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“Hay tanta humanidad en esta capacidad de amar los arboles, tanta nostalgia de nuestros
embelesos primeros, tanta fuerza en este sentirse tan insignificante en el seno de la
naturaleza... Si, eso es: la evocacion de los arboles, de su majestuosidad indiferente y del
amor que por ellos sentimos nos ensefia cuan irrisorios somos, viles parasitos que pululamos
en la superficie de la tierra, y al mismo tiempo nos hace dignos de vivir pues somos capaces
de reconocer una belleza que no nos debe nada”

Muriel Barbery

Agave potatorum



Esta investigacién se llevda cabo en Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin
Botéanico del Instituto de Biologia de la UNAM, bajo la direcciéon del Dr. Victor Manuel
Chavez Avila.

Agradezco el apoyo otorgado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacion Tecnoldgica (PAPIHIT) DGAPA, UNAM por el financiamiento al proyecto PAPHT
IT201020 “Cultivo in vitro de agaves de interés comercial como alternativa para su
conservacion y aprovechamiento”. Con los recursos aportados fue posible adquirir diversos
materiales, reactivos y servicios necesarios para el desarrollo de la presente investigacion.



Agradecimientos

A la Universidad Nacional Autdnoma de México, por ser gratuita, por darme la oportunidad y
el honor de formar parte de ella; gracias por acogerme en sus hermosas instalaciones por casi
10 afios, por tantas oportunidades, por las experiencias, conocimiento y por formarme como
cientifica y como persona.

A la Facultad de Ciencias por ser mi hogar, por alimentar mi curiosidad y amor hacia el estudio
de la vida. Gracias por ser el lugar donde conoci a personas que marcaron mi alma y que me
ayudaron a construir lo que soy.

Al Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Boténico, lugar que me dio la
oportunidad de realizar esta investigacion. Gracias por permitirme usar sus instalaciones, el
equipo y material que requeri.

Al Dr. Victor Chavez por darme la oportunidad de formar parte del laboratorio de CTV. Le
agradezco todo lo aprendido, por su disposicion a resolver dudas, por apoyarnos y motivarnos
a hacer ciencia y conservacion. Gracias por creer en mi, por ser tan comprensivo, por las
oportunidades que me brindo, por su paciencia, amabilidad, interés y su tiempo.

A Octavio Gonzélez, gracias por formar parte de mi primer acercamiento al CTV y por
transmitir a tus alumnos tu pasion él. Gracias por tu paciencia, sinceridad y dedicacién a la
docencia y a la ciencia. Sin duda has sido de los mejores profesores que he tenido.

A Wendy Juérez, te agradezco por también despertar mi interés por el CTV. Gracias por
compartir tus conocimientos conmigo y con tus alumnos, por tu amabilidad, tu interés y tu
tiempo para orientarme y aconsejarme cuando tuve muchas dudas.

A Angel Jiménez, gracias por tu orientacion, por compartir tu enorme experiencia conmigo y
con el resto del laboratorio. Te agradezco mucho por tu tiempo, por las oportunidades
brindadas, la confianza y por ensefiarnos a siempre cuestionarnos las cosas.

A Barbara Estrada, por siempre estar atenta a los alumnos que visitamos el laboratorio, por
brindarnos tu apoyo para realizar nuestros experimentos, por tu amabilidad y gentileza.

A mis sinodales (Dr. Chavez, la Dra. Helia Osuna, Octavio, Wendy y el Dr. Sol), gracias por
tomarse el tiempo de revisar mi tesis, por sus valiosos comentarios y por aconsejarme para
poder enriquecer esta investigacion. De igual manera, muchas gracias por dia a dia trabajar
para seguir construyendo conocimiento. Me siento muy honrada de que hayan aceptado formar
parte de mi comité sinodal.

Gracias a todos mis comparieros del laboratorio de CTV, por su apoyo para realizar mi tesis,
por darme consejos, por su interés, por creer en mi y por su amistad. Deseo que cumplan sus
metas.

Y gracias también al Agave potatorum, qué honor poder haber realizado mi investigacion con
un ser tan hermoso e interesante. Sin duda eres noble y admirable.



Dedicatoria

A mi papa y mi mama4, les agradezco profundamente por los esfuerzos y sacrificios que hicieron
para que mi hermana y yo pudiéramos concluir nuestros estudios, gracias por su paciencia y
por creer en mi. Les agradezco también por darme todo lo que he necesitado, porque han estado
para mi, por respetar, aceptar y apoyar mis decisiones. Gracias porque su amor y carifio han
hecho que sea la persona que soy.

Este trabajo va en especial para mi mama. Gracias por madrugar cuando iba a la escuela
temprano, por esperarme despierta cuando llegaba tarde de las clases, por decirme que
descansara cuando me desvelaba, por cuidar de mi... en fin, gracias por hacer tanto por mi y
por mi hermana. Gracias por ser tan fuerte.

A mi hermana, gracias por su valentia y esfuerzo al ser un sostén muy importante de mi familia.
Por la paciencia, por tu carifio (aunque me lo muestres de formas raras jaja), por los detalles,
por creer en mi. Mucho de esto se lo debo a tu apoyo.

A mi abuelita Lupita. Recuerdo con mucho carifio cuando me iba de practica de campo y a
escondidas me dabas un dinerito “para comprarme al menos un dulce”, o cuando me dabas la
bendicidn cada que salia de casa. Gracias por ser una mujer tan fuerte y carifiosa. Todos en la
familia te extrafiamos y te recordamos con mucho amor.

A mi prima Maria. Eres de mis mayores ejemplos de determinacion, valentia, fuerza y amor a
la vida. Te extrafiamos y te queremos, a la casa de le hace falta tu alegria, tu voz, tu risa y tu
presencia.

A Dafne, gracias por tantas horas hablando, por ayudarme a pensar, a cuestionar el mundo y la
vida misma. Gracias por siempre impulsarme a sofiar y jamas dudar de que obtendré lo que
deseo. Gracias por escuchar y apoyar mis ideas y suefios por mas alocados que sean. Por ser
mi compafiera de aventuras, por ser tan sofiadora y valiente, por confiar y cuidar de mi.

A todas las Montafieras, quienes me han ensefiado a ver todo lo que soy capaz de hacer. Gracias
por compartir sus historias con las demas, cada una de ellas me ha llenado de inspiracion, valor
y aprendizajes. Gracias por ayudarme a ser consciente de mi valentia y fuerza, por alimentar
mi amor por la naturaleza, por hacerme sentir que formo parte de algo lleno de calidez, apoyo,
solidaridad, amor y confianza, mucho de eso me ha sostenido. Gracias por todas las aventuras.
Todas ustedes son mujeres inspiradoras, inteligentes, valientes e increibles.

A Karla. Te agradezco por haber hecho el hermoso dibujo de Agave potatorum que ilustra el
inicio de esta tesis. También me siento muy agradecida y honrada por la amistad tan bella y
sincera que me has ofrecido desde hace ya varios afios. Gracias por permitirme verte crecer y
hacer cosas increibles, eres una de las personas a las que mas admiro. Gracias por abrirme tu
corazon. Quiero verte cumplir tus suefios y poder vivir los mios contigo.

A Daniel, he vivido mucho de este proceso a tu lado. Gracias por emocionarte genuinamente
de cada uno de mis logros, incluso de los méas pequefios, mucho de ese entusiasmo me ayuda a
recordar que lo que hago es importante. Gracias por escucharme, por tu interés, por ser mi
compariero de aventuras y mi mejor amigo. Gracias por las ensefianzas, por ser un refugio, por
tu amor y paciencia.



Gracias a los amigos que hice a lo largo de la carrera: Kevin, Gustavo, Chora, Wendy, Pedro,
Bryan, Natalia, Vania, Mariana, Yessica, Gabriel, Uriel... no lo habria logrado sin su compaiiia

y apoyo.
Y también me agradezco a mi misma, por confiar en mis capacidades, por siempre sacar fuerzas

de donde menos me lo espero, por mi determinacion, por no rendirme y por serme fiel a mi
misma.

Gracias a la vida, que siempre me resultara ser lo mas interesante, hermoso y magico que puede
existir.



INDICE

1
2
3

7
8
9

FIGURAS ..ottt ettt st e et e e be e st e st et e e e s be st e staeneeneeneeneens Il
TABLAS ..o ettt et e nre e reeReere et enee e v
ABREVIATURAS ..ottt sttt e e e ntesbesteaneenaareas \
RESUMEN ...ttt e et e b e sbeebeebaenaenaeneeneas 1
INTRODUGCCION .....couiiririireieeseeesseesses sttt 2
ANTECEDENTES ...ttt bbbttt bbbt 3
6.1  Generalidades del gENEro AQAVE .........cccvcvuieiiieeie it e e 3
6.2 Importancia ambiental, economica y social del género Agave ...........ccccevveeveiecienen, 6
6.3  Importancia econémica y social del Mezcal..........ccccooeiviireiiiiini e 9
6.4  AQAVE POLALONUM ZUCC. ...vveiieieiiieiieiresie ettt nne e nne e 12
6.5  Amenazas del GENEIO AQAVE ........cccviiiiiriieeesie et 13
6.6  Métodos convencionales de propagacion del genero Agave..........c.ccocevererenereeennne. 15
6.7  Biotecnologia como alternativa para la propagacion del género Agave ................... 16
6.8  Vias morfogenéticas iN VILIO .........cccoouiiieiicii e 17
B.8.1  OFQAN0OUENESIS....ecuveiveeieeieiteeite e st e ste et e st e et e e te et e et esbeente e e e sra e re e e e areere e 18
6.8.2  EMDriogénesis SOMALICA.........ccecrueiieiicic i 20
6.9 Explante y establecimiento aséptico del material vegetal ..............c.cccooveiiiieiienenn, 20
6.10  Medio de CUITIVO......ceeieiie et nne e 21
6.11 Reguladores de crecimiento Vegetal...........cooeieiiiiiiiiiiieee e, 22
0 I N U 5 [ ST 22
T8 5 A O (oo | ] 1 -SSP 23
TN @ )T [0 - Tox o [PPSR 23
6.13 Enraizamiento y aClimatizaCion ............cccoveiiiiieii e 24
6.14 PropagacCion in VItro 08 AQAVES.........cceiieiuieieeiieiteeiecee e ste e reeste e sre e sre e e eae e 25
JUSTIFICACION ...coocteeeeeeeeee ettt s st 28
OBUIETIVOS ...ttt sttt s et e et st be b e e reene e st e e e nens 29
MATERIALES Y METODOS..........cooiiiieeieesee e sessses s esess s ssnsssesssnassen s 30
0.1  Material VEGELAL.......c.ooiiiieiiee e e 30
9.1.1  CaracterizacCion de SEMIlIaS..........cccouererireriiisisesee e 30

9.2  Establecimiento aséptico in vitro y germinacién de semillas de Agave potatorum..30
TSt R I 1= T [ = ox o o USSR 30
0.2.2  GerminacCion iN VIO .......c.ocveieeie ettt ne e 30



9.2.3 GEIMINACION BX VITEO. ..ottt e e ettt e e e e e e e e e eeneeas 31

9.2.4  Induccion de morfogénesis en tallos, bases de hojas y de cotiledones de Agave

(0101221 0] U1 (PO PSP UPRPPR 31

0.3 ACHMALIZACION ..ottt bbbt 32
9.4 ANALISIS EStAAISIICO ... .veeeerierieieciese st 32
10 RESULTADOS . ...ttt et ettt e et e e e e s e e e ateeeannes 33
10.1 Desinfeccion de las semillas de Agave potatorum ..........ccoceoeerereiinciensenieseeeneen, 33
10.2 Germinacion de semillas de Agave POtatorUm.........cccovrererieirierieiesc e, 33
10.2.1  GEIMINACION......eitiiiieiieieieste ettt st re e e e st e e e testesteeneeraeneennens 33
0T 1 (R 1 o TSR 34
10.2.3  EXVIIFOiiuiiiiiie ittt bbbttt bbbt 36
00 B @) ([ F-Tod o | ST PR PRPSP 36
10.4 Crecimiento de callo y organogénesis directa e indirecta............cccooevvevvireieeinennn. 38
10.5  ACHMALIZACION ....evviiiieieee bbbt 44
L1 DISCUSION ..ottt sttt 45
11.1 Desinfeccion y germinacion de 1as Semillas ............ccocoevveviiiiiicve e 45
O @) I Tod o o SRS 46
11.3  INduccion @ 1a MOIfOgENESIS. ......ccueieirieieeee et 48
11.4  Enraizamiento y aclimatizaCion ...........ccocoieiriieiieneese e 51
12 CONCLUSIONES ... .ottt et e e e e s e e s neeeanes 54
13 PERSPECTIVAS ...ttt e et e e e aa e e e s e e e e e anneeeennes 55
14 REFERENCIAS . ...ttt ettt e et e et e e et e e ennee e e neeeanes 56
15 ANEXOS ...t a e e e e aae e e nraeeanea e 67



1 FIGURAS

Figura 1. INdividuo del gENEIO AQAVE.........civeiiiiiie ettt te et be st et sreene e s resreeaenre e 4
Figura 2. Estructuras reproductoras del género AQAVE..........ccecviveieiiiiee i 5
T[0T T Yo F= VL3 o101 - Lo 4 V]34 PSS 13
Figura 4. Semillas de AQave POLALOFUM ..........coviiiiiiieieie e se ettt st re e besre e e sreenes 33
Figura 5. Numero de semillas germinadas en condiciones in Vitro y X Vitro. .........ccccoceeereivnciencnnns 34

Figura 6. Semillas en diferentes etapas de germinacion in vitro y desarrollo de la plantula a los 27 dias

(0[N T 1=] 0] o] - OSSR 35
Figura 7. Planta cultivada in vitro a 12 meses de la germinacion de semillas............ccoccoveivnciicnnns 35
Figura 8. Plantulas de Agave potatorum en condiciones ex vitro a 12 meses de la siembra................. 36
Figura 9. Numero y tipo de explantes oxidados a los 6 meses después de la siembra.............ccceenenes 37
Figura 10. Namero de explantes oxidados por tratamiento a 6 meses de la siembra.............c.cccveneee. 38

Figura 11. Respuestas organogénicas y crecimiento de callo a 30 dias después del periodo de

(1210 LU Te o1 o TR TRTRRTTRRR 39

Figura 12. Organogénesis en explantes de Agave potatorum a 10 meses después del periodo de

Lo 0ol [ o USSP 41
Figura 13. Formacidn de brotes por explante y tratamiento. .........cccccceevevieienieie s 43
Figura 14. Plantas de A. potatorum propagadas in vitro a 2 meses de ser plantadas en suelo.............. 44



2 TABLAS

Tabla 1. Principales servicios ambientales brindados por [0S agaves. ........ccccceeveveveevieneveese s 7
Tabla 2. Principales usos atribuidos a las diferentes partes de las plantas de agave...........cccccccevevvenane. 8
Tabla 3. Rendimiento de produccion de mezcal respecto al nivel tecnoldgico de produccién............. 10
Tabla 4. Produccién de mezcal por especie de agave en el 2019 a nivel nacional. ...........c.cccccevevenen. 11
Tabla 5. Especies de agave cultivadas por medio de 0rgan0genesis. .........ccoereriereereeieseeieseseseeseeneens 26

Tabla 6. Tratamientos con reguladores de crecimiento vegetal para el cultivo in vitro de tallos, bases

de hojas y de cotiledones de Agave POTALOIUM. .........ccviieriireiie e seese e see e s sre e eesee e 31
Tabla 7. NUmero de brotes por tratamiento. ..........c.cccoveiiiiriiiieee e 40
Tabla 8. Numero de brotes obtenidos por el tipo de eXplante............cccoerririieirieneineee e 40
Tabla 9. Brotes por explante Y tratamiento ...........ccocoreiiiiieieieece e 42
Anexo 1. Componentes del medio de cultivo Murashige & SKOOJ.........ccccivveiiiiiieiesiese e 67



3 ABREVIATURAS

ABA

ADP

AlA

AlB

ANA

ATP

BAP

CAM

cm

CONABIO

CTVvV

DIC

DNA

GAs3

KIN

LS

Acido abscisico
Adenosin difosfato
Acido indol-3-acético
Acido indol 3 butirico
Acido 1-naftalenacético
Adenosin trifosfato
6-Bencilaminopurina

Metabolismo &cido de las
crasulaceas

Centimetros

Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad

Cultivo de tejidos vegetales
Dicamba

Acido desoxirribonucleico
Gramos

Acido giberélico

Kinetina o 6 furfurilaminopurina

Linsmaier & Skoog

mg/L

mm

msnm

MS

MS50

NOM

PVP

RCV

RNA

SADER

SLA

SEMARNAT

TDZ

UNAM

Metros

Miligramos por litro

Milimetros

Metros sobre el nivel del mar

Murashige & Skoog

Murashige & Skoog a la mitad de su
concentracion de componentes
inorganicos

Norma Oficial Mexicana

Polivinilpirrolidona

Reguladores de crecimiento vegetal

Acido ribonucleico

Secretaria de Agriculturay
Desarrollo Rural

San Luis Atolotitlan

Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales

Tidiazuron

Universidad Nacional Autbnoma de
México



2,4-D

2iP

% v/v

MM

Zeatina

Acido 2,4-diclorofenoxiacético
2-isopenteniladenina
Porcentaje volumen a volumen

Micromol



4 RESUMEN

Agave potatorum Zucc. es una especie endémica de los estados de Puebla y Oaxaca que
cumple con un importante papel ecoldgico y cultural. Sin embargo, su uso principal es para
la elaboracion de mezcal, actividad que genera importantes ingresos al pais, lo que la hace
una especie de gran interés. La situacion de la especie resulta ser preocupante ya que es
sobreexplotada, aunado a que para la elaboracion de mezcal se interrumpe su ciclo de vida
puesto que se corta el pedunculo floral inmaduro, impidiendo el desarrollo de semillas, de
las cuales A. potatorum depende para sobrevivir ya que se considera que no se propaga
vegetativamente. Gracias a estudios previos se ha observado que el cultivo de tejidos
vegetales resulta ser una alternativa viable para la propagacién masiva de individuos del
género Agave. El objetivo de la presente investigacion fue inducir la regeneracién de brotes
de A. potatorum a través de secciones obtenidas de plantulas germinadas in vitro. Para ello
se sembraron 91 semillas previamente desinfectadas en medio de cultivo MS con 50% de la
concentracion de sus componentes inorganicos y 30 g/L de sacarosa (MS50). A su vez se
sembraron 91 semillas en un sustrato de tepojal, tierra negra y lombricomposta. Las plantulas
se disectaron en tres tipos de explantes: tallo, base del cotiledon y base de las hojas, que
fueron sembrados en MS50, adicionado de 100 mg/L de &cido citrico, 100 mg/L de acido
ascorbico y suplementado con los reguladores de crecimiento vegetal (RCV): BAPO, 1, 1.5
y 2mg/L con 2,4-D 0y 0.5 mg/L. El tiempo de induccion fue de 30 dias, posteriormente los
cultivos fueron transferidos a medio MS50 sin RCV, a ca. 2 meses de iniciados los cultivos
se obtuvo la germinacion in vitro (56.04%) y ex vitro (31.87%). A 10 meses después del
periodo de induccion, la suma de brotes y plantulas de todos los tratamientos fue de 228, la
mayor cantidad de brotes y plantulas (206) fue con BAP 1.5-2 mg/L con 2,4-D 0.5 mg/L en
donde se regeneraron 8.1-12.5 brotes por explante a partir de tejido de tallo y de hoja. En
todos los tratamientos y tipos de explante se observé algin grado de oxidacién, sin embargo,
ésta se registr6 mayormente en los explantes de cotiledon. Se obtuvo un porcentaje de
aclimatizacion mayor al 70%. Esta investigacion puede permitir la conservacion, mantener
los servicios ecosistémicos y potenciar la economia a traves de un aprovechamiento

sustentable de ésta y otras especies de agave amenazadas.



5 INTRODUCCION

El género Agave L. pertenece a la familia Asparagaceae y es endémico del continente
americano. Su distribucion abarca desde el sur de Estados Unidos hasta Colombia y
Venezuela (Garcia, 2002; 2007). Esta conformado por aproximadamente 210 especies, de las
cuales 75% se distribuyen en México y un 61% son endémicas del pais (Garcia et al., 2004;
Garcia et al., 2019).

Los miembros de este género brindan maltiples servicios ambientales puesto que
diversos animales se alimentan de diferentes partes de la planta; sus raices impiden la erosién
del suelo y la pérdida de nutrientes ademas de que favorecen la filtracion del agua; atrapan
carbono, entre otros servicios (Garcia et al., 2010; Garcia et al., 2011; Leirana et al., 2018;
Medina-van Berkum et al., 2016; Rocha et al., 2006; Romero et al., 2007).

Al mismo tiempo representan un recurso natural fundamental para la poblacion del
pais puesto que los agaves se emplean para la elaboracion de diferentes productos como papel
y fibras, son fuente de alimento y ademas diferentes partes de la planta se utilizan como
material de construccion. Sin embargo, es la produccion de tequila, pulque y mezcal la
actividad que aporta un ingreso relevante a la economia de diferentes comunidades. El
mezcal en el afio 2019 fue exportado a 68 paises y en el 2016 los productores de esta bebida
comercializaron 2 713 000 litros en los diferentes mercados internacionales (Consejo
Regulador de Mezcal, 2020; Garcia et al., 2010; De Vega, 2019; Negrete, 2010; SADER,
2017; Suérez et al., 2016; Valenzuela, 2006).

No obstante, la gran demanda de mezcal ha ocasionado una sobreexplotacion e
interrupcién del ciclo de vida de las especies de maguey mezcalero, siendo A. potatorum
Zucc. de las mayormente empleadas en la elaboracion de dicha bebida. Aunado a esta
problematica, se ha documentado que en la naturaleza no presenta reproduccion asexual, por
lo que depende de la generacion de semillas para subsistir (Delgado et al., 2014; Velasco et
al., 2009).

Es por ello que la finalidad de esta investigacion es emplear el cultivo de tejidos
vegetales para llevar a cabo la propagacion de la especie A. potatorum, ya que de esta forma
se podria tener una fuente de individuos en caso de que las poblaciones silvestres disminuyan

y ademas, para hacer un uso comercial de las mismas.



6 ANTECEDENTES

6.1 Generalidades del género Agave
Agave L. (Asparagaceae) es un género de plantas monocotiledoneas, endémico del continente
americano que se distribuye desde el sur de Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela
(incluyendo a las islas del Caribe). México, Estados Unidos, Cuba y Guatemala poseen el
mayor numero de especies de dicho continente (Garcia, 2002, 2007).

El género comprende aproximadamente 210 especies, 159 estan presentes en México
(75% del total) y 129 son endémicas del territorio mexicano, cifra que representa el 61% (79
especies) de las especies de agavaceas del mundo y 81% (104 especies) de las que se
distribuyen en México. Oaxaca es el estado con mas diversidad de agavaceas de México,
cuenta con 58 especies, 13 de las cuales son endémicas (Garcia et al., 2004; Garcia et al.,
2019).

En Meéxico, las poblaciones de agaves habitan practicamente en todo el territorio
nacional, son mas frecuentes en zonas aridas y semidridas con caracteristicas de escasa
precipitacion, suelos pedregosos y terrenos abiertos, siendo algunos de estos ambientes los
matorrales xerofilos. Sin embargo, también pueden encontrarse en bosque templado de
montafias y ambientes tropicales costeros, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta
por encima de los 3400 metros (Scheinvar, 2008).

Estas poblaciones son numerosas en las provincias floristicas de las serranias
meridionales del centro de México, Sierra Madre Occidental, Altiplano mexicano, peninsula
de Baja California y Sierra Madre Oriental (Garcia, 2007).

Los agaves presentan diferentes rasgos relacionados con su adaptacion a ambientes
aridos, siendo algunos la presencia de raices superficiales, fotosintesis tipo CAM (llevan a
cabo la apertura de los estomas en la noche y acumulacion de &cidos organicos en forma de
acido malico), la forma alargada de las hojas disminuye el area expuesta a la radiacion y
ademas su disposicion en roseta hace que el agua se dirija hacia la zona radical de la planta
(Garcia, 2007; Geydan & Melgarejo, 2005).

Asimismo, las hojas terminan en una espina y sus margenes presentan pequefias
espinas en forma recta o de gancho; son gruesas y suculentas dispuestas en espiral sobre un
tallo corto (solo en unas pocas especies los troncos son de tamario significativo) (Ayala, 2012;
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Giraldo, 2017). Es importante sefialar que la mayoria de las especies presentan una cuticula
dura que evita la pérdida de agua y cuyo grosor puede modificar el color de las hojas, el cual
varia de verde brillante a gris-azulado intenso. Las raices suelen ser duras y fibrosas (Guillot
et al., 2008; Vazquez, 2015)

De igual modo, las distintas especies del género presentan una inflorescencia
(comunmente llamado quiote), que puede medir de 1.8 m a méas de 12 m de longitud.
Ocasionalmente las inflorescencias presentan bulbillos, que son hijuelos pequefios que
emergen junto a las flores no fecundadas que caen posteriormente sin formar frutos. Los
hijuelos también pueden formarse a partir del tallo o las raices (Figura 1) (Valenzuela, 2006;
Vazquez, 2015).
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Figura 1. |Individuo del género Agave con
inflorescencia ramificada, flores, bulbillo, hijuelo,
fruto y semillas. Modificado de CONABIO (2006).
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Las flores son bisexuales de color verdoso, amarillento o purpureo con perigonio tubular con
seis estambres exertos tipo filiforme y estigma trilobado. Los frutos son capsulas lefiosas y
las semillas son negras y aplanadas (Figura 2) (Vazquez, 2015).

La edad de estos individuos puede variar: algunas especies alcanzan su madurez entre
los 15 y 25 afios, mientras que las especies pequefias lo hacen entre los cuatro y cinco afios
(Garcia, 2007).

La mayoria de las especies del género Agave se caracterizan por ser monocarpicas
(también denominadas semelparas), es decir, tienen un solo evento reproductivo y
posteriormente mueren, esto debido al cambio en la asignacién de recursos del crecimiento
vegetativo continuo al crecimiento reproductivo, combinado con una extraccion de nutrientes
de las hojas y la transferencia de estos nutrientes a las semillas en desarrollo (Davies & Gan,
2012; Good et al., 2006).

Figura 2. Estructuras reproductoras del género Agave. a) Flores de A. victoriae-reginae T.
Moore; b) Semillas de A. celsii Hook; ¢) Semilla de Agave sp; d) Frutos de A. victoriae-

reginae. (a y d: modificado de Gonzélez et al., 2011; b y ¢: modificado de Reyes (2009).



Los magueyes son polinizados principalmente durante la noche por murciélagos
nectarivoros, siendo en México las especies Leptonycteris yerbabuenae, L. nivalis y
Choeronycteris mexicana las mas importantes. Algunos otros de sus visitantes nocturnos son
palomillas, ratones de campo, cacomixtles, tlacuaches y otros pequefios animales que trepan
por la inflorescencia para alcanzar las flores. Sin embargo, éstas también son visitadas
durante el dia por una gran variedad de animales como abejorros, abejas y varias especies de
aves como colibries y calandrias (llIsley, 2004; Trejo, 2016).

6.2 Importancia ambiental, economica y social del género Agave

Se sabe que los magueyes proporcionan valiosos servicios ambientales (Tabla 1): diversos
animales se alimentan del néctar, polen y de las flores, ademas de que la planta representa el
hogar de algunos de ellos, los cuales forman parte importante de la cadena tréfica. Los agaves
también son plantas nodrizas para otros agaves y plantas suculentas lo cual es crucial para la
recuperacion de toda la comunidad bidtica; constituyen una cerca viva que protege del viento
a los cultivos; sus raices impiden la erosion del suelo y la pérdida de nutrientes al retener la
materia organica, ademas de que estas estructuras favorecen la filtracion del agua; los
cultivos de maguey son usados para desviar el agua de lluvia hacia las regiones con menos
humedad; sus individuos captan carbono en ambientes aridos con suelos pobres y ademas
pueden eliminar metales pesados de soluciones acuosas, como puede ocurrir alrededor de
minas (Garcia et al., 2010; Garcia et al., 2011; Delgado et al., 2014; Leirana et al., 2018;
Medina-van Berkum et al., 2016; Rocha et al., 2006; Romero et al., 2007).



Tabla 1. Principales servicios ambientales brindados por los agaves.

Murciélagos, polillas, colibries, abejas y mariposas se alimentan
Conservacion de la del nectar y polen.

biodiversidad. Las flores son ingeridas por cenzontles, matracas y otras aves.
Las semillas son consumidas por hormigas y aves.

Actlan como plantas nodrizas.

La planta es huésped de animales.

En el suelo adyacente a los magueyes pueden encontrarse
ratoncitos, cacomixtles, liebres, armadillos, tejones, tuzas,
viboras, lagartijas y hormigas.

Retencién y control | Los cultivos generan un microclima que favorece la retencion de
del agua. humedad.

Las raices ayudan a la filtracion de agua a los mantos acuiferos.

Las hileras de maguey ayudan a desviar el agua de lluvia hacia
aquellas partes que retienen menos humedad.

Retencién y Los cultivos generan un microclima que favorece la retencién de
formacién de suelo. | suelo.

Las raices impiden la erosion de los suelos aun en condiciones de
pendiente o terrenos pedregosos.

Las raices evitan que se pierdan importantes nutrientes de las
zonas aridas y retienen la materia organica.

Cercas vivas. Constituyen por si mismos una cerca viva que protege del viento
a los cultivos que se siembran entre las hileras de maguey.

En México, se les ha atribuido maltiples usos a los agaves (Tabla 2) encontrandose entre los
mas comunes la produccion de papel, el uso de las hojas como tejas, los tallos de las
inflorescencias como vigas, obtencion de fibras para tejidos, espinas como clavos y agujas.
También se emplean cominmente para la construccion de barreras vivas y ademas se le
atribuye la elaboracion de mezcal, tequila y pulque, aunque también se pueden obtener
concentrados de aguamiel, mieles, jarabe, vinagre, jabones, shampoos, inulinas, etc. Es de

resaltar que a algunas de estas bebidas y concentrados se les atribuyen propiedades
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medicinales, ademas de que fueron usadas en rituales y sacrificios como fermentos bebidos

solo por una élite de sacerdotes y nobles (Garcia et al., 2010; De Vega, 2019; Negrete, 2010;
Suérez et al., 2016; Valenzuela, 2006).

Tabla 2. Principales usos atribuidos a las diferentes partes de las plantas de agave.

Tipo de uso. Usos. Parte empleada de la
planta.
Domeéstico. Jabdn o detergente para trastes y ropa. Hojas, tallos y raices.
Shampoos.
Macetas o recipientes para agua. Hojas y tallos.
Palillos para la extraccién de gusanos comestibles. Espina terminal.
Aguja para coser ropa.
Clavos.
Tapas para cazuelas, ollas y barriles. Hojas.
Platos.
Para la preparacion de barbacoa.
Forraje.
Para la elaboracion de mixiotes.
Combustible para calentar comida. Hojas secas.
Medicinal. Para la curacién de golpes. Hojas.
Prevencion de escorbuto.
Antiinflamatorio.
Alimentos. Obtencion de aguamiel y fructosa. Tallo.

Elaboracion de pulque, con el cual se elaboran
diferentes alimentos (tamales, atole, pan, dulces).
Mezcal.
Tequila.
Sotol.
Jarabe que se utiliza para la elaboracion de dulces y
postres.

Gusano rojo (Chinicuil).

Se extraen de la raiz.

Elaboracion de diversos platillos.

Escapo floral, flores y
frutos.




Ornamental. Adornos corporales (aretes, collares). Semillas.
Arcos. Fibras de las hojas
En jardines y camellones. Planta completa.
Industrial. Industria quimica y farmacéutica para la produccion Hojas, raices y tallos.
de medicamentos y productos esteroides
(saponinas).
Productos de celulosa para papel, ropa Hojas.
Produccion de etanol y glucésidos.
Jarabe utilizado en la industria cosmética. Tallo.
Fibras. Canastos. Fibras de hojas.
Lazos.
Estropajos.

Hilo para coser.
Tejidos y vestuarios.

Escobetillas, escobas, cepillos para limpieza.

Fibras de raices.

Construccion.

Cercas, casas (jacales), corrales.

Escapo floral.

Tejas para cubrir techos de casas.
Canales para colectar agua de lluvia.

Hojas.

Actualmente muchos de los usos ya mencionados siguen vigentes en numerosas

comunidades rurales de nuestro pais; sin embargo, es la elaboracién de mezcal la actividad

que aporta un ingreso relevante a la economia de estas sociedades, y es también la que causa

la disminucion de las poblaciones silvestres de agave (llIsle et al., 2004).

6.3 Importancia econdmica y social del mezcal

El origen de esta bebida data del México prehispanico cuando los antiguos zapotecas extraian

un aguamiel del agave para ser utilizado en ceremonias religiosas. Después de la llegada de

los espafioles en el siglo X V1, el proceso de obtencion fue modificado por los conquistadores,

iniciandose asi la produccion de mezcal. Hoy en dia, en Oaxaca el mezcal tiene una marcada

connotacion méagica-religiosa y se ha ubicado entre las mejores bebidas del mundo (Morales,

2008).




Palma y colaboradores (2016) reportaron que, en Oaxaca, para obtener un
aproximado de 15 398 900 litros de mezcal, fueron procesadas 153 989 toneladas de pifias
(tallos de agave) que representan un total de 3 849 725 agaves, sin embargo, esto depende

del equipo de destilacion utilizado (Tabla 3) y la especie de agave empleada.

Al mismo tiempo Delgado et al., 2014 refieren que para producir un litro de mezcal
se necesitan en promedio dos individuos adultos de A. potatorum dependiendo del tamafio
de las plantas y las condiciones en las que crecio el agave (clima, suelo, orientacion de
exposicion de la pendiente, etc.). Por ejemplo, 200 agaves pueden producir de 60 a 180 litros

de mezcal.

Tabla 3. Rendimiento de produccion de mezcal respecto al nivel tecnolégico de produccion

Meétodo de produccién. Kilogramos de pifias procesadas por litro de mezcal.
Artesanal con actividades manuales. Desde 11 hasta 35.
Artesanal con sistema tradicional. De 6 hasta mayores de 20.

Artesanal con innovaciones tecnoldgicas | Desde 6 a 20.

Por otro lado, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (2017) report6 que en el 2016
el principal pais al que se exporté mezcal fue Estados Unidos, con un valor de 17.2 millones
de dolares americanos; seguido de Francia (757 mil délares), Reino Unido (619 mil dolares)
y Espafia (614 mil dblares). Ademas, durante el mismo afio los productores de mezcal

comercializaron dos millones 713 mil litros en los diferentes mercados internacionales.

Asimismo, el Consejo Regulador del Mezcal (2020) reporté en su Informe Estadistico
que el mezcal fue exportado a 68 paises en el 2019.

Oaxaca, por sus caracteristicas agroclimaticas, favorece la produccion de agave y
mezcal (Bautista & Mascha, 2012), lo que lo ha posicionado a nivel nacional como el estado
con mayor produccién de litros representando en el 2021 el 90.1% de la produccion del pais.
(Consejo Regulador del Mezcal, 2020).

10




En el citado informe se destaca como valores sociales y culturales relacionados con
la produccién de mezcal la generacion de 23 000 empleos directos y méas de 105 000 empleos
indirectos, representando una fuente de empleo para hombres y mujeres en donde se carece
de fuentes de empleo temporales y permanentes; ha permitido que migrantes regresen a sus
comunidades de origen; crea oportunidades de desarrollo, innovacion e investigacion; evita
que poblaciones susceptibles se empleen en actividades ilicitas y promueve el sentido de
identidad cultural y orgullo nacional.

Segun Colunga et al., 2007 las especies que comunmente se emplean en la produccion
de mezcal son A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw., A. marmorata Roezl, A. americana
L. var. oaxacensis Gentry, A. cupreata Trel. & Berger, A. rhodacantha Trel., A. salmiana
Otto ssp. crassispina (Trel.) Gentry, A. wocomahi Gentry, A. durangensis Gentry y A.
maximiliana Baker.

Por otra parte, el Consejo Regulador del Mezcal (2020) reporté que en el afio 2019 la
especie que mas se empleo para la produccién de mezcal en el pais fue Agave angustifolia
(85%), seguida de A. potatorum Zucc. (2.3%) y A. durangensis (2.1%) (Tabla 4).

Tabla 4. Produccion de mezcal por especie de agave en el 2019 a nivel nacional.
Modificado de: Consejo Regulador del Mezcal, 2020.

Nombre comun. Nombre cientifico. Produccion en 2019.
Maguey espadin. A. angustifolia. 85.8%
Maguey tobala, A. potatorum. 2.3%
Maguey cenizo. A. durangensis. 2.1%
Maguey verde. A. cupreata. 2.7%
Maguey tepeztate. A. marmorata 1.0%
Maguey cuishe. A. karwinskii Zucc. 1.8%
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Maguey azul. A. tequilana. 0.9%

Otros (54 magueyes -- 3.3%
distintos).

A pesar de lo anterior mencionado, en el estado de Oaxaca uno de los agaves silvestres
mayormente empleados en la elaboracion de mezcal corresponde a la especie Agave

potatorum Zucc. (Velasco et al., 2009).

6.4 Agave potatorum Zucc.
También es conocido como arroquefio, maguey de cochi, maguey papalome, maguey tobald,
papalome o papalometl (Figura 3) (Colunga, 2006).

Garcia & Franco (2018) sefialan que las rosetas pueden presentar de 30-60 hojas, de
15.0-35.0 cm de largo y 8.0-10.0 cm de ancho, son ovadas, oblongas o lanceoladas, glaucas
a verde-glaucas, margen con mamilas de 0.4-0.7 cm de alto. Las hojas ademas presentan una
espina terminal.

Su inflorescencia es de tipo panicula, midiendo 3.0-5.0 m de alto. Las flores miden
5.5-7.0 cm de largo, son campanuladas a ligeramente urceoladas, de coloracién verde-
amarillentas. Los estambres con filamentos 3.0-4.0 cm de largo, el ovario es de 2.5-3.0 cm
de largo y de 4.0-6.0 mm de diametro.

Los frutos son capsulas que miden 4.0-6.0 cm de largo y 1.5-2.0 cm de diametro, son
oblongos. Las semillas son negras y aplanadas, miden 5.0-6.0 mm de largo y 4.0-5.0 mm de
ancho, presentan un ala inconspicua.

Tarda de 8 a 12 afios en florecer y lo hace de finales de agosto a noviembre,
fructificando de noviembre a marzo.

A. potatorum es una especie endémica de México, que se distribuye en los estados de
Oaxaca Yy Puebla en ambientes de bosque tropical caducifolio, matorral xeréfilo y en la
transicion de los mismos. Habita en suelos sobre roca caliza en altitudes de 1300-2400 metros
Este agave se desarrolla en suelos aridos y semiaridos poco fertiles. En el 2011 se estimé que

habian 42 ha de dicha especie en las regiones de Valles Centrales y Sierra Sur de Oaxaca, lo
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cual representd 0.45% del total de plantas del género Agave existentes en el estado (Bautista
& Martinez, 2020; Garcia & Franco, 2018).

Ademaés de la elaboracion de mezcal, esta especie se emplea de diversas formas, como
por ejemplo, sus flores se utilizan en la alimentacion al igual que el pedunculo floral cuando
ha comenzado su desarrollo, las hojas se usan para disminuir hinchazones y para el
tratamiento de lesiones internas tanto de seres humanos como de animales domésticos Garcia
& Franco, 2018).

Es importante resaltar que, a diferencia de la mayoria de los agaves, su propagacion
asexual no ha sido reportada y depende de las semillas para sobrevivir (Delgado et al., 2014).

La NOM-059-SEMARNAT-2010 no aplica para esta especie (Diario Oficial de la
Federacion, 2010).

Figura 3. Agave potatorum (lzquierda); Estructuras reproductivas. Inflorescencia (Centro);
Flores (Derecha). Modificado de: Garcia/l CONABIO

6.5 Amenazas del género Agave
La alta demanda de mezcal y las grandes cantidades de ejemplares de agaves requeridas para
su elaboracion (Tabla 3) ha ocasionado una sobreexplotacion de las especies nativas del
maguey mezcalero y ha conducido a la depredacién y peligro de extincidn de las especies

endémicas. Ejemplo de ellas son Agave angustifolia, A. palmeri Engelm. y A. shrevei Gentry,
13



de las cuales se tiene documentado que debido a su sobreexplotacion se han agotado las
poblaciones silvestres ubicadas en Sonora (Burwell, 1995).

Aguirre & Eguiarte (2013) reportaron que la extraccion de Agave cupreata y A.
potatorum para la produccion de bebidas ha provocado una disminucién de las poblaciones
silvestres, por lo que dichos autores han expresado preocupacion por la conservacion de estas
especies.

De forma paralela, un estudio llevado a cabo en la comunidad San Luis Atolotitlan
(SLA) ubicada en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, resalta que a pesar de que los productores
de mezcal reconocen la escasez de A. potatorum que enfrenta SLA, éstos no pueden dejar de
producir mezcal, razén principal por la que en la Gltima década comenzaron a mezclar tallos
de la especie en cuestion con los de otras especies de agave, como Agave marmorata para
llenar el horno. Incluso recientemente han comenzado a comprar Agave angustifolia y A.
tequilana en plantaciones cercanas, lo que puede afectar a las poblaciones de agave de otras
regiones. Los pobladores de SLA mencionan que hoy en dia se requiere ir cada vez mas lejos
para extraer agave mezcalero. Los campesinos afirman que hace 30 o 40 afios, en diversos
parajes cercanos al pueblo existia una gran abundancia de esta especie y que ahora han
desaparecido debido a la actividad mezcalera, es decir se documentaron casos de extincion
de poblaciones locales. Cabe mencionar que la produccion anual de mezcal en SLA requiere
de casi 11,975 plantas de agave (Delgado et al., 2014; Torres et al., 2016).

A su vez, el director de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan, Fernando
Reyes Flores, sefial6 que el saqueo de agaves ha aumentado hasta 300% en la zona y que esto
puede estar asociado a la produccién de mezcal. Entre las especies mas afectadas se
encuentran Agave marmorata, Agave potatorum y Agave karwinskii (Hernandez, 2021).

Es importante resaltar que, para hacer el mezcal, cuando un maguey ha iniciado el
desarrollo de su inflorescencia, esta estructura se corta y la planta se deja asi durante varios
meses, acumulando azucares que posteriormente seran utilizados para la elaboracion de
alguna bebida. Esto representa uno de los mayores problemas para la conservacion de los
agaves mezcaleros ya que a causa de esta actividad no se desarrollan flores que
posteriormente podrian ser polinizadas para dar lugar a la formacion de frutos con semillas
(llsley et al., 2004; Michel, 2010) y con ello se cancela la posibilidad de dejar descendencia,

siendo éste un factor adicional que puede orillar a las especies a estar en peligro de extincion.
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La extraccion de agaves puede afectar no solo la capacidad de recuperacion de las
poblaciones, sino también las interacciones ecoldgicas con otros organismos en las

comunidades vegetales.

6.6 Métodos convencionales de propagacion del género Agave
La propagacion de los individuos de este género se puede llevar a cabo mediante dos formas:
propagacion via sexual, utilizando las semillas y via asexual a través de tejido somatico.
Respecto a la via sexual a través de la propagacion por semillas se obtienen nuevas plantas
individuales con las caracteristicas que presentan los genes propios de los gametos
masculinos y femeninos. En la reproduccién por semillas puede esperarse que se presente
variacion genética o segregacion entre las plantas hijas (Oronoz et al., 1983).

A pesar de lo antes mencionado, en el género Agave esta via puede presentar
problemas, principalmente la falta de disponibilidad de semillas, ya que en el ciclo de vida
del género es necesario que transcurran varios afios (incluso décadas) para que la planta sea
lo suficientemente madura para florecer y producir semillas (Das, 1992).

Es de destacar que a pesar de que cada fruto aloja entre 300 y 2 000 semillas, son muy
pocas las que llegan a germinar debido a diferentes factores: algunas no son viables, otras
son comidas por diversos animales o bien, por su ligereza son dispersadas por el viento y
muchas caen en rocas Y otros sitios desfavorables. E incluso una vez que las semillas logran
germinar, muchas plantulas mueren por la falta de agua y otras son pisadas o0 comidas por el
ganado (llIsley et al., 2004).

Adicionalmente, no todas las inflorescencias logran formar semillas debido a que
muchas se caen con el viento incluso antes de florecer, o bien, hay personas y animales del
campo que cortan las flores para comérselas. Otras causas de esta problematica son la falta
de polinizadores y los incendios (llIsley et al., 2004).

Como se mencion6 anteriormente, para la elaboracion de mezcal, es necesario
“castrar” a la planta, es decir, se corta la inflorescencia una vez que ésta empieza a crecer.
Esto impide el desarrollo y polinizacion de flores, lo que a su vez imposibilita la formacion
de semillas (Godinez et al., 2016; IlIsley et al., 2004; Michel, 2010).
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En contraste, la reproduccion asexual o vegetativa es aquella que no implica el
proceso sexual. Los individuos obtenidos por este tipo de reproduccidn constituyen un clon
(Oronoz et al., 1983).

Segun Vicente & Del Real (2007) los principales procesos de reproduccion asexual

en agaves son los siguientes:

- Reproduccion por bulbillos:
Este proceso se presenta en algunos agaves que desarrollan bulbillos a partir de los
meristemos axilares de la inflorescencia en la base de las flores, y que al completar su
desarrollo caen al suelo, donde desarrollan raices y crecen como plantas independientes.
Algunas de las desventajas de este método es que los bulbillos se desarrollan después de la
floracién, es decir, tras la maduracion de la planta de maguey, evento que puede tomar varios
afios. También puede ocurrir que a través de los bulbillos se propaguen enfermedades que
pudiera presentar la planta madre. Es debido a lo anterior que este método no es muy comun

para la propagacion de magueyes.

- Rizomas:
Los rizomas son tallos subterraneos que crecen generalmente en un plano horizontal, paralelo
a la superficie del suelo. Cada afio los rizomas emiten yemas que originan nuevos 6rganos
aéreos. La propagacion por rizomas (o hijuelos) es la més utilizada en agaves, no sélo porque
conserva las caracteristicas genéticas de la planta madre, sino porque el desarrollo de las
plantas es mas rapido y vigoroso que por bulbillos. Mediante este tipo de propagacion
usualmente se obtienen de 4 a 6 hijuelos por agave (Comunicacion Personal, Sres. Del Razo,
Tlaxcala). Uno de los inconvenientes de las plantas obtenidas por medio de esta via es su
lento crecimiento, teniendo que esperar varios afios para que un hijuelo alcance tallas

comercialmente adecuadas (Malda & Ruiz, 2004).

6.7 Biotecnologia como alternativa para la propagacion del género Agave
Una alternativa prometedora a los métodos de propagacion convencionales ya mencionados
es la aplicacion de herramientas biotecnoldgicas como la micropropagacion o propagacion
por cultivo de tejidos vegetales (CTV).
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ElI CTV es una rama de la biotecnologia que se refiere al conjunto de técnicas usadas
para cultivar células, tejidos u dérganos vegetales in vitro en un medio artificial, bajo
condiciones asépticas, controladas y libres de microorganismos (Calva & Rios, 1999). Se
basa en el principio de totipotencia, es decir, la capacidad que poseen las células para permitir
el desarrollo de un nuevo individuo completo, sin que medie ningun tipo de fusion de células
sexuales. A traves de las técnicas que ofrece, se pueden propagar in vitro varios miles de
plantas clonales en pocos meses a partir de una sola planta madre una vez superados su
establecimiento aséptico in vitro y el proceso experimental de multiplicacion (Robert et al.,
2006).

El cultivo de tejidos vegetales permite la propagacion de cualquier especie, siendo
algunos ejemplos de plantas de importancia como lo son Vanilla planifolia (Lozano et al.,
2015), Carica papaya (Solis et al., 2011), Saccharum officinarum (Rangel et al., 2016), Rosa
hybrida (Carelli & Echeverrigara, 2002), Cucurbita pepo (Sanchez et al., 2009), entre otras
especies.

El cultivo in vitro de plantas posee grandes ventajas, entre las cuales se encuentran: la
conservacion e intercambio de germoplasma, la propagacion masiva de plantas en un tiempo
y espacio reducidos, la generacion de plantas libres de patdgenos y transformadas
genéticamente, la obtencion de compuestos Utiles y de interés (metabolitos secundarios),
puede aplicarse en genotipos en donde la propagacion vegetativa es dificil, se requieren
unicamente de pequefios fragmentos de tejido para iniciar el cultivo, la multiplicacién puede
desarrollarse en cualquier época del afio y el desarrollo de estudios basicos de fisiologia,
genética y ciencias afines. Los procesos llevados a cabo pueden ser automatizados, la
produccion de plantas es de calidad uniforme y a escala comercial, hay un facil control de las
condiciones ambientales y se pueden desarrollar semillas artificiales (Ahloowalia et al.,
2004; Bhojwani & Dantu, 2013; Castafieda et al., 2014; Hussain et al., 2012).

6.8 Vias morfogenéticas in vitro
Se le llama morfogénesis a los cambios morfolégicos que ocurren como resultado de la
diferenciacion y desarrollo de un organismo, por lo tanto, la morfogénesis in vitro consiste
en la obtencidn de 6rganos o embriones somaticos a partir de un explante (Villareal, 2015;

Zhuravlev & Omelko, 2008).
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Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales se basan en dos procesos de morfogénesis:

organogénesis y embriogénesis somatica.

6.8.1 Organogénesis

El término organogénesis hace referencia a la formacion de 6rganos vegetales a partir de la
desdiferenciacion de células diferenciadas y estimuladas para llevar a cabo una serie de
divisiones celulares que originan un meristemoide, el cual es un agregado de células con
caracteristicas similares a las células meristematicas (pequefias, isodiamétricas, pared celular
delgada, con vacuolas pequefias y mucho citoplasma) que en un principio cuentan con
plasticidad (son capaces de desdiferenciarse y adquirir nuevos destinos) y con la capacidad
necesaria para diferenciarse en brotes o raices (Grafi, 2004; Schwarz et al., 2004).

Se dice que de este proceso se obtienen individuos unipolares, es decir, emiten un
solo 6rgano (aéreo o raiz) y a partir de éstos se regenera una nueva planta completa. Ademas,
estos brotes poseen conexion vascular con el tejido madre (Garcia, 2010).

La organogénesis puede ser directa o indirecta:

- Organogénesis directa
Consiste en la multiplicacion de plantas a partir de yemas axilares preexistentes, o bien,
también es posible obtener la formacion de yemas de novo a partir de la formacion de
meristemoides (que posteriormente daran lugar a brotes), esto ocurre directamente desde las
células del explante sin el crecimiento intermedio de células de callo (Villareal, 2015).

- Organogénesis indirecta:

Cuando los meristemoides (de los cuales crecen los nuevos brotes) tienen su origen en células
provenientes de callo que crece a partir del explante (Suarez & Salgado, 2008).

Tanto en la organogénesis indirecta como en la directa se reconocen diferentes etapas: 1)
desdiferenciacion o adquisicién de competencia; 2) induccion y finalmente 3) determinacién
hasta la formacion de nuevos organos (organogeénesis) (Schwarz et al., 2004; Sugiyama,
1999).

1) Desdiferenciacion o adquisicién de competencia
El proceso de desdiferenciacion implica la reversion de un estado de desarrollo a uno menos

comprometido o con mayor plasticidad que puede o no dar lugar a callo. Su caracteristica
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distintiva es la reversion de un estado diferenciado dado a un estado similar a una célula
madre que otorga pluripotencialidad (Grafi, 2004; Hicks, 1994).

En el caso de la organogeénesis directa, se cree que las células competentes que no
han producido callo son los progenitores de los 6rganos, lo que implica que dichas células se
someten al proceso de diferenciacion e individualmente, o quizas en pequefios grupos,
producen un nuevo brote Lo anterior entendiéndose a la competencia como la capacidad de
reconocer sefiales hormonales o de otro tipo que desencadenan una via de desarrollo
particular) (Hicks, 1994; Schwarz et al., 2004).

2) Induccion
La induccién es el proceso por el cual una sefial acta sobre las células competentes para
alterar su destino de desarrollo. Esta fase ocurre entre el momento en que el tejido se vuelve
competente y el momento en que se determina completamente para la produccion de
primordios (Hicks, 1994). Mientras que el final del proceso de induccién se define como el
momento en el que una célula o grupo de células se determina para la produccion de brotes
o raices (Christianson & Warnik, 1988; Wang & Schiefelbein, 2014).

El equilibrio de auxinas y citocininas en el medio juega un papel critico en la
determinacion del destino morfoldgico de las células puesto que se obtienen diferentes tipos
de o6rganos regulando las concentraciones de estos reguladores de crecimiento vegetal
(RCV); en otros términos, una proporcion relativamente alta de auxinas respecto a las
citocininas promueve la regeneracion de la raiz. Mientras que una concentracion mayor de
citocininas conduce a la produccién de brotes y cuando se afiaden al medio la misma
proporcién auxina y citocinina las células del explante proliferan para formar callos (Zhao et
al., 2008).

A su vez, es en este punto cuando el tejido del explante puede retirarse del medio de
induccion de la raiz o del brote y puede transferirse a un medio basal sin RCV (Schwarz et
al., 2004).

3) Determinacion
La determinacion puede definirse como el grado de compromiso que tiene la célula en su
programacion bioldgica para seguir un proceso morfologico controlado genéticamente sin

verse afectada por los estimulos externos (Christianson & Warnik, 1985; Wang &
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Schiefelbein, 2014). En otras palabras, cuando las células competentes fueron inducidas
previamente y entran en un estado de determinacion, éeste las fija a una via de desarrollo
particular (Hicks, 1994).

En esta etapa, los respectivos procesos inductivos dan como resultado células o
grupos de células determinadas para la formacion de raices o brotes y el proceso se vuelve
independiente de los RCV (Christianson & Warnick, 1985).

Entre las ventajas de la regeneracion via organogénesis se encuentran que al emplear
meristemos como fuente de explante se obtienen plantas libres de patdgenos (incluyendo
virus) y con poca variacion somaclonal, ademas de que la organogénesis tiene la ventaja de

requerir bajas concentraciones de RCV (Abahmane, 2017; Bhojwani & Dantu, 2013).

6.8.2 Embriogénesis somatica

Existen dos vias de embriogénesis: cigdtica y somatica, siendo la primera el resultado de la
polinizacion, fecundacion y de la division mei6tica, mientras que la embriogénesis somatica
consiste en la generacion de embriones a partir de células somaticas (las cuales son el
resultado de la divisidn mitotica) para posteriormente obtener una planta completa. Estos
embriones somaticos no poseen conexion vascular con el tejido madre. Al igual que la
organogénesis, la embriogénesis somatica puede ser directa o indirecta (Bhatia et al., 2015;
Garcia, 2010).

6.9 Explantey establecimiento aséptico del material vegetal

Un paso crucial para llevar a cabo los procesos mencionados anteriormente es la eleccion del
explante, el cual es una pequefia porcion del tejido vegetal que funciona como generador de
nuevas plantas en el cultivo in vitro (Ayala, 2012). Es muy frecuente la utilizacion de &pices,
hojas, entrenudos, cotiledones, raices, anteras e inclusive tejidos altamente diferenciados
como los provenientes de frutos (Roca & Mroginski, 1991).

Algunos aspectos a considerar para la seleccion del explante son la disponibilidad,
facilidad de manipulacion, baja contaminacion y rapida respuesta in vitro, en estos casos
generalmente se opta por explantes provenientes de plantas jévenes o incluso provenientes

de semillas germinadas (Roca & Mroginski, 1991).
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Para que el cultivo sea exitoso es necesario mantenerlo en condiciones asépticas y
una de las formas de lograrlo es la desinfeccion del explante el cual generalmente porta
agentes patdgenos en su superficie, en su interior, o0 en ambas partes. La desinfeccion debe
permitir eliminar a los microorganismos con el menor dafio posible para los explantes (Roca
& Mroginski, 1991).

Existe una gran variedad de compuestos quimicos que se pueden utilizar como
desinfectantes, siendo los més comunes el etanol y el hipoclorito de sodio. En algunos casos
resulta Util emplear algin agente tensoactivo siendo un ejemplo Tween 20 del 0.01% al 0.1%
(Roca & Mroginski, 1991).

6.10 Medio de cultivo
Una vez desinfectado, se requiere cultivar el material vegetal en un medio artificial, el cual
(George et al., 2007; Ugarte et al., 2016).

Un medio de cultivo puede ser definido como una formulacion de sales inorganicas y
compuestos organicos que suministran al material vegetal empleado los nutrientes necesarios
para su crecimiento. Los medios de cultivo estan constituidos principalmente de compuestos
gue suministran: agua, sales minerales (macro y micronutrientes), compuestos organicos
(carbohidratos, vitaminas y aminoacidos) y un agente gelificante (para medios semi-solidos)
(Bautista, 2019; Mroginski et al., 2010).

Existen en el mercado medios de cultivo adecuados para la propagacion masiva de
plantas, para lo cual el mas empleado es el MS (Murashige & Skoog, 1962), ya que contiene
los requerimientos nutricionales necesarios para la mayoria de las especies vegetales.
Murashige & Skoog (1962) estudiaron de forma detallada los requerimientos minerales de
cultivos celulares de tabaco, obteniendo una formulacion con altas cantidades de sales (NOs,
NH; y K), lo que permitié que los tejidos tuvieran tasas de crecimiento superiores a las
obtenidas hasta ese momento con otras formulaciones (Beyl, 1999; Rodriguez et al., 2004;
Suéarez, 2020). En el Anexo 1 se enlistan los componentes del medio de cultivo MS y sus

respectivas concentraciones.
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6.11 Reguladores de crecimiento vegetal

El crecimiento y el desarrollo de cultivos de plantas normalmente depende de la adicion de
fitohormonas o también llamadas reguladores del crecimiento vegetal al medio. Dichos
reguladores son compuestos que, a muy baja concentracion, son capaces de modificar el
crecimiento o la morfogénesis de las plantas. Hay varias clases reconocidas, siendo las
presentadas a continuacion las principales: 1) auxinas; 2) citocininas; 3) giberelinas; 4)
etileno y 5) acido abscisico (George et al., 2007).

A pesar de la gran variedad de RCV, son las auxinas y las citocininas las que mas se

utilizan en el cultivo in vitro de plantas.

6.11.1 Auxinas

Las auxinas son reguladores clave de casi todos los procesos de crecimiento y desarrollo de
las plantas, incluida la formacién de 6rganos florales y tejidos vasculares, crecimiento de
brotes, dominancia apical, fototropismo y gravitropismo. El transporte polar de auxina es
fundamental para el establecimiento y mantenimiento de la polaridad de la planta y sus
organos. La eliminacion del apice, la principal fuente de auxina, o la inhibicion del transporte
de esta hormona vegetal, conduce al crecimiento de yemas axilares (George et al., 2007;
Ishihara et al., 2008; Ljung et al., 2001)

A nivel celular, las auxinas controlan procesos basicos como la division y elongacion
celular (Petrasek et al., 2019).

Enel CTV, las auxinas (principalmente en combinacion con citocininas) promueven
el crecimiento de callos, suspensiones celulares y érganos, ademas de que casi siempre se
requiere una auxina para estimular el crecimiento inicial de meristemos. El proceso de
embriogénesis somatica es a menudo iniciado en medios que contienen altos niveles de
auxinas (principalmente2,4-D), sin embargo, los embriones somaticos generalmente no se
desarrollan hasta que la concentracion de auxina sea baja (George et al., 2007; Petrasek et
al., 2019).

Las concentraciones de AlA pueden diferir respecto que a parte de la planta se trate
puesto que son mas altas en los meristemos apicales. Aungque muchos tipos de células parecen
capaces de producir auxina, la capacidad en las hojas jovenes es comparativamente alta

(Ljung et al., 2005).
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Se ha observado que la auxina con mayor actividad y concentraciones en las plantas
es el &cido indol 3 acético (AlA), mientras que el &cido indol 3 butirico (AIB) esta presente
en pequefas cantidades y presenta una actividad muy debil (Ludwig et al., 1993).

6.11.2 Citocininas

Las citocininas tienen la capacidad de estimular e inducir una alta proliferacion y division
celular, suelen inducir la iniciacion y elongacion de las raices al igual que pueden activar la
senescencia de las hojas, permitiendo estimular el desarrollo fotomorfogénico vegetal y jugar
un rol importante en el aumento y generacion de la produccion de brotes (Yong et al., 2009).
Ademas, se ha observado que la 6-Bencilaminopurina (BAP) induce la division celular,
incrementa el contenido de clorofila a través de la diferenciacion de cloroplastos, aumenta la
actividad fotosintética, participa en la pérdida de dominancia apical y retrasa la senescencia
(Davies, 1995).

Respecto al CTV, un alto nivel de citocininas vs. auxinas provoca la formacion de
brotes, mientras que con niveles bajos de citocininas y/o conjuntamente niveles altos de
auxina, se observaba la formacion de callos y la formacion de raices. Asimismo, la aplicacion
de citocininas estimula el desarrollo de las yemas laterales ya que, como se menciond
anteriormente, de esta forma se disminuye la dominancia apical (Kaminek, 1992; Skoog &
Miller, 1965).

6.12 Oxidacion

Un problema frecuentemente encontrado durante el cultivo in vitro es la oxidacion; es decir,
cuando los tejidos son dafiados y se liberan especies reactivas de oxigeno y compuestos
fenolicos, esto se manifiesta con un oscurecimiento del tejido vegetal, generando dafio,
inhibicidn del crecimiento y en los casos mas graves incluso la necrosis y muerte del tejido.
Los productos de la oxidacion son toxicos para el explante y se difunden en el medio de
cultivo oscureciéndolo. Este problema es particularmente serio en explantes de especies
lefiosas (Nikoloff, 2015; Villarroel & Cadima, 2016).

23



La aparicion de la oxidacion se relaciona principalmente con el efecto abrasivo
causado por los agentes empleados en la desinfeccidn del explante, los cortes realizados en
el mismo, los cambios en el pH o la composicion del medio de cultivo (Nikoloff, 2015).

Entre las estrategias para reducir este problema se incluyen: el uso de substancias
antioxidantes como 4&cido ascérbico y acido citrico, o adsorbentes como PVP
(polivinilpirrolidona) y carbdn activado, ya sea en el medio de cultivo o en el Gltimo enjuague
del proceso de desinfeccion; la incubacion inicial de los explantes en oscuridad o bajo
intensidad luminosa reducida; disminuir la temperatura de cultivo; realizar subcultivos con
frecuencia; cultivar el explante en medio liquido; cambiar el agente desinfectante del
explante o bien, disminuir los tiempos en el proceso de desinfeccion siempre que se mantenga
la asepsia (Nikoloff, 2015; Villarroel & Cadima, 2016).

6.13 Enraizamiento y aclimatizacion
La practica de enraizamiento de los brotes propagadas in vitro resulta de gran relevancia
debido a que al originar raices, los brotes tienen mayor capacidad de absorber nutrientes, lo
que favorece un mayor crecimiento y desarrollo. De igual manera, el desarrollo del sistema
radicular es de gran importancia para lograr la transferencia y supervivencia de las plantas a

condiciones de invernadero (Aguilar & Rodriguez, 2018; Quintero et al., 2003).

Para llevar a cabo dicho proceso generalmente se requiere trasplantar a los brotes a
un medio de cultivo modificado, esto es, cambiando el balance hormonal en donde las
citocininas estan en concentraciones bajas respecto a las auxinas como el acido indol-acético
(AIA), el &cido naftalenacético (ANA) y acido indol-3-butirico (AIB), ya que se sabe que
entre sus los efectos fisioldgicos se encuentra la formacion de raices (Quintero et al., 2003).

Sin embargo, diversas investigaciones con algunas especies del género Agave han
mostrado que no es necesaria la aplicacion de auxinas ni algin otro RCV para llevar a cabo
el enraizamiento de brotes de dicho género como la llevada a cabo con A. parrasana
(Santacruz et al., 1999) y A. victoriae-reginae (Martinez et al., 2003), que mostraron altas

tasas de enraizamiento sin necesidad de auxinas.
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Por otro lado, durante la incubacion in vitro, los cultivos son expuestos a condiciones
ambientales como humedad elevada, temperatura constante e intensidad luminica baja. Al
mismo tiempo, el medio de cultivo compuesto por concentraciones elevadas de azUcares,
sales y RCV ademas de la ausencia de microorganismos generan anormalidades
morfologicas, anatémicas y fisiologicas (escasa funcionalidad de los estomas y del
mecanismo fotosintético, ceras cuticulares poco desarrolladas, etc.) que pueden ser letales
para las plantas cuando éstas son transferidas al ambiente externo, por lo que deben adaptarse
gradualmente a las condiciones ex vitro. Este periodo de adaptacion al nuevo habitat es

Ilamado etapa de aclimatizacidén (Mroginski et al., 2010).

Para llevar a cabo una aclimatizacion exitosa se debe contemplar el control de las
condiciones ambientales (humedad, temperatura y luz) de tal manera que permita disminuir
la deshidratacién y, al mismo tiempo, estimular la fotosintesis con el objeto de asegurar que
sobreviva la mayor cantidad de plantas posibles, ademas de estimular su rapido crecimiento
(Mroginski et al., 2010).

6.14 Propagacion in vitro de agaves
La propagacién por medio del cultivo de tejidos vegetales ha sido previamente reportada en
el género Agave.

En relacion con la via morfogenética de organogénesis (Tabla 5) Hazra et al. (2002)
utilizaron como explante hojas de A. sisalana Perrine para la obtencion de callo en el cual
posteriormente se indujo la regeneracion de brotes, mientras que Nikam (1997) regenerd
brotes de la misma especie por medio de explantes de tallo y rizoma.

Valenzuela et al. (2006) utiliz6 explantes de tallo para la propagacion de A. tequilana;
Rivera (2015) registrd la organogeénesis indirecta y directa de A. victoriae-reginae a partir de
explantes de hoja y tallo respectivamente. Kancab (2016) propagé a la especie A. parviflora
Torr. por medio de organogénesis a través de explantes de tallo.

Aguilar & Rodriguez (2018) llevaron a cabo la organogénesis de A. marmorata Roez|
a partir de apices. Mosqueda et al., 2022 y Bautista (2019) obtuvieron brotes de Agave
potatorum via organogénesis empleando tallos como fuente de explantes. Dominguez et al.,

2008 obtuvieron brotes de las especies A. potatorum, A. karwinskii, A. cupreata, A. difformis
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A. Berger y A. obscura Schiede ex Schltdl. a partir de tejido de tallo extraido de plantulas

germinadas in vitro, mientras que para A. potatorum, Enriquez y colaboradores (2016)

obtuvieron brotes adventicios a partir de tejidos de tallo.

En los estudios previamente citados se utilizd medio de cultivo MS y diferentes

concentraciones de auxinas y/o citocininas.

Tabla 5. Especies de agave cultivadas por medio de organogénesis.

Especie. Explante. Medio de cultivo y Respuesta Referencia.
reguladores de
crecimiento vegetal.
A. sisalana. Hoja. MS con 26.6 uM de BAP. 25.3 brotes por Hazra et al.,
explante. 2002.
A. sisalana. Rizomay | MS con 0.5 mg/L de KIN. | Rizoma: 5 brotes por Nikam,
tallo. explante. 1997.
Tallo: 5.7 brotes por
explante.
A. tequilana Tallo. MS modificado con 11 19.5 brotes por Valenzuela
uM de 2,4-D y 44 uM de explante. et al., 2006.
BAP.
A. victoriae- Hojay MS Hoja: organogénesis Rivera
reginae. tallo. Hoja: 0.5 mg/L de BAPy indirecta. (2015).
0.5 mg/L de 2,4-D.
Tallo: organogénesis
Tallo: 4 y 5 mg/L de BAP. directa.
A. parviflora. Tallo. MS con 15 mg/L de IBA. 18-24 brotes por Kancab
explante. (2016).
A. marmorata. Apice. MS con AIA 10 mg/L de 41 brotes por Aguilar &
AlA y 10 mg/L de BAP. explante. Rodriguez
(2018).
A. potatorum. Tallo. MS con 3 mg/L de BAPy 9.87 brotes por Mosqueda
3 mg/L de AlA. explante. et al. 2022.
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A. potatorum. Tallo. MS con 3 mg/L de BAP. 15.3 brotes por Bautista
explante. (2019).
A. potatorum, A. Tallo. MS A. cupreata: 10.5 Dominguez
karwinskii, A. brotes por explante. | et al., 2008.
cupreata, A. A. cupreata: 1.5mg/L de
difformis y A. BAP. A. difformis: 8.5
obscura. brotes por explante.
A. difformis: 0.2 m/L de
TDZ. A. karwinskii: 6.1
brotes por explante.
A. karwinskii: 1.0 mg/L de A obscura: 11 brotes
BAP. por explante.
A. obscura: 0.2 mg/L de A. potatorum: 6.9
TDZ. brotes por explante.
A. potatorum: 2.0 mg/L de
KIN.
A. potatorum Tallo. MS con 1 mg/L de BAP. | De 6 a 12 brotes por | Enriquez et
explante. al., 2016.

MS) Murashige & Skoog (1962); BAP) 6-Bencilaminopurina; 2,4-D) Acido 2,4-
diclorofenoxiacético; TDZ) Thidiazuron; 2iP) 2-1sopenteniladenina; KIN) Kinetina; IBA)

acido indol-3- butirico; AlA) &cido indol-3-acético.
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7 JUSTIFICACION

Agave potatorum Zucc., con una distribucion en Oaxaca y Puebla, es una especie endémica
de México, importante ecoldgica, cultural y econdmicamente puesto que brinda maltiples
servicios ambientales, es un valioso recurso que se emplea como fuente de alimento, como
forraje, con fines medicinales y en la elaboracion de diversos productos incluyendo el mezcal,
cuya comercializacion aporta un ingreso relevante a la economia de diferentes comunidades.
Sin embargo, esto ha ocasionado la sobreexplotacion de la especie y su situacion se agrava
debido a su largo ciclo de vida, por no presentar reproduccion asexual y su reducida
propagacion por semillas, puesto que para la produccién de mezcal las plantas son cortadas
antes de su floracion.

Una alternativa a los métodos convencionales de propagacion es el cultivo de tejidos
vegetales que ha hecho posible la propagacion masiva y conservacion a partir de pequefios
fragmentos de multiples especies, entre ellas algunos agaves, para hacer un uso sustentable
de éstas.

El objetivo de esta investigacion fue lograr la germinacién de semillas y la
regeneracion de plantas a partir del cultivo de tallos, secciones de hojas y cotiledones. Con
esta investigacion se facilitara el establecimiento de un protocolo para la produccion en masa
de especies del género que puedan estar amenazadas o en las cuales haya un alto interés
econdmico. lgualmente, la propagacion de la especie A. potatorum representaria una fuente
de individuos en caso de que las poblaciones silvestres disminuyan y ademas, para su uso

comercial.
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8 OBIJETIVOS

Objetivo general:

Realizar el establecimiento aséptico y la propagacion in vitro de la especie Agave potatorum.

Objetivos particulares:

e Establecer un protocolo de desinfeccion y establecimiento in vitro y ex vitro de
semillas.

e Obtener plantulas para emplearlas como fuente de explantes (tallos, hojas y
cotiledones) y a partir de ellos promover su multiplicacion.

e Explorar las concentraciones de auxinas y citocininas (2,4-D y BAP respectivamente)
para inducir la formacién de regenerantes a partir de explantes somaticos.

e Llevar a cabo la aclimatizacion de las plantas regeneradas.
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9 MATERIALES Y METODOS

9.1 Material vegetal
Las 182 semillas empleadas para el desarrollo de esta investigacion fueron donadas por el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de
la UNAM. Dicho material biologico fue colectado en el afio 2019 en el municipio de Santa
Maria Sola de Vega, perteneciente al estado de Oaxaca. Una vez colectadas, las semillas
fueron almacenadas en bolsas de papel estraza y colocadas en un refrigerador con una

temperatura de 5 °C, permanecieron en estas condiciones alrededor de un afio.

9.1.1 Caracterizacion de semillas.

Se pes6 un lote de 100 semillas utilizando una balanza analitica, posteriormente se
determinaron las medidas (largo y ancho) empleando una regla y finalmente se obtuvo un

promedio de todos los datos obtenidos.

9.2 Establecimiento aséptico in vitro y germinacion de semillas de Agave potatorum

9.2.1 Desinfeccion

Se desinfectaron 182 semillas mediante un enjuague con agua destilada esterilizada,
inmediatamente se lavaron durante 10 minutos con agitacion constante empleando una
solucién de jabon antibacterial al 10% v/v para después sumergirlas en Soluvet ® por 30
minutos, posterior a esto se desinfectaron en una solucién de etanol 70% v/v por 1 minuto y
enseguida las semillas se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio 30% v/v con
dos gotas de Tween 20 durante 30 minutos. Finalmente se realizaron tres enjuagues con agua

destilada esterilizada.

9.2.2 Germinacioén in vitro

Para la germinacion, se colocaron 91 semillas ya desinfectadas en tubos de ensayo (una
semilla por tubo) que contenian medio de cultivo MS al 50% de la concentracion sus
componentes inorganicos y 100% de sus componentes organicos, 30 g/l de sacarosa, 8.5 g/l

de agar bacteriologico como gelificante y pH ajustado a 5.7 (MS50). Todos los tubos se
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incubaron a una temperatura de 25 +2°C en un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8h de

oscuridad.

9.2.3 Germinacioén ex vitro

Se sembraron 91 semillas previamente desinfectadas en un sustrato de tepojal, tierra negra 'y
lombricomposta en proporciones 2:1:1 respectivamente, contenido en dos charolas de
plastico de 24 cm de ancho, 11 cm de alto y 30 cm de largo. El riego se llevd a cabo de

manera semanal. Las semillas permanecieron en condiciones de invernadero bajo luz natural.

La germinacion para las condiciones in vitro y ex vitro se evalud a los 8, 27 y 54 dias

después de la siembra.

9.2.4 Induccion de morfogénesis en tallos, bases de hojas y de cotiledones de Agave
potatorum

Cuando las plantulas in vitro presentaron una altura entre 1-5 cm (parte aérea), éstas se
disectaron para obtener tres tipos de explantes (3-7 mm de longitud): tallo, base del cotiledén
y de las hojas.

Posteriormente dichos explantes se sembraron en medio MS50, adicionado 100 mg/L
de &cido citrico y 100 mg/L de acido ascorbico.

Los tratamientos con RCV para cada tipo de explante fueron los mostrados en la Tabla

Tabla 6. Tratamientos con reguladores de crecimiento vegetal para el cultivo in vitro de

tallos, bases de hojas y de cotiledones de Agave potatorum.

Tratamiento | BAP (mg/L) | 2,4-D (mg/L)
T1 1 0.5

T2 1.5 0.5

T3 2 0.5

T4 0 0.5

T5 1 0

T6 Control 0 0
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Para cada tratamiento se realizaron 10 repeticiones, a excepcion de los tratamientos 4 y 5, los
cuales consistieron en 5 repeticiones cada uno. Cada explante se consideré como una
repeticion y se coloco uno por frasco.

El tiempo de induccidn fue de 30 dias, posteriormente los cultivos fueron transferidos
a medio MS50 sin RCV cada 30 dias. En dichos subcultivos se llevdo a cabo la
individualizacion y enraizamiento de los brotes regenerados.

Para llevar a cabo la evaluacion de la oxidacion, se contabilizaron los explantes que
presentaban algun grado oscurecimiento, fuera leve o moderado.

Todos los cultivos in vitro fueron incubados a una temperatura de 25 +2°C en un
fotoperiodo de 16 horas de luz fluorescente blanca fria, 50 pmol m-1seg?.

A su vez, los medios de cultivo, agua y cristaleria necesarios fueron esterilizados en

autoclave a 1.5 kg/cm?, 15 minutos a 121°C.

9.3 Aclimatizacion
A 12 meses de iniciados los cultivos, se extrajeron de los frascos 45 plantas que presentaron
mas de 3 raices y 3 hojas cuya longitud fue de 1-3 cm. Para llevar a cabo la aclimatizacion
los frascos permanecieron destapados durante 24 horas. Posteriormente se sacaron las
plantas, se lavaron las raices con agua corriente con el fin de retirar el medio de cultivo y se
dejaron secar durante 24 horas sobre papel periodico. Luego de esto se plantaron en un
sustrato de tepojal, tierra negra y lombricomposta en proporciones 2:1:1 respectivamente en
macetas de 10 cm de didmetro (3 plantas por maceta), éstas se colocaron dentro de bolsas de
plastico transparentes durante 2 semanas y posteriormente se retiraron. Los riegos se
realizaron cada 3 dias las primeras 2 semanas, después el riego se realiz6 de manera semanal.
Durante este proceso las plantas permanecieron en condiciones de invernadero bajo luz

natural.

9.4 Analisis estadistico
Por medio del programa Rstudio se aplico la prueba de Shapiro Wilk para determinar si los
datos se comportaban de manera no paramétrica. Posteriormente se realizd una prueba de

Kruskal Wallis, la cual indico que existen diferencias significativas entre los grupos
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evaluados. Despues se llevo a cabo una prueba de U de Mann con la finalidad de conocer

donde se encontraban dichas diferencias.

10 RESULTADOS

10.1 Desinfeccion de las semillas de Agave potatorum

Las semillas de Agave potatorum se caracterizaron por presentar un tamafio promedio de 0.7
- 0.8 cm de largo y 0.4 - 0.5 cm de ancho y un peso promedio de 0.008 g (Figura 4).

Figura 4. Semillas de Agave potatorum

El método de desinfeccion superficial fue efectivo ya que el 100% de las semillas se

establecieron in vitro asépticamente, no se manifestaron contaminantes sistémicos.

10.2 Germinacion de semillas de Agave potatorum

10.2.1 Germinacion
Para las condiciones in vitro y ex vitro, las primeras semillas germinaron dentro de los
primeros 4 dias. Se consider6 que la germinacién habia ocurrido cuando de la testa emergid
el cotiledon, el cual fue una estructura (< 1mm) blanquecina que pronto se elong6 y adquirio6
color verde (Figuras 6.1 y 6.2). La radicula emergi6 después de que lo hiciera el cotiledon,

ésta fue una estructura delgada, blanca.
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10.2.2 Invitro

Las 91 semillas se establecieron asépticamente in vitro, germinaron de manera
asincronica. Los registros a los 8, 27, 54 dias después de la siembra, indicaron
respectivamente que habian germinado 23 (25.28 %); 45 (49.46 %); en total 51 semillas
(56.04 %) (Figura 5); 12 meses después no habia germinado ninguna otra. En el dia 27
después de la siembra, las plantulas méas desarrolladas, presentaron un cotiledén (1-5cm), una
hoja (0.5-4 cm) aun sin expander su ldmina y una raiz (1-3 cm) (Figura 6).

Debido a que las semillas germinaron de manera asincronica, en el dia 27 después de
la siembra se observaron diferentes etapas del cotileddn, el cual para ese entonces se
caracterizd por alcanzar un tamafio aproximado de entre 1 a 5 cm de longitud, asi como la
emergencia de las primeras hojas verdaderas que llegaron a presentar un tamario de 0.5 a 4

cm. En cuanto a las raices, éstas median entre 1 a 3 cm de longitud (Figura 6).
Germinacion
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®m Germinacién in vitro Germinacion ex vitro

Figura 5. Numero de semillas germinadas en condiciones in vitro y ex vitro.
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Figura 6. Semillas en diferentes etapas de germinacion in vitro y desarrollo de la plantula a
los 27 dias de la siembra. 1) Cotileddn, fue la estructura que emergié primero y pronto se
volvié verde; 2) Cotileddn elongado; 3) Plantula con cotileddn, raiz y la primera hoja
verdadera. T: testa; C: cotiledon; R: raiz; Hv: hoja verdadera.

A 12 meses de iniciar la germinacion, las plantas presentaron raices de 4-5 cm de largo, de
2-4 hojas expandidas de una longitud de 4-5 cm y cuya coloracion fue verde; en los margenes

de las hojas se observaron espinas (Figura 7).

Figura 7. Planta cultivada in vitro a 12 meses de la germinacion de semillas, fue notoria la
presencia de espinas y con pequefias “manchas” en las hojas, més abundante en las hojas
centrales. ES) espinas.
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10.2.3 Exvitro

Después de 8 dias de la siembra se observé que habian germinado 15 semillas (16.49%); a
los 27 dias habian germinado 27 (29.68%) y 29 (31.87%) a los 54 dias (Figura 5).

Una vez transcurridos aproximadamente 9 meses desde la siembra, cada una las
plantulas cultivadas bajo condiciones ex vitro presentd un cotiledon de 3 cm (Figura 8.1) y
desarrollaron entre 2 y 3 hojas, las cuales se caracterizaron por lo siguiente: un tamafio
aproximado de 1-4 cm de largo; en la base del envés se observé una coloracion rojiza-purpura

gue disminuia de manera gradual hasta llegar al apice y espinas en los bordes de las hojas

mas antiguas (Figuras 8.2 y 8.3).

Figura 8. Plantulas de Agave potatorum en condiciones ex vitro a 12 meses de la siembra. 1)
El cotiledon permanece verde como un 6rgano fotosintético; 2) Hojas verdaderas sin la presencia del

cotiledon, el cual se degrado; 3) Espinas en los bordes de una lamina. C: cotiledon y Hv: hoja.

Por otro lado, el andlisis estadistico llevado a cabo indicé que existen diferencias

significativas entre la germinacion en condiciones in vitro y ex vitro (valor de P = 0.0029).

10.3 Oxidacion
Después de aproximadamente 6 meses de la siembra de los tres diferentes tipos de explantes

en medio de cultivo con RCV, se observd que varios presentaron algin grado de oxidacién
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que comenzd desde la zona del corte realizado con el bisturi, y otros simplemente se
mantuvieron sin cambio alguno.

Considerando el total de los seis tratamientos, el explante con mayor oxidacion fue el
de cotileddn con un total de 44 explantes oxidados, en contraste con el de tallo que presento
la menor cantidad de explantes oxidados, es decir, 28. Por su parte, 32 explantes de hoja
presentaron dicho problema, cantidad que represento el 54% (Figura 9).

Al mismo tiempo, el control fue el tratamiento con mayor nimero de explantes
oxidados (24), esto de manera contraria a los del tratamiento 1 (1 mg/L BAP y 0.5 mg/L 2,4-

D) que presentd la menor cantidad de explantes con algun grado de oxidacién (Figura 10).

Oxidacion en explantes
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Figura 9. Numero y tipo de explantes oxidados a los 6 meses después de la siembra.
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Figura 10. Namero de explantes oxidados por tratamiento a 6 meses de la siembra.

De acuerdo al andlisis estadistico, los diferentes tratamientos no tuvieron un efecto
significativo en la respuesta de oxidacion (Valor de P = 0,05292).

10.4 Crecimiento de callo y organogénesis directa e indirecta
Transcurridos 30 dias después de la siembra en el medio con RCV, algunos de los explantes
de los tratamientos 2 (1.5 mg/L de BAP con 0.5 mg/L de 2,4-D) y tratamiento 3 (2 mg/L de
BAP con 0.5 mg/L de 2,4-D) comenzaron a presentar una respuesta organogeénica (formacion
de brotes, hojas y raices) asi como el desarrollo de callo (Figura 11).

El callo que se formd en los diferentes tratamientos y tipos de explantes se caracterizd
por ser compacto, de una coloracion de hialina a amarillenta y con regiones de color verde.
En algunos explantes se percibié callo con zonas de color café debido a oxidacién (Figuras
11.1-11.5).

Para la formacion de hojas, los nédulos que emergieron del callo adquirieron un color
verde, se elongaron como una pequefia lamina foliar que se expandi6 evidenciando la
identidad de una hoja; al paso del tiempo emergieron una segunda y tercera hojas y fue
notorio que emergian de un brote oculto entre el callo. Es posible que en el callo, inicialmente
se haya desarrollado una zona meristematica con el posterior desarrollo de un tallo y
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primordios de hojas (Figura 11.3). A 10 meses después de la induccion se registraron 113
brotes regenerados por medio de organogénesis indirecta, siendo que la mayoria (81) se
presentaron en el tratamiento con 2 y 0.5 mg/L de BAP y 2,4-D, respectivamente (Tabla 7).
El explante con mayor nimero de brotes regenerados mediante esta via fue el de tallo (100
brotes) (Tabla 8).

Figura 11. Respuestas organogénicas y crecimiento de callo a 30 dias después del periodo de

induccion. Tratamiento 2 (BAP 1.5 mg/L con 2,4-D 0.5 mg/L): 1) Callo y raices emergiendo
de un explante de cotiledon; 2): explante de tallo con callo; 3) Explante de tallo con callo y
brotes. Tratamiento 3 (BAP 2 mg/L con 2,4-D 0.5 mg/L): 4) Explante de cotiledén con callo;
5) Callo y raices emergiendo de explante de tallo. Tratamiento control: 6) Explante de tallo

con raices y una hoja. R: raiz; Ca: callo; Br: brote; Hv: hojas
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periodo de induccion.

BAP/2,4-D Namero de Viaindirecta. | Via directa.
mg/L. brotes.

1/05 17 1 16
1.5/0.5 81 31 50
2/0.5 125 81 44
0/0.5 0 0 0

1/0 0 0 0
Control 5 0 5
Total 228 113 115

Tabla 7. Numero de brotes por tratamiento. Resultados al término de 10 meses después del

Tabla 8. Numero de brotes obtenidos por el tipo de explante. Resultados al término de 10

meses después del periodo de induccién

Explante Brotes Viaindirecta | Viadirecta
Hoja 13 13 0
Tallo 215 100 115
Cotiledon 0 0 0
Total 228 113 115

Por otro lado, el desarrollo de érganos via directa inicié con la formacion en la

superficie de los explantes de estructuras nodulares en forma de domo, que crecieron y

gradualmente fueron diferencidndose en raices, hojas o brotes (Figura 12).

A 10 meses después de la induccion se registraron 115 brotes regenerados por medio

de organogénesis directa, todos obtenidos a partir de explantes de tallo (Tabla 8). El

tratamiento en el que se registré6 un mayor numero de brotes obtenidos por medio de la via
directa fue el 2 (1.5 y 0.5 mg/L de BAP y 2,4-D, respectivamente) (Tabla 7).
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Figura 12. Organogénesis en explantes de Agave potatorum a 10 meses después del periodo

de induccion. 1) Organogénesis indirecta en el tratamiento 2 a partir de explante de tallo,
formacion de raiz y hojas a partir de callo; 2) Organogénesis directa en el tratamiento 2 a
partir de explante de tallo, formacion de hojas y raices. Ca: callo; Hv: hoja verdadera; R:

raiz.

En el Control, 5 de los explantes de tallo desarrollaron las hojas y raices que
inicialmente les habian sido disectadas, restableciéndose la condicién inicial de las plantulas;
no formaron nuevos brotes y ningun tipo de explante formé callo. Las Unicas respuestas
observadas ocurrieron en el cultivo de tallo.

En los tratamientos 1, 2 y 3 a partir de tallos y solamente en un explante de hoja
ocurrid la formacién de brotes. En los explantes de tallo, es probable que los brotes se hayan
desarrollado por activacion de yemas axilares y/o por la formacion de yemas adventicias.

En el desarrollo de hojas y brotes a partir de callo, se formaron nddulos que
aumentaron de tamafio, adquirieron color verde, y se elongaron como una pequefia lamina
foliar que se expandi6 evidenciando la identidad de una hoja; al paso del tiempo emergieron
una segunda y tercera hojas y fue notorio que surgieron de un brote oculto entre el callo. Es
posible que en el callo, inicialmente se haya desarrollado una zona meristematica con el
posterior desarrollo de un tallo y primordios de hojas (Figura 12.1).

A 10 meses del periodo de induccion, el tratamiento 3 fue el que presenté una mayor

regeneracion de brotes (125), seguido del tratamiento 2 en donde se registré la formacion de
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81 brotes, mientras que los tratamientos 4 y 5 en los que incluian respectivamente solo 2,4-
D y BAP no hubo formacion de érganos (Tabla 7).

En el tratamiento control sélo los explantes de tallo regeneraron hojas y raices
constituyéndose en plantulas individuales (Figura 11.6); los menos regenerativos fueron los
tratamientos 4 y 5 que incluian uno de los dos RCV (BAP o0 2,4-D) en donde no hubo
formacion de érganos.

Mientras que entre los tres tipos de explantes empleados en esta investigacion, los de
tallo fueron los que presentaron el mayor numero de respuesta (es decir, formacion de brotes
y callo), en contraste con los explantes de cotiledones, de los cuales Gnicamente 7 presentaron
formacion de callo. De igual forma los explantes de tallo fueron los que mostraron mayor
capacidad de regeneracion (Tabla 8).

Por otro lado, al analizar el efecto de cada tratamiento en la formacion de brotes
dependiendo el tipo de explante, se obtuvo que los datos no tienen una distribucion normal.
A su vez, la prueba de Kruskal Wallis indico que existen diferencias significativas entre los
tratamientos, las cuales fueron evidenciadas a traves de la prueba U de Mann que sefial6 que
el tratamiento 3 y el tratamiento 2 fueron significativamente diferentes al resto en los

explantes de tallo y hoja respectivamente (Tabla 9, Figura 13).

Tabla 9. Brotes por explante y tratamiento*

Tratamiento Tallo Hoja

T1 0.5+ 0.670% 1.2+1.932°
T2 8.0 +£9.333" 0.1+0.316°
T3 12.5 + 21.417° 0.1+0.316
T4 0% 0°

T5 0% o

T6 0.5+ 0.5272 o°
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*Media + SE con superindice diferente son significativamente diferentes (P < 0.05).

Figura 13. Formacion de brotes por explante y tratamiento. 1) NUmero de brotes regenerados
a partir de explantes de tallo. Se observa que el tratamiento 3 presentd el mayor nimero de
éstos. 2) Numero de brotes regenerados a partir de explantes de hoja. El tratamiento uno fue

el que promovié un mayor nimero de regenerantes.
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10.5 Aclimatizacion
Después de 2 meses de ser plantadas en el suelo, se registrd un 71.11% de supervivencia de
las plantas extraidas de los frascos. Estas se caracterizaron por presentar de 2 a 5 hojas cuyo
tamanio varid de 2-6 cm de longitud y 1-2 cm de ancho (Figura 14). La apariencia de las hojas
era igual que la de las plantas obtenidas a través de germinacion de semillas en condiciones

ex vitro.

O

Figura 14. Plantas de A. potatorum propagadas in vitro a 2 meses de ser plantadas en suelo.
1) Surgieron hojas nuevas desde la parte central de la roseta. 2) Las hojas presentaron una

coloracion grisacea-azulada y espinas en los bordes. Hn: Hojas nuevas; Es: espinas.
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11 DISCUSION

11.1 Desinfeccién y germinacion de las semillas
Para la caracterizacion de las semillas, se registrd que estas tenian un tamafio promedio de
0.7-0.8 cm de largo y 0.4-0.5 cm de ancho, este tltimo dato coincide con lo reportado por
Garcia & Franco (2018).

En el presente estudio, a los 54 dias de haber iniciado los cultivos, se obtuvo la
germinacién de 29 (31.87%) semillas bajo condiciones ex vitro y 48 (52.75%) in vitro en
medio MS50 con la mitad de la concentracion de las sales minerales. Han sido reportados
altos porcentajes de germinacion en otras especies (Asparagaceae), bajo condiciones
similares in vitro, Dominguez y colaboradores (2008) realizaron una desinfeccién de las
semillas de diferentes especies del género Agave; el protocolo consistié en lavados con
detergente liquido, etanol y hipoclorito de sodio, dichos autores reportaron una
contaminacion inferior al 20% y una germinacién del 68, 66, 63, 100 y 60% para las especies
Agave cupreata, A. difformis, A. karwinskii, A. obscura y A. potatorum respectivamente, en
medio MS, incubadas a una temperatura de 25°C y con un fotoperiodo de 24 horas de luz.

A su vez, Arzate & Mejia (2011) establecieron asépticamente semillas de Agave
angustifolia, las cuales fueron lavadas con jabon, etanol, hipoclorito de sodio. Dichas
semillas fueron establecidas in vitro en medio de cultivo MS a una temperatura de 25°C. No
se reporto el porcentaje de germinacion.

Mientras que Martinez et al., 2003 desinfectaron semillas de A. victoriae-reginae para
lo cual emplearon etanol e hipoclorito de sodio. Dichos autores reportaron un porcentaje de
germinacion del 90% después de dos semanas de incubacion con una temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 16 horas luz y empleando medio de cultivo MS.

Por otro lado, Vargas (2017) llevo a cabo la desinfeccidn de semillas de A. guiengola
por medio de un lavado con jabon, etanol, SoluVet® e hipoclorito de sodio con Tween®.
Después de 12 dias de siembra en una temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 16 horas de
luz y 8 de oscuridad, se registro el 88.9% de germinacion.

Orea et al., 2006 estudiaron la germinacion de semillas de A. durangensis en
condiciones en donde la temperatura oscilaba entre 15°C a 35°C. Los autores observaron que
la germinacion comenzd antes de los 8 dias de siembra y fue del 94% después de 16 dias a
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una temperatura de 25°C. Las semillas utilizadas fueron previamente desinfectadas en
hipoclorito de sodio al 5% v/v.

Por su parte, Ayala (2012), establecié asépticamente semillas de A. atrovirens por
medio de un lavado con detergente, hipoclorito de sodio y etanol. Las semillas fueron
sembradas en medio MS y a una temperatura de 25°C con fotoperiodo de 16 horas de luz,
obteniendo un 50% de germinacion.

Los resultados apuntan a que un mayor nimero de semillas de agaves germinan desde
la segunda semana y antes de concluir la cuarta semana de cultivo, asimismo, ha sido
reconocido que la germinacién asincronica, es una adaptacion al habitat donde podrian
mantenerse en el suelo las semillas que eventualmente podrian germinar y con ello no se
pondria en riesgo la sobrevivencia de todas las plantulas. Se observo que para la germinacion
de las semillas de A. potatorum no se requirio aplicar RCV, y posiblemente no todas las
semillas germinaron debido a que los embriones pudieron presentar dafios o heridas en la
testa (Dévila et al., 2005; Rabenda, 1990; Rosas et al., 2001).

Ademas. se puede inferir que respecto a la diferencia de porcentajes de germinacion
in vitro y ex vitro, un factor a considerar es que dentro de los frascos de los cultivos in vitro
se puede acumular etileno, que es una hormona que entre sus diferentes efectos fisioldgicos
estimula la germinacion. Esta resulta ser una ventaja sobre las condiciones ex vitro, ademas
de otros factores como podrian ser la humedad, la temperatura y los componentes del medio
de cultivo (Davies, 1995; Vargas, 2017).

Ademas, en esta investigacion se redujo al 50% la concentracion de sales minerales
del medio de cultivo para facilitar la imbibicidn, ya que la presencia de estos compuestos
provoca una menor disponibilidad de agua para las semillas, de manera que éstas deben
generar suficiente potencial osmotico para permitir el crecimiento de los embriones. El estrés
osmotico también podria potenciar la sintesis de ABA que es uno de los principales causantes

de la latencia en semillas (Goycokic & Saavedra , 2007; Raghavendra et al.,2010).

11.2 Oxidacion
Investigaciones previas sugieren que la oxidacion es un problema comun en el cultivo in vitro
del género Agave. Martinez (1998), quien llevo a cabo el cultivo de A. victoriae-reginae por
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medio de explantes de hoja de plantulas, reporté porcentajes altos de oxidacion en todos los
tratamientos, incluso hasta el 100% de los explantes que provocé muerte en varios de los
explantes .

Flores et al., 2021 reportaron que todos los explantes de tallo y yemas axilares de A.
salmiana presentaron oxidacion. A su vez Rivera (2015) se enfrento a la misma problematica
con A. victoriae-reginae: 66 y 73% de los explantes de hojas (bases y &pices foliares
respectivamente) sembrados en medio de cultivo con PVP presentaron oxidacion.

Por su parte, Ayala (2012) observo la oxidacion del 100% de los embriones cigoticos
de A. atrovirens en el grupo control, asi como en los tratamientos con auxinas y citocininas.
A su vez, los callos obtenidos de explantes de hoja no desarrollaron ningln tipo de respuesta
en alguno de los tratamientos, observandose una rapida oxidacion, asi como necrosis del
tejido.

En el presente estudio se emple6 acido ascérbico y acido citrico como antioxidantes.
De manera general, puede definirse a un agente antioxidante como un compuesto que tiene
la capacidad de aceptar electrones y reaccionar directamente con especies reactivas de
oxigeno, descomponiéndolas o previniendo su formacion (Azofeifa, 2009). A pesar del uso
de dichos antioxidantes, en esta investigacion no fue suficiente para evitar la oxidacion ya
que este problema se present6 en los tres tipos de explantes, en los seis tratamientos a los
pocos dias de iniciar la siembra y a los 3 meses de cultivo alcanzé porcentajes entre el 50%
(hojas, tallos) hasta 70% (cotiledones) del nimero de explantes.

La oxidacion de tejidos cultivados in vitro puede ser activada por mecanismos en
respuesta a un tipo de estrés como: intensidad de luz, cortes o lesiones, explantes de tamafios
muy pequefios, patdgenos, sustancias abrasivas pueden desencadenar el estrés oxidativo y
que son aplicadas durante la desinfeccion del explante, etc. A su vez, la oxidacion esta
relacionada con el estado fisioldgico de los tejidos el cual puede variar segun la edad de la
planta madre, ya que se sabe que tejidos juveniles son menos propensos a la fenolizacion que

aquellos tejidos mas viejos (Azofeifa, 2009, Concepcidn et al., 2005).

Segun lo anterior, en esta investigacion el factor que principalmente pudo influir para
que se presentara la oxidacion en algunos de los explantes fueron los cortes realizados a las

plantulas para obtener los tejidos, ya que se realizaron dos cortes en los extremos de los
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explantes de tallo (para quitar raices y hojas), base de la hoja (para retirar tallo y apice) y
cotiledon (para extraerlo del tallo y retirar la testa del &pice). A su vez, el tamafio pequefio de
los explantes (3-7mm de longitud) también pudo haber sido un factor importante para que

se presentara la oxidacion.

11.3 Induccién a la morfogénesis

Bajo las condiciones de cultivo ensayadas (con BAP 1-2 'y 2,4-D 0.5 mg/L) se promovi¢ el
desarrollo de 6rganos solo de los explantes de hoja y de tallo, tanto a partir de callo como por
via directa. Los explantes de cotiledones, no fueron regenerativos. Por via indirecta las
células del callo adquirieron y expresaron su capacidad morfogenética; y por via directa
puede sugerirse que células competentes, presentes en los explantes, se desarrollaron en
Organos en respuesta a los tratamientos con RCV; al mismo tiempo, debieron tener
participacion en esta respuesta el estado fisioldgico de los explantes y la variabilidad genética
de las semillas. El empleo de estructuras procedentes de semillas germinadas ha sido una (til
herramienta en la multiplicacion de especies amenazadas no solo por su potencial
regenerativo sino por la conservacion de variabilidad genética (Davila et al., 2005).

En el presente estudio, a partir de tallos y hojas con un tiempo de 10 meses después
del periodo de induccion se obtuvieron de 8.1 a 12.5 brotes por explante, dando un total de
223 brotes, los cuales, una vez individualizados, enraizaron en medio de cultivo sin RCV
constituyéndose en plantulas completas en ca. 20-30 dias (Tablas 18 y 19). A partir de
secciones de hoja se obtuvieron 13 brotes, esta respuesta observada es el primer reporte para
la especie; no obstante, resultados similares han sido reportados para otras especies (Hazra
et al., 2002; Rodriguez et al., 1996; Rodriguez et al., 2011; Tejavathi et al., 2007)

Dominguez et al., 2008 utilizaron tallos de A. cupreata, A. difformis, A. karwinskii,
A. obscura y A. potatorum y los sembraron en medio de cultivo MS suplementado con
diferentes citocininas en varias concentraciones. Los resultados indicaron que las eficiencias
mas altas en produccidn de brotes en A. cupreata y A. karwinskii se obtuvieron con 1.5y 1
mg/L de BAP; en A. difformis y A. obscura con 0.2 mg/L de TDZ, mientras que en A.
potatorum la mejor respuesta ocurrio con 3 mg/L de KIN.

En el estudio realizado con Agave tequilana, Valenzuela et al., 2006 emplearon

explantes de hoja y tallo, siendo estos ultimos los Unicos que presentaron formacion de callo
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en diferentes concentraciones de BAP y 2,4-D. Segun los autores, esto podria atribuirse al
tipo de células que conforman al tejido y a su especializacion.

Vargas (2017) disectd plantulas de A. guiengola provenientes de semillas para
obtener diferentes tipos de explantes, los cuales se sembraron en medio MS suplementado
con diferentes concentraciones y combinaciones de BAP, ANA y 2,4-D. El autor observo
que la mejor respuesta se obtuvo con los explantes de base de tallo en el tratamiento con 0.5
mg/L de ANA y 1.5 mg/L de BAP, presentando una respuesta morfogénica en el 100% de
los explantes transcurridos 60 dias.

Mientras que Chéavez et al., 2021 emplearon segmentos de tallo de A. guiengola los
cuales fueron sembrados en medio MS adicionado con BAP y 2iP. Los autores observaron
que el mejor tratamiento para inducir la regeneracion de brotes fue aquel con Unicamente 2
mg/L BAP, obteniendo aproximadamente 3.7 brotes por explante.

Bautista (2019) utilizo tallos de plantulas provenientes de semillas de A. potatorum
colectadas en dos diferentes comunidades de Oaxaca (San Pedro Totolapan y Sola de Vega).
Los explantes se colocaron en medio MS con dos diferentes concentraciones de sales
minerales, es decir, 75 y 100%, y de kinetina y BAP. La autora se percaté de que la
proliferacion de brotes de la procedencia de San Pedro Totolapan fue mayor en el medio de
cultivo con Gnicamente 3 mg/L de BAP ya que formaron en promedio 23.3 brotes, mientras
que los cultivos de la procedencia de Sola de Vega, en medio de cultivo con 3 mg/L de BAP
y 2 mg/L de kinetina formaron 20.68 brotes; ambos con sales minerales al 75%.

Nikam (1997) comparo el efecto de diferentes medios de cultivo (Murashige & Skoog
y Schenk & Hildebrandt) suplementados con diferentes concentraciones de RCV (KIN, BAP,
ANA, AlA 'y 2,4-D) sobre explantes de tallo y rizoma de Agave sisalana. Concluy6 que con
el uso del medio MS se pudo obtener un mayor nimero de brotes, ademas de destacar el
importante papel de la kinetina ya que el mayor nimero de brotes en los explantes usados
fue observado con 0.5 mg/L de KIN.

A su vez, Das (1992) no obtuvo ninguna respuesta al usar hojas inmaduras de A.
sisalana con un amplio rango de BAP (0.88 - 44uM).

Se sabe que los explantes deben colocarse en medios de cultivo con mayor proporcion
de citocininas que de auxinas para promover la proliferacion de brotes (razén por la que en

esta investigacion el 2,4-D se usé en bajas concentraciones respecto al BAP), esto ocurre
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porque las citocininas estimulan el transporte de auxinas de los tallos a los brotes laterales
(Dominguez, 2009; Enriquez & Castafieda, 2005; Jankiewicz, 1999). Es posible que lo
mismo haya ocurrido en esta investigacion, es decir, que en los explantes de tallo empleados
en los experimentos existiera la presencia de yemas laterales, que con la combinacion de
BAP y 2,4-D, se diferenciaron en brotes. Esto coincide con lo mencionado por George et al.
(2007), es decir, que la interaccién auxina-citocinina promueve la iniciacion de la
organogénesis directa o indirecta, estimulando la formacion de brotes o raices como se
registrd en algunos de los resultados de esta investigacion.

Es importante mencionar que los tratamientos implementados fueron disefiados con
un tiempo corto de induccion (1 mes) y bajas cantidades de ambos RCV (BAP y 2,4-D), ya
que en las altas concentraciones de éstos hace que los regenerantes sean susceptibles a
cambios genéticos (Dominguez, 2009), ademas de que se ha observado que las citocininas
en altas concentraciones pueden llegar a inducir hiperhidratacion del tejido (Kancab, 2016).

Por otra parte, la regeneracion de brotes via organogénesis directa garantiza una alta
estabilidad genética, lo que quiere decir que las plantulas obtenidas a través de esta via seran
idénticas a la planta madre (clones), esto en contraste con los regenerantes obtenidos
mediante la formacion de callo. Dicha inestabilidad puede incrementar si se emplean
explantes de tejido no meristematico. Las semillas son una fuente recomendable de explantes
para la conservacion de la diversidad genética asi como para el rescate de poblaciones que
estan en peligro de extincion (Ayala, 2010; Martinez et al., 2003).

Haciendo énfasis en el efecto in vitro del nitrégeno sobre las plantas de agave, Castro
et al., 1990 sefialan que este elemento es determinante en los procesos de diferenciacion de
los tejidos en plantas de maguey y que una alta concentracion de estos iones puede producir
hiperhidratacion.

Paralelamente Santiz et al., 2012 en su estudio con Agave grijalvensis B. Ullrich
reportan que en el tratamiento de medio MS con 100% de sales ningln brote genero raices,
lo cual podria deberse a la hiperhidratacion que presentaron los brotes en dicho tratamiento;
al contrario del que estaba compuesto por medio MS con 50% de sales, en el cual se no se
observaron problemas de hiperhidratacion y en donde el enraizamiento fue adecuado.
Mientras que Hazra et al., 2002 indujeron la organogénesis indirecta en A. sisalana por medio

de explantes de tallo, notaron que un aumento de NH, tuvo un impacto negativo en la
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formacion de callo. Es por lo anterior que en esta investigacion se decidid mantener la

concentracion del medio del cultivo al 50% de sus componentes inorganicos.

11.4 Enraizamiento y aclimatizacion

El enraizamiento es crucial en la aclimatizacion porque asegura la autotrofia de las plantas
obtenidas por CTV, esto a través de la absorcion de agua y nutrientes. Enriquez et al. (2005),
mostraron que brotes de Agave angustifolia formaron mas raices adventicias y mas largas
conforme se disminuyé de 100 a 50% la concentracion de sales inorganicas en el medio de
cultivo MS. A su vez, Miguel et al. (2013) mencionan que en su investigacion con A.
americana los brotes establecidos en medio de cultivo con las sales minerales a 66% de
concentracion formaron 15% mas raices adventicias respecto a los cultivos con las sales
inorganicas al 100%.

El efecto sobre la formacion de raices en los brotes se podria interpretar en que, aun
cuando la auxina desempefia un papel importante para inducir la formacion de raices
adventicias, otros factores ambientales, tales como la concentracion de sales en el medio de
cultivo, influyen en la capacidad de respuesta del material vegetal. Es de resaltar que en los
tejidos vegetales se encuentran auxinas endogenas sintetizadas en las hojas jovenes y el apice
del tallo (Bautista et al., 2020), lo que sugiere gque los brotes de A. potatorum que formaron
raices posiblemente sintetizaban enddégenamente auxinas.

Por otra parte, al término de 60 dias después de sembrar a los individuos de A. potatorum
obtenidos in vitro, el porcentaje de supervivencia de las plantas aclimatizadas fue del 71.11%.

Das (1992) reportd resultados semejantes con plantas de A. sisalana: estas fueron
colocadas en macetas que permanecieron dentro de bolsas durante 15 dias, obteniendo
porcentajes de supervivencia del 70 al 80%.

Monja & Robert (2013), llevaron a cabo la aclimatizacion de A. fourcroydes colocando
las plantas en macetas bajo condiciones de invernadero. Al término de 30 dias reportaron una
supervivencia del 80%. Martinez et al. (2003) obtuvieron el 92% se supervivencia en plantas
aclimatizadas de A. victoriae-reginae.

Mientras que Dominguez et al. (2008), emplearon un protocolo en el que los frascos

permanecieron con la tapa floja durante 15 dias para promover la adaptacion paulatina de los
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brotes a las condiciones de humedad del medio externo, y una vez transferidas las plantas al
suelo no se les cubrié con ningun tipo de material. En dicho estudio se reportd 60% de
supervivencia en A. karwinski, 73% en A. difformis, 53% en A. cupreata y 100% para A.
obscura.

Es importante que las plantas obtenidas in vitro presenten caracteristicas morfoldgicas
que les permitan sobrevivir, como cantidad y tamafio de las hojas, diametro del tallo o
volumen de la raiz, que influyen en el porcentaje de plantas que sobreviven ex vitro (Bautista
et al., 2020). Es lo por antes mencionado que para llevar a cabo el proceso de aclimatizacion,
en este estudio se eligieron unicamente plantas con al menos 3 raices y 3 hojas.

George et al. (2007) y Robert et al. (2006) mencionan que el cambio de las condiciones
in vitro a ex vitro debe ser gradual, siendo de gran importancia mantener alta la humedad
durante varios dias, asi como una intensidad luminica baja. Es por esta razén que el protocolo
de aclimatizacion de esta investigacion fue disefiado de tal manera que las plantas no
recibieran la luz solar directa y el sustrato se mantuviera siempre himedo.

Sobre esto Gltimo, para obtener un alto porcentaje de supervivencia durante la
aclimatizacién es necesario un sustrato poroso, con buen drenaje, retencion de humedad y
que favorezca un rapido crecimiento radicular sin desecacion de la planta. Por lo que en este
estudio se opt6 por utilizar materia organica (tierra negra y lombricomposta) que le brinda al
sustrato la capacidad de retencion de agua, mientras que los componentes con particulas de
tamano relativamente grandes (tepojal) constituyen un sustrato poroso, lo que garantiza la
ventilacién de las raices (Sanchez et al., 2020; Vargas, 2017).

La presente investigacion y las ya citadas sugieren que para llevar a cabo la
aclimatizacién exitosa de algin miembro del género Agave, resulta ser adecuado que éstas
no sean expuestas a la luz solar directa durante los primeros dias, ademas de que deben

permanecer en un ambiente donde la humedad sea alta.

Un namero de los estudios in vitro sobre agaves han sido realizados a partir de
semillas, desafortunadamente para la mayoria de los agaves que con mayor urgencia
requieren de ser propagados por su interés para conservacion y/o produccién comercial (A.
cupreata, A. karwinskii, A. lurida, A. marmorata), la disponibilidad de semillas es muy baja

para la cantidad de plantas que son requeridas. Por ello el CTV es una util alternativa para
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lograr la propagacion vegetativa de individuos seleccionados y para la multiplicacion de la
variabilidad genética presente en las semillas germinadas.

Al mismo tiempo, con la implementacién del CTV puede lograrse la propagacion de
una amplia variedad de especies comercialmente cultivadas asi como de especies silvestres
con fines de conservacion, para su aprovechamiento sustentable y con fines de reforestacion
como seria recomendable para el caso de A. potatorum y de las distintas especies de agaves,
de las que se obtienen diversos productos cuya comercializacion diversas comunidades
dependen econémicamente (A. durangensis, A. angustifolia, Agave inaequidens). Es urgente
poder establecer procedimientos de cultivo in vitro y conjuntarlos con el cultivo convencional
en virtud de que los agaves y otras especies amenazadas tienen la capacidad de subsistir en
suelos pobres, ambientes de alta temperatura y escasa disponibilidad de agua; con plantas

como éstas podriamos tratar de hacer frente a los efectos del cambio climatico.
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12 CONCLUSIONES

El método de desinfeccion de semillas empleado en la presente investigacion permitio
establecer asépticamente el 100% de estas. A su vez, la germinacion se vio favorecida en
condiciones in vitro, con un porcentaje de 56.04%, en contraste con las condiciones ex vitro
(31.87%).

Se observd la presencia de oxidacion en los 3 tipos de explantes asi como en los 6
diferentes tratamientos empleados en esta investigacion (incluyendo el control), por lo que
se puede decir que dicho problema es independiente de la presencia de RCV.

Los explantes sembrados en medio de cultivo con RCV (BAP y 2,4-D) indujeron la
formacion de callo y la respuesta organogénica.

Las combinaciones de BAP 1.5-2 mg/L con 2,4-D 0.5 mg/L indujeron las mayores
cantidades de regenerantes, con la formacion de 8.1-12.5 brotes por explante dando un total
de 228 brotes a 10 meses después del periodo de induccion. Mientras que entre los tres tipos
de explante usados en este estudio, el tallo fue el mas viable para lograr la regeneracion de
Agave potatorum.

Se logro el enraizamiento de los brotes regenerados, esto sin requerir la aplicacion de
RCV.

Se obtuvo maés del 70% de supervivencia de las plantas aclimatizadas. La humedad
constante del sustrato y la luz solar indirecta posiblemente fueron factores que favorecieron

dicha respuesta.
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13 PERSPECTIVAS

Es recomendable realizar estudios anatomicos de los brotes in vitro para asi determinar la via
de regeneracion que se presento en la presente investigacion.

También se sugiere hacer una comparativa anatomica entre las plantas aclimatizadas
y las que se mantienen en los cultivos in vitro, esto con la finalidad de observar y documentar
los cambios anatomicos que experimentan las plantas a causa del cambio de las condiciones
ambientales.

A su vez, se recomienda llevar a cabo estudios a nivel citogenético para poder definir
los posibles cambios genéticos del material vegetal cultivado antes de considerar reintroducir
a la vida silvestre las plantas propagadas por medio de CTV.
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15 ANEXOS

Anexo 1. Componentes del medio de cultivo Murashige & Skoog

Componente Nombre/féormula quimica Concentracion (g/l)
Macronutrientes (NH4) NO3 1.65
KNOs 1.9
MgSO, * 7TH,0 0.37
KH2PO,4 0.17
CaCl; * 2H,0 0.44
Micronutrientes MnSO; * H0 0.01689
ZnS04 * TH,0 0.0086
H3BO;3 0.0062
Kl 0.00083
NaMoO,* 2H,0 0.00025
CuSO0O; * 5H,0 0.000025
CoCl, * 6H,0 0.000025
FeEDTA FeSO4 * 7TH,O 0.0278
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Na, EDTA 0.0373
Vitaminas Tiamina 0.0001
Acido nicotinico 0.0005
Piridoxina * HCI 0.0005
Inositol - 0.10
Glicina - 0.002
Sacarosa C12H201u1 30
Agente gelificante Agar bacteriol6gico 8.5
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