explante de tallo con BA/ANA 0.5/0.5 mg Lt (@ y 5/0.5 mg Lt (b), después de dos meses de cultivo
(Barra= 0.5 cm).

En esta especie, en ambos medios de cultivo el explante de tallo produjo brotes en todos los
tratamientos con reguladores de crecimiento, en el grupo control no se observo respuesta. En
general, ambos explantes generaron mayor nimero de brotes en el medio sélido que en el
medio liquido.

En el medio sélido se observd que las bajas concentraciones de BA ensayadas generaron
mayor cantidad de brotes BA 0.5 (6.2) que las altas concentraciones de BA3y5mgL™* 3.8y
3.2 respectivamente), y se dio un efecto sumatorio al combinar BA/ANA, debido a que hubo
un incremento en el nimero de brotes al interactuar ambos reguladores, siendo el mejor

tratamiento BA/ANA 3/0.5 mg L™ (12.8) (Gréafica 6). En medio liquido la formacién de brotes
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fue menor, la mejor combinacion fue BA/ANA 2/0 mg L™ (4.2) seguido de BA/ANA 2/0.5 mg L™

(3.8) (Grafica 6).

18
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_ EMedio liquido

z En ? ‘i _ililAi[ _i ]

00 050 0o 20 30 50 0/050505 105 205 3/05 505
Tratamiento BA/ANA (mg L-1)

Numero de brotes

Grafica 6. Numero de brotes en explantes de tallo de A. obscura con BA/ANA, después de cinco meses
de cultivo.

En el explante de tallo sembrado en el medio liquido no existieron diferencias significativas
(F=1.525, P>0.05), la mayor cantidad de brotes se presenté con BA 2 mg L™ (21 brotes por
tratamiento).

El andlisis estadistico mostr6 para el explante de tallo en medio solido diferencias
significativas entre los tratamientos y el nimero de brotes (F= 2.051, P<0.05). De acuerdo a la
prueba de Tukey, se conformaron tres grupos, diferenciados por a, ab y ¢ (Tabla 3). En el
tratamiento 3/0.5 mg L™ de BA/ANA se formaron 12.8 brotes promedio por explante (64 brotes

por tratamiento).
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Tabla 3. Namero promedio de brotes en explantes de tallo de A. obscura, después de 5 meses

de induccion.

Concentracion S L.
(Mg L'l) Medio liquido* Medio sélido
BA ANA Brotes. por Brotes p9r explante Brotes. por Brotes por explante

tratamiento (media + ES) tratamiento (media + ES) *

0 0 0 0.00 £+ 0.00 0 0.00 £ 0.00 c
0.5 0 2 04 = 0.25 31 6.2 + 174 ab
1 0 4 0.8 = 0.37 23 46 + 218 ab
2 0 21 42 + 0.30 25 5 + 278 ab
3 0 5 1 = 032 19 3.8 + 278 ab
5 0 20 4 + 2.03 16 3.2 + 296 ab
0 0.5 4 0.8 + 0.37 6 1.2 £+ 0.37 ab
0.5 0.5 7 1.4 + 0.93 14 28 = 136 ab
1 0.5 11 22 + 0.58 11 22 + 15 ab
2 0.5 19 3.8 = 222 27 54 + 1.72 ab
3 0.5 6 1.2 + 0.49 64 128 + 3.93 a
5 0.5 13 292 + 2 46 9.2 + 428 ab

Media + error estandar

*En el medio liquido no se encontraron diferencias significativas.

Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05).
De acuerdo al analisis, en los explantes de Hoja no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos.

En A. obscura, en medio solido para el explante de hoja existieron diferencias significativas
(F=0.48, P<0.05) mientras que en el medio liquido no. Se observd que en las concentraciones
mas altas de la combinacion de los reguladores de crecimiento se incrementaron el nimero

de brotes (Gréfica 7).
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Grafica 7. Namero de brotes en explantes de hoja de A. obscura en medio MS sdlido con BA y ANA, después
de cinco meses de cultivo.

De acuerdo a la prueba de Tukey, se conformaron cinco grupos, diferenciados por a, ab, abc,
bc y ¢ (Tabla 4). En el tratamiento BA/ANA 2/0.5 mg L™ presentd la mayor cantidad de brotes,

con 2.5 brotes promedio por explante (50 brotes por tratamiento).

61

Rosa Mauricio Salgado



Propagacion in vitro de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck y Agave obscura Schiede (Agavaceae)

Tabla 4. Niumero promedio de brotes en explantes de hoja de A.
obscura, después de 5 meses de induccién en medio sdlido.

Concentracion

(mg L™ Brotes por  Brotes por explante
tratamiento (media+ ES) *

BA ANA

0 0 0 0.00 = 0.00 c
0.5 0 6 0.30 = 0.10 c

1 0 2 0.10 = 0.05 c

2 0 2 0.10 = 0.05 c

3 0 5 0.25 = 0.08 bc

5 0 6 0.30 = 0.10 c

0 0.5 1 0.05 = 0.03 c
0.5 0.5 7 0.35 = 0.10 bc

1 0.5 11 055 = 0.12 abc

2 0.5 50 250 = 0.21 a

3 0.5 41 205 = 0.20 ab

5 0.5 34 1.70 £+ 0.19 abc

Media * error estandar
*Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la
prueba de Tukey (a=0.05).

En el caso de A. obscura, Dominguez (2009) report6 la formacion promedio de 11 brotes en
tratamientos con 0.2 y 0.1 mg L™ de TDZ, al igual que con 0.5 y 2 mg L de MT, menciona
gue observd una respuesta positiva ante todas las citocininas probadas (BA, 2iP, KIN, TDZ y
MT) y que la Unica que indujo brotes en las cinco especies de Agave que utilizaron fue BA. En
la misma investigacién se menciona que con el uso de BA en concentracién de 1 mg L, en
ausencia de auxinas, obtuvo la formacidn 4.75 brotes promedio por explante de tallo en Agave
obscura, como se observa en la Tabla 3, con el explante de tallo en el medio liquido se
obtuvieron 0.8 brotes promedio por explante y en el medio sélido 4.6 brotes promedio por
explante utilizando BA 1 mg L™?. Para la misma especie, Ramirez-Malagén et al. (2008)
reportaron la formacion de 12.8 brotes utilizando BA/AIB 1/0.5mg L' en MS semisélido

modificado (KNOs; y NH4NOz 3mg LY. En la presente investigacion, la mayor formacién de
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brotes con el explante de tallo en medio solido, se generaron 6.2 brotes promedio por explante
con BA 0.5 mg L%, y en medio liquido 4.2 brotes promedio por explante con BA 2 mg L. De
acuerdo a lo registrado en estas investigaciones, el uso de BA en bajas concentraciones es
adecuado para la generacion de varios brotes, y al combinarla con la auxina en medio soélido
se incrementa la formacion de estos, como en el mejor tratamiento observado BA/ANA 3/0.5

mg L con 12.8 brotes promedio por explante de tallo.

En ambas especies, se observd baja respuesta morfogenética a partir del explante de hoja,
excepto en A. obscura utilizando medio sélido, como ya se discutié anteriormente. El empleo
de diferentes explantes en el cultivo in vitro de los agaves ha sido reportado, algunos autores
consideran que el uso del tallo como explante es la mejor opcién (Aureoles-Rodriguez et al.,
2008), sin embargo, en varias de las investigaciones el explante de hoja ha sido el Unico tejido
utilizado para la generacion de respuestas morfogenéticas (producciéon de brotes y/o
embriones somaticos) como lo reportan Powers y Backhaus (1989), Rodriguez-Garay et al.
(1996), Toribio (2005) y Rodriguez-Sahagun et al. (2011). Cabe destacar que en especies de
gran importancia economica como A. tequilana Weber var. azul, el utilizar la parte basal de
hojas ha sido importante en la regeneracién in vitro de la especie (Portillo et al., 2007;
Santacruz-Ruvalcaba y Portillo, 2009; Rodriguez-Sahagun et al., 2011). Se puede seguir
explorando el potencial regenerativo de los segmentos de hoja para la induccion de

respuestas morfogenéticas de A. salmiana y A. obscura.

Sélo se ha reportado el empleo de medio liquido en una investigacion de embriogénesis
somatica indirecta en A. tequilana Weber var. azul, llevada a cabo por Santacruz-Ruvalcaba y
Portillo (2009). De acuerdo a Smith y Spoomer (1995), la disponibilidad de nutrimentos en

medio liquido es mayor, sin embargo, una de las desventajas del uso de medios de este tipo,
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es la hiperhidratacién que pueden desarrollar los brotes (Debergh, 1983; Etienne y Berthouly,
2002). En algunas investigaciones, la hiperhidratacion se ha reducido mediante el aumento de
las concentraciones de los solutos y el gel, y también a través de la evaporacion de agua de
los tejidos si se colocan en contacto con el aire por periodos cortos de tiempo (Thorpe et al.,

2008).

En la presente investigacion los brotes hiperhidratados generados directamente sobre los
explantes en medio liquido fueron subcultivados en medio sélido (MS 50% con 1.5 g L™ de
CA), y al cabo de cinco meses estos brotes no presentaban apariencia hiperhidratada de sus
tejidos, este dltimo medio de cultivo funcion6 como medio de elongacion y enraizamiento para
estos brotes. Lo anterior, es una de las alternativas para evitar y/o controlar la
hiperhidratacién, es decir, desarrollar un sistema de cultivo que involucre el uso de medio
sélido y liquido en distintas etapas de la induccién de morfogénesis in vitro (George y Davies,
2008), como lo reportan Santacruz-Ruvalcaba y Portillo (2009), quienes indujeron la formacién
de callo embriogénico en medio MS sélido, proliferaron las células embriogénicas en medio
MS liquido y subcultivaron la suspension celular en medio MS sdlido para el desarrollo de
embriones somaticos. Otra alternativa para evitar este problema en el medio liquido es la
agitacién constante, ya que permite una mayor aireacion del medio de cultivo (Orellana,

1998).

Oxidacion en cultivos de Agave obscura

Asi como en el ensayo preliminar, la oxidacion de los explantes también se presentd en el
cultivo en medio liquido, durante la primera semana se observd un cambio de color de verde a
rojizo en la zona de escision y, posteriormente el papel filtro adquirié color café-rojizo,

posiblemente por los exudados de los explantes hacia el medio, y entre la tercera y cuarta
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semana el explante se tornaba de color café por completo (Figura 15a). Algunos explantes
gue mostraron estos signos de oxidacion generaron brotes, sin embargo, provocé la necrosis

del explante y por ende los brotes también se oxidaron y necrosaron (Figura 15b).

Explante

Figura 15. Oxidacion de explantes de A. obscura en medio MS liquido. Explante de hoja oxidado (a); brote
hiperhidratado y oxidado (b), a los 60 dias de cultivo (Barra= 1 cm).

Debido a que en el medio liquido los explantes de tallo y hoja presentaron problemas severos
de oxidacion 33.33% y 38.75% del total de los explantes sembrados (respectivamente), para
evitar la pérdida de material bioldgico destinado para los experimentos en medio solido con
BA/ANA, fue necesario remojar los explantes durante 30 minutos en una mezcla estéril de
antioxidantes (a4cido ascorbico y acido citrico) previo a la siembra. Después de este
tratamiento se observd que el porcentaje promedio de explantes que presentaron oxidacion
disminuyé a 18.33% para los explantes de tallo y 17.08% para los explantes de hoja, lo que

refleja la efectividad del tratamiento antioxidante (Tabla 5).
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Tabla 5. Porcentaje de explantes oxidados de A. obscura, después de dos meses de inducciéon sembrados en
medio liquido y sdélido MS con diferentes concentraciones de BA/ANA.

Concentr_alcién Explantes | Explantes Medio liquido _ Medio sélido* _
(mg L) de tallo de hoja Explante de tallo Explante de hoja Explante de tallo Explante de hoja
sembrados | sembrados | Explantes Explantes Explantes Explantes Explantes Explantes Explantes Explantes
or or oxidados - oxidados ) oxidados - oxidados -
BA ANA tratzfmiento tratapmiento por oxidados por oxidados oor oxidados oor oxidados
tratamiento ) tratamiento %) tratamiento (%) tratamiento (%)
0 0 5 20 4 80 10 50 1 20 6 30
05 0 5 20 3 60 12 60 1 20 5 25
1 0 5 20 2 40 12 60 1 20 5 25
2 0 5 20 2 40 11 55 1 20 4 20
3 0 5 20 2 40 12 60 1 20 6 30
5 0 5 20 1 20 12 60 1 20 3 15
0 0.5 5 20 1 20 10 50 0 0 2 10
05 05 5 20 0 0 3 15 1 20 2 10
1 05 5 20 1 20 3 15 1 20 3 15
2 0.5 5 20 2 40 2 10 1 20 1 5
3 0.5 5 20 1 20 2 10 1 20 3 15
5 0.5 5 20 1 20 4 20 1 20 1 5
Promedio 1.67 33.33 7.75 38.75 0.92 18.33 3.42 17.08
*Los explantes se remojaron en un tratamiento antioxidante previo a la siembra en medio MS sélido

Dominguez (2009) no reporta el oscurecimiento de los explantes de A. obscura. Una
explicacién para esta oxidacion es el tipo de explante utilizado, respecto a esto el grado de
desarrollo de la planta donadora, la incidencia de luz en el explante, la longitud y grosor del
mismo pueden influir en la oxidacién (Azofeifa, 2009). Posiblemente el tamafio de los

explantes fue muy pequefio, siendo mas vulnerables a oxidarse.

En el cultivo in vitro, uno de los problemas mas frecuentes y de dificil manejo es la oxidacion,
la cual se debe a la presencia de radicales libres de diferentes componentes celulares, asi
como a la oxidacion de algunos compuestos como taninos, fenoles y polifenoles catalizados
por la enzima polifenol oxidasa para producir quinonas, las cuales son especies quimicas muy
reactivas y propensas a reaccionar, lo que inhibe las actividades enziméticas relacionadas con
la sintesis de proteinas y la respuesta de las células vegetales a los diferentes RCV,
generando dafio e incluso la muerte celular. Por ello, si la oxidacion es alta, puede causar la
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nula respuesta morfogenética in vitro en los explantes, y una posterior necrosis de estos

(Mroginski y Roca, 1991; Bray et al., 2000).

Una de las estrategias para evitar los procesos de oxidacién in vitro, es el uso de medio
liquido, debido a que promueve la diluciéon de sustancias toxicas (Azofeifa, 2009). Sin
embargo, el empleo de los puentes de papel filtro pudo haber impedido la dispersion de los
compuestos fendlicos en el medio, y por tanto los explantes fueron mas propensos a oxidarse.
El uso de tratamientos antioxidantes con acido ascoérbico y acido citrico es otra estrategia para
evitar este proceso (Azofeifa, 2009; Gémez, 2010, Olguin 2012) como se observé con el
tratamiento en A. obscura, ya que se registraron menos explantes oxidados en el medio

solido.

Organogénesis indirecta
En ambas especies, en todos los tratamientos con auxina se observo la formacion de callo,
después del primer mes de cultivo, y en algunas concentraciones la formacion de brotes por

organogénesis indirecta.

En A. salmiana, la produccion de brotes a partir de callo se originé en los explantes de hoja
con las concentraciones BA/ANA 3/1 y 5/1 mg L en el ensayo preliminar (Figura 16a). En el
medio liquido se observd con BA/ANA 1/0.5 y 5/0.5 mg L™ (Figura 16b), y en el medio sélido

con 0.5/0.5 y 1/0.5 mg L™

El callo se formo principalmente en los explantes de tallo, este callo tenia un aspecto
compacto de color amarillento, y no generd brotes. El segundo tipo de callo, observado en los
explantes de hoja, tuvo un aspecto friable (desmenuzable) y color verde, en el cual se

generaron brotes via organogénesis indirecta, sin embargo, el 92% de estos brotes presentd
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hiperhidratacion; en promedio midieron 0.5 cm de altura y, al momento de ser subcultivados

s6lo habian desarrollado dos hojas.
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Figura 16. Brotes hiperhidratadados via organogénesis indirecta en explantes de hoja de A. salmiana con
BA/ANA 3/1 mg L™ a los tres meses de cultivo en medio sélido en el ensayo preliminar (a), y en 1/0.5 mg Lt
después de dos meses en medio liquido (b) (Barra=0.5 cm).

En A. obscura, la organogénesis indirecta, se observd en explantes de hoja con BA/ANA 5/0.5
mg L™ en el medio liquido, y con BA/ANA 2/0.5 y 5/0.5 mg L en el medio sélido (Figura 17).
Este callo tenia aspecto friable y de color verde. Al igual que en A. salmiana, la mayoria de
estos brotes presentaba hiperhidratacién, en promedio median 0.5 cm de altura, al momento

de ser subcultivados s6lo habian desarrollado dos o tres hojas.

En ambas especies, como se menciond, los brotes provenientes tanto de medio liquido como
sélido generados via organogénesis indirecta presentaron hiperhidratacion, estos brotes de
ambos tipos de callo (compacto y friable) fueron individualizados y transferidos a medio solido
MS50% con CA 1.5 g L™, con el objetivo de disminuir la humedad relativa a la que se
encontraban expuestos, sin reguladores de crecimiento vegetal y se mantuvieron por tres
meses en las mismas condiciones de incubacion. El callo no produjo nuevos brotes. Al inicio

del subcultivo, los brotes hiperhidratados presentaban color verde, después de dos meses de
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incubacién se tornaban de color amarillo o blanco, y no se observd disminucién de la
hiperhidratacién, ni su elongacion o desarrollo (formacion de mas hojas), de acuerdo a Zivy

Chen (2008) los brotes hiperhidratados se dafian facilmente por la desecacién y tienen bajas

tasas de sobrevivencia si se subcultivan, o si se transfieren a un entorno ex vitro.

e
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Figura 17. Brotes hiperhidratados obtenidos por organogene3|s indirecta en explantes de hoja de A. obscura
después de dos meses de cultivo con BA/ANA 5/0.5 mg L™ en medio liquido (a) (Barra=1 cm) y en medio sélido
(b) (Barra=0.5 cm)

A los tres meses de cultivo, el callo y los brotes hiperhidratados comenzaron a necrosarse.
Por otro lado, sélo el 8% y 2% de los brotes generados a partir de callo de A. salmiana y A.
obscura, respectivamente, no presentaron hiperhidratacion y, continuaron su elongacion,

enraizamiento y fueron aclimatizados.

Enraizamiento y aclimatizacién
Para la proliferacion de brotes, los cultivos se establecen con concentraciones de citocininas,
posteriormente, para que los brotes formen raices se transfieren a medios de cultivo sin RCV

0 con auxinas, debido a que las citocininas pueden inhibir la formacion y crecimiento de las
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raices, al retirarlas del medio de cultivo se inicia el desarrollo de raices en los brotes (Enriquez

del Valle et al., 2005; Aureoles-Rodriguez et al., 2008).

Algunos autores reportan la adicion de auxinas como AIA y AIB al medio para la produccién
de raices en los brotes de A. amaniensis, A. sisalana, A. angustifolia, A. salmiana, A.
warelliana, A. grijalvensis (Andrijany et al., 1999; Hazra et al., 2002; Enriquez del Valle et al.,

2005; Silos-Espino et al., 2011; Santos, 2009; Santiz et al., 2012).

En A. salmiana y A. obscura, los brotes obtenidos en el ensayo preliminar, que fueron
enraizados en medio MS, formaron raices en un 100%; el mismo resultado se obtuvo en los
brotes enraizados de ambas especies provenientes de los medios MS50% liquido con agrolita
y MS50%+CA solido, en todos los casos sin la adicion de auxinas (Tabla 6). Gomez (2010),
para A. salmiana, tampoco reporta el uso de RCV para el enraizamiento, lo cual indica que no
es necesario el uso de auxinas para inducir la formacién in vitro de raices en la especie. Por
otra parte, Silos-Espino et al. (2011) obtuvieron un mayor nimero de raices en MS+AIA 0.2
mg L™ (4 raices primarias con 16.6 cm de longitud) en contraste con lo registrado en MS basal

(2 raices).
Agave salmiana

En MS50% liquido, el desarrollo de las raices fue mas rapido (dos semanas) que en medio
sélido (cuatro semanas), sin embargo, durante el desarrollo las raices la visibilidad se dificultd
debido a la presencia de la agrolita, y las raices fueron mas evidentes hasta el segundo mes
(Figura 18a). Las raices en el medio MS50%+CA solido fueron visibles hasta las cuatro

semanas de cultivo (Figura 18b).
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Figura 18. Enraizamiento y aclimatizacién de Agave salmiana. Formacion de raices en: medio MS50% liquido
con agrolita (&) y en medio MS50% con CA 1.5 g Lt (b) (Barra= 1 cm); aclimatizacién de los brotes a los cinco
meses de siembra en sustrato (c) (Barra= 3 cm).

La sobrevivencia ex vitro de los brotes enraizados de A. salmiana estuvo relacionada con el
tiempo de pre-aclimatizacion: entre mayor fue el tiempo, el porcentaje de sobrevivencia se
increment6. Con cinco meses de permanencia en un cuarto de incubacion se obtuvo el
77.77% para las plantas enraizadas en medio MS sélido y el 83.92% para los brotes del medio

MS50% liquido con agrolita. Los brotes del medio MS50%+CA sélido que tuvieron sélo un

mes, sobrevivieron en un 39.86% (Tabla 6).

En los brotes enraizados en medio solido (MS y/o MS50%+CA) se registr6 menor tamafio en
su longitud comparados con los obtenidos en medio liquido (MS50% con agrolita). Al
momento de ser transferidos a suelo, los brotes provenientes de los medios sélidos de
enraizamiento alcanzaron en promedio 4 cm de altura y presentaban 2-3 hojas con 4 raices
de 10 cm de longitud, en contraste en el medio MS50% liquido con agrolita, las plantas
midieron 6 cm de altura y presentaban 4-5 hojas, con 6 raices de 15 cm de longitud.

Para A. salmiana, Gdmez (2010) reporté un bajo porcentaje de sobrevivencia (44%), mientras
gue para la misma especie Silos-Espino et al. (2011) obtuvieron el 100%. Esta diferencia
puede deberse al desarrollo del sistema radical, nimero de raices y longitud que los brotes

tenian al momento de su transferencia a sustrato, sin embargo, estos datos no fueron
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reportados en ambos trabajos. La eficiencia en el uso de medio liquido como método de

enraizamiento se refleja en los porcentajes mas altos de sobrevivencia observados (Tabla 6).
Agave obscura

En medio MS50% liquido, el desarrollo de las raices fue mas rapido respecto al desarrollo que
se observd en el medio sélido, ya que ocurrié a las dos semanas (Figura 19a). La formacion
de las raices en el medio MS50% soélido fue visible a las cuatro semanas de cultivo (Figura
19b). En esta especie se obtuvo el 100% de enraizamiento en todos los medios ensayados.

Dominguez (2009) también reporté para A. obscura el 100% de éxito en medio MS basal.

Figura 19. Enraizamiento y aclimatizacion de A. obscura. Formacion de raices en: medio liquido MS al 50% con
agrolita (a) (Barra= 0.5 cm) y en medio solido MS al 50% con CA 1.5¢g Lt (b) (Barra= 1 cm); aclimatizacion de los
brotes a los cinco meses de siembra en sustrato (c) (Barra= 2 cm).

Al igual que en A. salmiana, el porcentaje de sobrevivencia estuvo relacionado con el tiempo
gue las plantas permanecieron en un cuarto de incubacién ex vitro antes de ser transferidas a
un invernadero. En A. obscura, con cinco meses, los porcentajes alcanzados fueron del
80.62% (MS50% liquido con agrolita) y del 71.69% (MS50%+CA solido), en cambio, con un

mes de pre-aclimatizacidén se obtuvo el mas bajo porcentaje (67.56%) (Tabla 6).

Las plantas enraizadas en medio liquido con agrolita alcanzaron, en promedio, mayor talla y

nimero de hojas (5 cm y seis hojas), al igual que raices mas largas y en mayor cantidad (10
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cm, seis raices). Estas Ultimas, fueron en general mas vigorosas que las que provenian de

medio soélido, que tuvieron en promedio una longitud de 4 cm y cuatro hojas, y cuatro raices

de 8 cm.

Tabla 6. Porcentaje de enraizamiento en distintos medios de los brotes obtenidos en dos especies de Agave, y

Su sobrevivencia ex vitro.

Medio de
induccién de # Plantas
Especie brotes con Medio de Enraizamiento Pre-aclimatizacion sembradas # Plantas Sobrevivencia
P diferentes enraizamiento in vitro (%) ex vitro (meses) en el aclimatizadas ex vitro (%)
concentraciones sustrato
de BAy ANA
MS sélido MS 100 5 90 70 77.67
Agave MS liquido MS50% liquido 100 5 112 94 83.92
salmiana
MS sélido MS50%+CA sélido 100 1 148 59 39.86
MS sélido MS 100 1 37 25 67.56
%gave MS liquido MS50% liquido 100 5 129 104 80.62
obscura
MS sélido MS50%-+CA sdlido 100 5 53 38 71.69

En los medios liquidos la disponibilidad de nutrimentos es mayor, lo cual influye en el mejor

desarrollo de las plantas propagadas (Hvoslef-Eide y Preil, 2005), como se pudo constatar

para A. salmiana y A. obscura en este medio, se observd un mayor desarrollo en altura,

nimero de hojas y raices (Figura 20). Es importante destacar que el uso de medio liquido

como método de enraizamiento de brotes en el género Agave ha sido poco reportado. Para A.

sisalana, Nikam (1997) reporté el enraizamiento de brotes en MS50% liquido con arena como

material de soporte, sin embargo, no menciona el porcentaje de enraizamiento ni de

sobrevivencia.

Rosa Mauricio Salgado

Figura 20. Desarrollo de
raices de A. salmiana. ala
izquierda con medio
MS50% sdlido con CA, a
la derecha planta en
medio MS50% liquido con
agrolita (Barra= 1 cm).
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Dominguez (2009) reportd el 100% en la sobrevivencia ex vitro de A. obscura y, para otras
cuatro especies, un promedio del 72% (A. cupreata, A. difformis, A. karwinskii y A. potatorum),
asimismo menciona que el porcentaje de sobrevivencia ex vitro puede incrementarse
utilizando otros sustratos ya que los requerimientos de las plantas varian entre especies en
funcion de las condiciones del habitat natural. En A. obscura, Dominguez (2009) utilizo tierra y
arena (1:1) y en el presente trabajo se utilizd tierra negra y agrolita (1:1).

La totalidad de las plantas aclimatizadas ex vitro (223 de A. salmiana y 167 de A. obscura)

continlan vivas después de dos afios en un invernadero y muestran un crecimiento vigoroso

(Figura 21).

o~

o,

Tl

TEONBTIA 7 g

Figura 21. Plantas de A. salmiana (arriba) y de A. obscura (abajo)
sembradas en bolsas negras individuales después de 24 meses en
condiciones ex vitro en un invernadero.
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CONCLUSIONES

El maximo porcentaje de germinacion in vitro para Agave salmiana fue del 96.6% y en
Agave obscura del 46.1%, ambos en medio MS50%-+carbén activado 1.5 g L™,

En ambas especies, los brotes se formaron via organogénesis directa y el explante mas
regenerativo fue el tallo. La porcion basal de la hoja mostré su potencial regenerativo, sin

embargo, la respuesta a la formacion de brotes fue muy escasa.

En A. salmiana, la mayor cantidad de brotes se obtuvo en medio liquido y en A. obscura
en medio solido.

Los mejores tratamientos para A. salmiana fueron en MS liquido BA 2 mg L y en MS
sélido BA/ANA 3/0.5 mg L en el explante de tallo.

En A. obscura, la mejor respuesta fue en MS sélido BA/ANA 3/0.5 mg L en explante de

tallo y BA/ANA 2/0.5 mg L™ en explante de hoja.

En ambas especies, y en los medios con auxina, se formaron brotes por organogénesis
indirecta, sin embargo, solo sobrevivieron del 2 al 8% hasta la aclimatizacion.
En A. obscura, la oxidacion de los explantes y los brotes disminuyé con el uso de una

solucion antioxidante de acido ascorbico y acido citrico.

En ambas especies se obtuvo el 100% de los brotes enraizados en todos los medios
ensayados (MS soélido, MS50% liquido con agrolita y MS50%-+carb6n activado) en

ausencia de auxina.
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» Periodos mayores de pre-aclimatizacién ex vitro (5 meses) aumentaron el porcentaje de
sobrevivencia en ambas especies.

» El medio liquido con agrolita durante la fase de enraizamiento promovio el mayor
desarrollo de las plantas en talla, nimero de hojas y de raices.

» En A. salmiana y en A. obscura el mayor porcentaje de sobrevivencia se obtuvo en

plantas enraizadas en MS50% liquido con agrolita.
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ANEXOS

Anexo 1. Principales usos de importancia socioecondémica y agroecoldgica del Agave
spp. (Modificado de Garcia-Herrera et al., 2010)

Uso

Producto

Parte de la planta utilizada

Alimentacion

AzUcar, guisos, envolver barbacoa,
mixiotes, gusanos blancos, gusanos
rojos (“chinicuiles”), pan de pulque,

tortillas

Tallo (pifia); flores y frutos (cépsulas
frescas); escapo floral (quiote);
hojas y cuticula de éstas; perianto
de flores

Aguamiel, miel, atole de aguamiel,

Bebidas pulque, mezcal, tequila, sotol, bacanora, | Tallo (pifia)
vinagre, jarabe
Cerca viva, evitar erosion como
Agricola formadora de suelo, abono organico Planta completa; composta de hojas
(fertilizante)
. . . , Hojas; escapos florales; flores;
Forraje De bovinos, caprinos, porcinos

bagazo

Construccion

Cercas vivas, casas (‘jacales”), corrales,
colectores de agua de lluvia, materiales
compuestos: resinas termoplasticas +
fibras

Escapo floral; hojas; residuos de
fibra

Cordeleria. jarceria y textiles, cepillos

Fibras para limpieza, estropajos Fibras de hojas; raices
- Compresas calientes antiinflamatorias, .

Medicinal iy Hojas
prevencion de escorbuto
Jardineria, adornos navidefios, arcos Planta completa; fibras de las hojas;

Ornamental : . . . i :
florales, joyeria semillas y espina terminal de hojas
Jabdn, zampo, macetas o recipientes,

Doméstico tapaderas de vasijas, palillos para la Hojas, tallos y raices; espina
extraccion de gusanos, aguja, hilo para | terminal de hojas; fibras de las hojas
coser
Industria quimica-farmacéutica Hojas (pulpa y residuos de

Otros usos (saponinas), produccion de etanol, jas (pupa y

celulosa y glucésidos

desfibramiento, bagazo)
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Anexo 2. Formulacion de los medios de cultivo MS y MS50% (macronutrimentos,
micronutrimentos y sacarosa), Murashige y Skoog 1962.

MS sdlido MS liquido  MS50% sélido  MS50% liquido

(gL™) (gL™) (L™ (gL™)
Macroelementos
NH,;NO; 1.65 1.65 0.825 0.825
KNO; 1.9 1.9 0.95 0.95
MgSO,-7H,0O 0.37 0.37 0.185 0.185
KH,PO, 0.17 0.17 0.085 0.085
CaCl,-2H,0 0.44 0.44 0.22 0.22
Microelementos
Kl 0.00083 0.00083 0.000415 0.000415
H:BO; 0.0062 0.0062 0.0031 0.0031
MnSO.-H,O 0.01689 0.01689 0.008445 0.008445
nS0,-7H,O 0.0086 0.0086 0.0043 0.0043
Na,MoO,-2H,0 0.00025 0.00025 0.000125 0.000125
CuS0,-5H,0 0.000025 0.000025 0.0000125 0.0000125
CoCl,-6H,0 0.000025 0.000025 0.0000125 0.0000125
Solucién Hierro-EDTA
Na,EDTA-2H,0 0.0373 0.0373 0.0373 0.0373
FeSO,-7H,O 0.0278 0.0278 0.0278 0.0278
Vitaminas
Acido nicotinico (B3) 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005
Piridoxina-HCI (B6) 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005
Tiamina-HCI (B1) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
myo-Inositol 0.1 0.1 0.1 0.1
Aminoacidos
Glicina 0.002 0.002 0.002 0.002
Sacarosa 30 30 15 15
Agar 8 0 8 0
pH 5.7-5.8 5.7-5.8 5.7-5.8 5.7-5.8
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