/

UunIUeERSIDaAD auToNOMmMa
DE aGUASCALIENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Propagacion in vitro de Agave angustifolia, A. karwinskii y
A. parrasana en sistemas de inmersion temporal (BITS)

TESIS

Que presenta:
IBQ FANNY ELIDA NOLASCO JAUREGUI

para optar por el grado de:

Maestra en Ciencias area Biotecnologia Vegetal

TUTORES:
Dr. Eugenio Pérez Molphe Balch

Dra. Lucia Isabel Chavez Ortiz

COMITE TUTORAL:

Dra. Yenny Adriana Gomez Aguirre

Aguascalientes, Ags., a diciembre de 2020



Q

UNILERSIDAD auTonoma
DE agUascauenTes

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
Departamento de Quimica

M. en C. Jorge Martin Atférez Chavez
Decano del Centro de Ciencias Basicas
PRESENTE

Por medio de la presente, como cotutor designado de la estudiante
FANNY ELIDA NOLASCO JAUREGUI, con ID 128091, quien realizé la tesis
titulada: “Propagacion in vitro de Agave angustifolis, A. karwinskii y A.
parrasana en sistemas de inmersién temporal (BITs)", y con fundamento en
el Articulo 175, Apartado |l del Reglamento General de Docencia, me permito
emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a imprimirla,
asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencién
del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracién y sin otro particular por el
momento, me permito enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 23 de noviembre de 2020.

.%
Dr. Eugenio Martin Pérez Molphe Balch
Cotutor de Tesis

c.cp- Interesado

c.c.p~ Secrelarfa de Investigackin y Posgrade
c.e.p.~ Jofwturs del Depto. de Quimica

c.cp.- Consojero Acsdémics

cop~ Minta Secretario Téonice



UNIUERSIDabD auTonoma
DE aguUasCaLIeENTeS

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
Departamento de Quimica

FORMATO DE CARTA DE VOTO APROBATORIO

M. en C. Jorge Martin Alférez Chavez
Decano del Centro de Ciencias Basicas
PRESENTE

Por medio de la presente, como cotutora designada de la estudiante
FANNY ELIDA NOLASCO JAUREGUI, con ID 128091, quien realizé la tesis
titulada: “Propagacion in vitro de Agave angustifolia, A. karwinskii y A.
parrasana en sistemas de inmersién temporal (BITs)”, y con fundamento en
el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia, me permito
emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a imprimirla,
asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencion
del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el
momento, me permito enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 23 de noviembre de 2020.

Zz

Dra. Lucia Isabel Chavez Ortiz
Cotutora de Tesis

c.c.p.- Interesado

c.c.p.- Secretaria de Investigacién y Posgrado
c.c.p.- Jefatura del Depto. de Quimica

c.c.p.- Consejero Académico

c.c.p.- Minuta Secretario Técnico



0

LUMLERSIOS0 SUMTON0ma
D€ MELUETSCALENTES

M. &n C. Jorgs Martin &ferez Chaves
DECAND DEL CENTRO DE CEMOIAS BASICAS
FRESEMTE

mminulprmummmbu ge b= Estudiznte FAMBY ELIDA MOLASDD
JAUREGUI, con ID 125051, quien resliz ks tesis titulada: “PROPAGACION IN WITRO DE AGAVE
ANGUSTIFOLIA, A KARWINERY ¥ 4. PARRASANA EM SISTEMAS DE INMERSIGN TEMPORAL
[BITs]", un trabajo propio, innovador, relevants = inedito y con fundamento en e Articulo 173,
Aperteda Il del Reglamento Geneml de Docenda doy mi consentimiento de gue wersion final
diel documento e sida I't'd'iSldllll l== corracoones = han irrl:-:l'pnurul:ln HFII'DPinlMHTte, porlo

e mepu'rrl'l:l:l emitir & WOTO APROBATORID, pars que =88 pusdn proceder 8 impr'lmirl! sl
mmm‘lﬂinu‘urnﬂndpﬂ'ﬂn&ﬂ'ﬂiﬂtn sdministrative F-urnl-ucl:rh:lt'l-l':lnddﬁ;rud-:.

Forgo lo mevbarior & su |:i'Enu Corsidernsion f zan obra Fut'ru.llurpu-rcl momeando, me p:rmi't-:
enyiarie un cordisl saluda.

ATENTAMENTE
“% Lumen Frofemms”

Aguascalientes, Ags., a 36 de noviembre de 20210,

Dra. ¥ Adrans Gomer AgUirre
Asesorn de Tesis

ctp. imermads

c£p. Sacrabachs de Insadipeciis y Poigrads
e, Safuborn dal Depto, Dw Cuirmics

cLp Cormajaro Aoadirnks

£ Minusts Ssorataris Tisskn

il sk s P Byl S L g 22 HIET
e g Uepes Sasl el §un b Dl e i e o mlad Bika dmia B
Sgralads pe Uspes Casledlbois i Deda Bmpal fsiopesa Trmnita . 15519



DICTAMEN DE LIBERACION ACADEMICA PARA INICIAR LOS TRAMITES DEL EXAMEN

| DE GRADO ‘}?
UNIUERSIDAD BUTONOMA W G
D€ SGUASCAUENTES Taa
Fecha de dictaminacién dd/mm/aaaa: 11/36/20
NOMBRE: FANNY ELIDA NOLASCO JAUREGUI ID 128091
LGAC (del
PROGRAMA: Maestria en Ciencias, drea Biotecnologia Vegetal o Toxicologia posgrado): Biotecnologia Vegetal
TIPO DE TRABAJO: { X } Tesis { ) Trabajo Practico
TITULO: Propagacion in vitro de Agave angustifolia , A. karwinskii y A. parrasana en sistemas deinmersidon temporal (BITs).
Sedesarrollo tecnologia parala propagacion masiva de tres especies de Agave muy importantesen lo que
IMPACTO SOCIAL (sefialar el impacto logrado): respecta a su aprovechamiento, pero vulnerables debido a su sobreexplotacidn. Esta tecnologia podria
permitir su explotacidn sostenible.
INDICAR ST NO N.A. (NO APLICA) SEGUN CORRESPONDA:
Elementos para 13 revision académica del trabajo de tesis o rabajo practico:
ST El trabajo es congruente con las LGAC del programa de posgrado
SI La problematica fue abordada desde un enfogue multidisciplinario
SI Existe coherendia, continuidad y orden légico del tema central con cada apartado
ST Los resuttados del trabajo dan respuesta a las preguntas de investigacion o a la problemdtica que aborda
ST Los resultados presentados en el trabajo son de gran relevancia dentifica, tecnologica o profesional segin el area
ST El trabajo demuestra mas de una aportacién original al conocimiento de su drea
SI Las aportaciones responden a los problemas prioritarios del pais
NA. Gener¢ transferecia del conocimiento o tecnolégica
SI Cumple con la ética para la investigacién {reporte de la herramienta antiplagio)
Ef egresado cumple con lo siguiente:
ST Cumple con lo sefialado por el Reglamento General de Docencia
ST Cumple con los requisitos sefialados en el plan de estudios {créditos curriculares, optativos, actividades complementarias, estandia, predoctoral, etc)
ST Cuenta con los votos aprobatorios del comité tutoral, en caso de los posgrados profesionales si tiene solo tutorpodrd liberar solo el tutor
NA. Cuenta con la carta de satisfaccion del Usuario
ST Coincide con el titulo y objetivo registrado
ST Tiene congruencia con cuerpos académicos
ST Tiene el CVU del Conacyt actualizado
N.A. Tiene el articulo aceptado o publicado y cumple con los requisitos institucionales {en caso que proceda)
En caso de Tesis por articulos cientificos publicados
Aceptacion o Publicacién de los articulos segin el nivel del programa
El estudiante es el primer autor
El autor de correspondendia es el Tutor del Ntcleo Académico Basico
En los articulos se ven reflejados los cbjetivos de la tesis, ya que son producto de este trabaje de investigacion.
Los articulos integran los capitulos de la tesis y se presentan en el idioma en que fueron publicados
La aceptacitn o publicacién de los articulos en revistas indexadas de alto impacto

Si X
Con base a estos criterios, se autoriza se continden con lostramites de titulacidn y programacion del examen de grado:
No
FIRMAS
Elabora:
* NOMBRE Y FIRMA DEL CONSEJERO SEGUN LA LGAC DE ADSCRIPCION: \L\P“ &gi‘ar\a Y
Dra. enqw riana Gom irre

NOMBRE Y FIRMA DEL SECRETARIO TECNICO:
Dr. Eugenio Pérez Molphe Balch
* Eni caso dé conflicto de intereses, firmara un revisor miembro def NAB de la LGAC correspondiente distinto al tutor o miembro del comité tutaral, asignado por ei Decano

Revis6:
NOMBRE Y FIRMA DEL SECRETARIO DE INVESTIGACION Y POSGRADO:

Autorizd:
NOMBRE Y FIRMA DEL DECANO:

Nota: pracede el tramite para el Depto. de Apoyo al Posgrado
En cumplimiento con el Art. 105C del Reglamento General de Docenda que a la letra sefiala entre las funciones del Consejo Académico: .... Cuidar la eficiendia termina! del programa de posgrado y el Art. 105F las funciones del Secretario
Técnieo, llevar el seguimiento de los alumnos.




AGRADECIMIENTOS

A Dios, por permitirme cumplir esta meta en mi vida.

A CONACYT por haberme apoyado con los recursos necesarios a través de la beca
904050, sin la cual no se hubiera llevado a cabo este proyecto.

A la Universidad Auténoma de Aguascalientes, mi Alma Mater, por darme la oportunidad
de realizar este Posgrado en dicha institucion, brindandome magnificos profesores e

investigadores.

Al Dr. Eugenio Pérez Molphe Balch, por confiar en mi, por guiarme a lo largo del proyecto

y durante las clases impartidas.

A la Dra. Lucia Isabel Chavez Ortiz por su infinita paciencia, conocimiento, apoyo y

voluntad para orientarme. Mi mas sincero respeto y admiracion.

A la Dra. Yenny Adriana Gomez Aguirre, por inspirarme a siempre dar ese plus en todo

lo que haga y su valiosa contribucion para la realizacion de este proyecto de tesis.
A la Unidad de Biotecnologia Vegetal, por brindarme no solo sus instalaciones, materiales
y equipos, sino también a todos sus miembros, por compartirme su conocimiento,

compaiiia y recomendaciones.

A Los Chidos y todos mis amigos del posgrado y la ingenieria, gracias por tanto apoyo y

tantos buenos momentos.

A todas las personas que de alguna u otra manera contribuyeron en este proyecto.

A todos lo que dudaron de mi, por impulsarme a mejorar.



DEDICATORIA

A mis papas, Ma. Del Carmen y Juan Manuel.
A mis hermanos, Oralia, Omar y German.

Ustedes son mi motivacion, mi ejemplo, mi orgullo... lo que mas amo.



INDICE GENERAL

CONTENIDO Pag.

RESUMEN 8
ABSTRACT 9
INTRODUCCION. 10
ANTECEDENTES. 11
2.1 Género Agave. 11

2.1.1 Agave angustifolia. Haw. 13

2.1.2 Agave karwinskii. Zucc. 15

2.1.3 Agave parrasana.A. Berger. 17
2.2 Sistemas de propagacion in vitro en plantas. 18

2.2.1 Medio semisolido. 20

2.2.2 Medio liquido. 20

2.2.3 Sistemas de inmersion temporal en biorreactores. 21
2.3 Antecedentes sobre el cultivo y propagacion in vitro de agaves. 23
JUSTIFICACION. 26
HIPOTESIS. 26
OBJETIVOS. 27
5.1 Objetivo general.
5.2 Objetivos especificos.
METODOLOGIA 28
6.1 Propagar in vitro en medio semisélido las especies A. 28
angustifolia, A. karwinskii y A. parrasana.

6.1.1 Preparacion del medio de cultivo MS. 28
6.2 Establecer el protocolo para su propagacion en medio liquido 29
con la técnica de biorreactores de inmersién temporal (BITs), de
las especies ya mencionadas.

6.2.1 Preparacion del medio de cultivo MS. 29

6.2.2 Construccion de los sistemas de biorreactores de 29

inmersion temporal (BITS).




6.2.3 Enraizamiento. 32

6.2.4 Adaptacion a condiciones ex vitro. 33
6.3 Modificar algunos aspectos del disefio de los sistemas de 33
inmersion temporal con el fin de optimizar su funcionamiento con
cada una de las especies trabajadas.

6.3.1 Preparacion del medio de cultivo MS. 34

6.3.2 Construccion de los sistemas de biorreactores de 34
inmersion temporal modificados.

7 RESULTADOS 38
7.1 Propagar in vitro en medio semisolido las especies A. 38
angustifolia, A. karwinskii y A. parrasana.

7.2 Establecer el protocolo para su propagacion en medio liquido 41
con la técnica de biorreactores de inmersion temporal (BITs), de
las especies ya mencionadas”.
7.2.1 Enraizamiento. 48
7.2.2 Adaptacion a condiciones ex vitro.
7.3 Modificar algunos aspectos del disefio de los sistemas de 52
inmersion temporal con el fin de optimizar su funcionamiento con
cada una de las especies trabajadas.

8 DISCUSION DE RESULTADOS. 57
CONCLUSIONES. 64

10 BIBLIOGRAFIA. 66




INDICE DE CUADROS

Cuadro Descripcion Péag.
1 Estadisticas descriptivas del nimero de brotes por especie. 39
2 Estadisticas descriptivas del nimero de brotes por explante por 42

especie en biorreactores con medio liquido.




INDICE DE FIGURAS

Fig. Descripcién Péag.

1 Se muestra ejemplar de A. angustifolia localizado en Campus Central de la 15
UAA.

2 A. karwinskii: A) ejemplar con tallo desarrollado, localizado en zona 16
arqueoldgica de Lambityeco, Oax. B) Ejemplar aun sin la madurez necesaria
para desarrollar tallo, Campus Central UAA.

3 A. parrasana (Rodriguez, M; 2019, “un miembro de magueyes, yucas y 18
parientes”. https://www.naturalista.mx/taxa/206956-Agave-
parrasana/browse_photos).

4 Muestra de los cortes necesarios para obtener explantes basales de una 28
plantula (Ontiveros, 2013).

5 Biorreactor de tipo Tanques Gemelos; se observan algunos de los materiales 30
y piezas utilizadas en el armado de los biorreactores de inmersion temporal
del tipo tanques gemelos.

6 Biorreactores de Inmersién Temporal: Montaje completo de biorreactores de 31
tanques gemelos, ya con filtros.

7 Sistema de Inmersion Temporal con medio de cultivo estéril colocado en 32
plataforma.

8 A) Conector tipo pasamuros neumatico de laton, utilizado para los BITs 35
modificados. B) llave de tres vias neumatica.

9 Sistema de inmersién temporal modificado armado con explantes de la 36
especie A. angustifolia y medio de cultivo estéril.

10 Ejemplares de sistemas de biorreactores de Inmersidon Temporal modificado 36

conectado completamente a las bombas y temporizadores, ya en

funcionamiento.




11

Porcentaje de explantes que presentaron crecimiento y presencia de brotes
de las tres especies (A. parrasana, A. karwinskii y A. angustifolia) en medio

semisoélido.

39

12

A) material vegetal de A. angustifolia donado por el Banco de Germoplasma.
B) explantes de A. angustifolia después de un mes en medio para

propagacion.

40

13

A. karwinskii en medio semisoélido: A) Material vegetal donado por el Banco
de Germoplasma de la Unidad de Biotecnologia Vegetal. B) A. karwinskii

después de tres meses de haber sido micropropagado.

40

14

A. parrasana en medio semisélido: A) Material donado por Banco de
Germoplasma. B) Explantes después de una semana en medio de

propagacion. C) Explantes después de tres meses en medio de propagacion.

41

15

Tipos de respuesta desarrolladas en los biorreactores de inmersion temporal

A. angustifolia, A. karwinskii y A. parrasana.

43

16

Comparacion de numero de brotes promedio obtenidos por especie en medio

semisélido (rojo) y medio liquido (azul).

44

17

Se muestra la especie A. angustifolia en diferentes etapas del proceso de
micropropagacion en medio liquido en biorreactores; A) Explantes antes de
ser colocados dentro del biorreactor. B) Explantes después de dos semanas
dentro del sistema de Inmersiéon Temporal. C) explantes con brotes después
de tres meses en el sistema de inmersion temporal. D) brotes con
vitrificacion. E) Sistema de Biorreactores con filtros dentro de campana de
extraccién para sacar explantes y realizar conteo de brotes después de 90

dias en Inmersion Temporal.

45

18

Se muestra a A. karwinskii durante diferentes etapas de la propagacion in
vitro en medio liquido por la técnica de Tanques Gemelos; A) antes de
obtener los explantes basales para ser colocados en medio de cultivo para
inmersion permanente (solo 3 dias). B) Explantes después de 3 semanas en

Inmersion temporal. C) plantulas después de tres meses dentro del

46




biorreactor de inmersion temporal. D) explante con crecimiento multiple de

brotes.

19

Se muestra a la especie A. parrasana durante diferentes etapas de la
propagacion in vitro en medio liquido a partir de la técnica de Tanques
Gemelos; A) en sistema de inmersion temporal después de un mes. B)
Sistema de Biorreactores en plataforma en uso; C) y D) plantulas después
de 3 meses dentro del sistema de biorreactores, presentan diferenciacion de
espinas y raices; E) brotes obtenidos en biorreactor, se muestran vitrificacion,

ademas de masa de brotes poco diferenciados.

47

20

Porcentaje (%) de explantes que presentaron crecimiento de raices de las
tres especies (A. parrasana, A. karwinskii y A. angustifolia) en medio

semisoélido.

49

21

A. angustifolia luego de haber estado 60 dias en el medio MS para

enraizamiento.

50

22

Se muestran ejemplares luego de permanecer en medio para enraizamiento
(A), asi como la comparacién de explantes sin proceso de enraizamiento
(arriba) y después de haber pasado 60 dias en medio MS semisélido para

enraizamiento (abajo) (B).

50

23

Se muestran plantulas en el proceso de adaptacion a condiciones ex vitro: A)
y B) plantulas de A. parrasana después de ser sacadas del enraizador y
siendo colocadas en la mezcla de sustratos. C) ejemplar de A. parrasana
luego de haber sido adaptada y colocada en invernadero. D) planta de A.
karwinskii ya adaptada y colocada dentro de invernadero sin bolsas para

adaptacion de humedad.

52

24

Resultados de los tres sistemas para la especie A. angustifolia. Las lineas de
error muestras el rango intercuatrtil, las barras son las medianas (ANOVA no
paramétrica) y las lineas muestras diferencias significativas de acuerdo con
la prueba Dunn (P<0.005); existen diferencias significativas entre el medio
MS semisélido y el sistema BIT modificados, asi como entre BITs y BITs

modificado.

53




25

Se muestra los tipos y frecuencia de respuesta obtenidas en biorreactores de
Inmersién Temporal modificados para A. angustifolia.

54

26

Se presenta Biorreactores de Inmersibn Temporal modificado armado
completamente y en funcionamiento, con explantes y medio de cultivo. B) y
C) ejemplos de biorreactores con canica en la base del recipiente, asi como
explantes dentro, ademas de observarse los conectores tipo pasamuros
neumético recto de latén con recubrimiento de niquel de 6 mm. D) frascos
con canicas y explantes al final del proceso de Inmersién Temporal, a punto

de ser sacados para conteo de brotes.

55

27

Se muestran plantulas de A. angustifolia después del proceso de
micropropagacion en medio liquido, asi como algunos tipos de respuesta; A)
Comparacion de los diferentes tipos de respuestas presentadas en este tipo
de sistemas de Inmersibn Temporal modificado. B) Ejemplares con
resultados positivos, es decir, multiples brotes, presencia de raices, hojas
sanas y vigorosas y espinas diferenciadas. C) Ejemplares donde se tiene la
base y algunas de las hojas con hiperhidratacion. D) ejemplar donde observa
la presencia de raices. E) ejemplar con brotes, después del periodo de
Inmersion Temporal, donde puede observarse el dafio en una de las hojas,

muy posiblemente debido a cizallamiento.

56




Propagacion in vitro de Agave angustifolia, A. karwinskii y A.

parrasana en sistemas de inmersion temporal (BITS).

Fanny Elida Nolasco Jauregui.

RESUMEN

La importancia de los agaves en México se ve reflejado en varios aspectos, desde lo
ecolégico y alimentario hasta lo econémico. Siendo su uso mas conocido la produccién de
bebidas alcohdlicas como el tequila y el mezcal. Solo en 2018, se produjeron 5.9 millones de litros
de mezcal, de los cuales 3.5 fueron exclusivos para exportaciones. Consumo que genera una
sobredemanda, derivando en amenaza de varias especies. La Biotecnologia ofrece técnicas
como la micropropagacion que puede garantizar la produccion de las plantas requeridas, asi
como la conservacion de las especies al evitar la explotacién de material silvestre. Es por lo que,
en este trabajo se establecieron protocolos de propagacién en medio semisélido y medio liquido
utilizando Sistemas de Biorreactores de Inmersion Temporal (BITs) de tipo tanques gemelos, asi
como la modificacion de ellos buscando aumentar el promedio de brotes, para las especies de
Agave angustifolia, Agave karwinskii y Agave parrasana. Se usé medio de Murashige y Skoog
(MS), enriquecido con Benciladenina (BA) (1 mg L* para A. angustifolia y A. parrasana, 2 mg L*
para A. karwinskii), obteniendo un mayor promedio de brotes con el explante para A. karwinskii
en medio semisélido y liquido (7.24 y 10.02, respectivamente). En los biorreactores se usaron
fotoperiodos de 16:8h, e inmersiones de un minuto cada 12 horas, alcanzando un incremento en
los brotes obtenidos para las tres especies (5.12, 10.02 y 7.54), ademas de un notable desarrollo
de raices en A. parrasana, favoreciendo asi su adaptacion a condiciones ex vitro. A. angustifolia
fue la Gnica especie propagada en los tres tipos de sistemas: medio semisoélido (2.38), BITs (5.12)
y BITs modificados (4.90); presentando incremento en los brotes por explante con respecto al
medio MS, demostrando la eficiencia del uso de biorreactores. En los biorreactores modificados
se tuvieron periodos de hasta 89 dias adicionales, y se presentd necrosis, vitrificacion y tejido

calloso.

Palabras clave: Agave, benciladenina, inmersion temporal, medio liquido, micropropagacion.



In vitro propagation of Agave angustifolia, A. karwinskii and A.

parrasana using temporary immersion bioreactors (TIBs).

Fanny Elida Nolasco Jauregui.

ABSTRACT

The importance of agaves in México is reflected in several aspects, from such as ecological
and gastronomy/food to production and economic. Its use is better known as the production of
alcoholic beverages such as tequila and mezcal. in 2018 alone, 5.9 million litres of mezcal were
produced, of which 3.5 were exclusively for exports. This consumption has generated an over-
demand, therefore driving some species to become endangered. Biotechnology offers techniques
such as micropropagation to aid in their preservation. That is why, in this work, propagation
protocols were established in semi-solid and liquid mediums using Temporary Immersion
Bioreactor Systems (TIBs) type twin tanks, as well as modifying then looking to increase the
average of buds, for the species of Agave angustifolia, Agave karwinskii and Agave parrasana.
Murashige and Skoog medium (MS) enriched with Benzyladenine (BA) (1 mg L for A. angustifolia
and A. parrasana, 2 mg L* for A. karwinskii), obtaining the highest average of shoots per explant
with A. karwinskii in semi-solid and liquid medium (7.24 and 10.02, respectively). In bioreactors,
photoperiods of 16: 8h, and immersion time of 1 min every 12 hours were used, obtaining an
increase in the shoots for the three species (5.12, 10.02 and 7.54), in addition, a substantial
development of roots in A. parrasana. Thus, increasing the adaptation to ex vitro conditions. A.
angustifolia was the only specie propagated in the three types of systems (semi-solid medium,
TIBs and modified TIBs); showing an increase in shoots per explant comparing with the MS
medium, demonstrating the efficiency of the bioreactors (2.38, 5.12 and 4.90, respectively). In
modified bioreactors, periods of up to 89 additional days were applied and necrosis, vitrification,

and callus tissue occurred.

Key words: Agave, benzyladenine, liqguid medium, micropropagation, temporary immersion.



1. INTRODUCCION

Los agaves son un grupo vegetal ampliamente estudiado. Son plantas conocidas no solo
por su suculencia, sino por el rol que desarrollaron en diversas civilizaciones en América debido
su importancia econdmica y cultural entre los pueblos indigenas que los utilizaron por mucho
tiempo como alimento, ornato, fibras, bebidas, entre muchos otros usos. Su distribucion abarca
el sur de Estados Unidos, Centroamérica y el norte de Suramérica incluyendo las islas del Caribe.
El género Agave tiene aproximadamente 200 especies, de las cuales 150 se encuentran en
México, lo que corresponde al 75%, de las cuales 129 son endémicas, siendo asi el pais con
mayor diversidad del género. Los agaves se encuentran distribuidos de forma poco uniforme en
territorio mexicano, siendo las zonas aridas o semiaridas las privilegiadas en donde se encuentran
mayor cantidad de especies, como lo son las serranias Meridionales del centro de México, la
Sierra Madre Occidental, el Altiplano Mexicano, la Peninsula de Baja California y la Sierra Madre
Oriental (Gentry, 1982; Colunga-Garcia & May-Pat,1997; Colunga-Garcia et al, 2007; Garcia-
Mendoza, 2007; Garcia-Mendoza et al, 2019).

Los agaves pueden reproducirse de manera sexual y asexual, la primera es a partir de la
polinizacién esto debido a murciélagos nectarivoros o insectos y aves. Por otro lado, en la
reproduccion asexual, gue es la manera principal de propagacién natural, en la cual se generan
clones o hijuelos en diferentes partes de la roseta o inflorescencia. Aunque algunas especies de
Agave carecen de la capacidad de reproducirse asexualmente, por lo que la reproduccion sexual
por semilla es su Unica via de propagacion. Sin embargo, independientemente de cuél sea la
forma de reproduccion se caracteriza por tener gran vulnerabilidad, lo cual limita sus reservas y

en rara ocasion las plantulas crecen y maduran (Garcia-Mendoza, 2007; Villasefior, 2016).

Debido a lo anterior, se han buscado opciones como la micropropagacion, cuyo proceso
es a partir de la seleccién de un explante aislado y desinfectado al cual se le brindan condiciones
Optimas para su crecimiento y generacion de plantas nuevas conservando sus caracteristicas
genéticas; dado que la multiplicacion es rapida y a gran escala, se obtienen beneficios en ahorro
de tiempo e inversion. Las opciones son varias, la mas ampliamente utilizada es el medio
semisolido; aunque se han estado implementando nuevas técnicas como lo es la inmersion
temporal en medio liquido, siendo una de ellas el uso de biorreactores y resulta en un mayor

indice de multiplicacion y un desarrollo mejor de los explantes (Miguel-Luna et al, 2013).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Geénero Agave.

En 1753, Carlos Linneo fue el primero en describir el género Agave, perteneciente a la
familia Asparagaceae, el cual incluye alrededor de 200 especies adaptadas a regiones aridas y
semiaridas, nativas de América, pero distribuidas ya en diferentes zonas del planeta. Son plantas
del tipo perenne, cuyas hojas se disponen en espiral y en roseta, cuyo apice puede ser de
diferente longitud dependiendo de la especie, pudiendo ser de algunos centimetros hasta tres
metros de altura. Sus hojas son suculentas, fibrosas, carnosas, con forma alargada u ovalada
(Colunga-Garcia & May-Pat, 1997; Garcia-Mendoza, 2007; Pérez et al, 2012).

De igual manera, el niumero de hojas varia de una especie a otra, pudiendo ser desde 5 o
10 en algunas especies como en Agave gypsophila o de hasta 200 para el Agave rhodacantha.
El desarrollo de la suculencia de sus hojas es el resultado de la adaptacion debido a la restriccion
en las cantidades de agua disponible y almacenada durante la época de lluvia, la cual es escasa
al desarrollarse en regiones aridas. Las hojas presentan una espina al final del apice, y a los
margenes de las hojas sobresalen dientes cérneos debido a proyecciones de tejido o bien, dientes
pequefios. El color de los agaves varia desde tonos verdes o amarillos hasta rojizos y violetas
(Gentry, 1982; Garcia-Mendoza, 2007, 2010; Garcia-Mendoza et al, 2019).

Con respecto a la raiz, los agaves cuentan con un sistema superficial para facilitar la
absorcion de agua, la cual, debido a la escasez solamente se encuentra de manera superficial,
debido a ello se almacena toda la cantidad posible para las prolongadas sequias a las cuales se
expone la planta; asi, el agua que se almacené se utiliza para funciones bioquimicas y la apertura

de estomas (Garcia-Mendoza, 2003, 2007; Barrientos-Rivera et al, 2019).

El maguey o agave ha sido representativo de México desde épocas muy remotas, su
importancia econ6mica radica en que de las 150 especies encontradas en México
aproximadamente 75 son aptas para uso directo como alimento humano, y obtencion de bebidas,
fibras, medicamentos. Su uso se remonta a culturas prehispanicas de América del Norte, donde
los indigenas de la costa del Pacifico mexicano (desde Sonora hasta Oaxaca), frecuentemente

elaboraban bebidas fermentadas a partir del agave. Posteriormente, con La Conquista Espafiola
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al continente, y la introduccién de la destilacion, practicada por los misioneros espafioles en el
siglo XVI, se dio paso a los destilados de agave sustituyendo los fermentados, siendo los mas
proliferos hasta nuestros tiempos el tequila, el mezcal y la bacanora (Colunga-Garcia et al, 2007;
Garcia-Mendoza, 2007, 2010; Monja-Mio et al, 2015).

De igual manera representan un apoyo destacado para la sustentabilidad ecoldgica del
medio ambiente, dados los cambios que se han presentado debido a situaciones del cambio
climético global, donde la elevacion notable de la temperatura ambiental extrema reduce la
disponibilidad del agua en el ambiente, siendo los agaves, ademas de las cactaceas, la opcién
ideal favorable debido a sus ya citadas multitareas en la sociedad, ademas de ser usados por
agricultores como terrazas y bordes para evitar escurrimientos de agua y el control de la pérdida

de suelo debido a la erosién edéafica (Colunga-Garcia et al, 2007).

Existen muchas especies que se encuentran en peligro debido a la alta demanda de
productos que de los agaves se obtienen, un ejemplo de ello es la produccion de tequila y mezcal
gue se ha dado de forma exponencial en los Ultimos afios; de acuerdo con la Secretaria de
Economia (2016), las exportaciones de mezcal han incrementado en un 322% anual del afio 2012
al 2015; de 22, 325 litros a 2, 076, 624 litros; denotando asi la importancia en el sector productivo
como motor econdmico que representan los agaves en el pais; al mismo tiempo que los datos
anteriores solo son para el mencionado mezcal, aun faltaria considerar el aporte en otros diversos
usos, que si bien, algunas especies no se encuentran en amenaza, si aportan a la economia
nacional, derivAndose entonces su demanda y consumo (SEMARNAT, 2010; Vazquez-Elorza,
2019).

Siendo conscientes de la demanda y consumo actual de las diferentes especies de agave
en el pais surge este proyecto, pues la diversidad de los agaves de México y sus poblaciones
silvestres deben ser conservadas, pues son resultado del proceso mismo de seleccién natural
desde hace miles de afios, obteniendo productos tradicionales nativos y endémicos de sus
respectivas regiones convirtiéndolas asi en patrimonio de la cultura mexicana. También se debe
recordar que los agaves al ser plantas altamente productoras de biomasa con un consumo de
agua minimo, atrapan diéxido de carbono a lo largo del dia, contribuyendo asi a contrarrestar en

alguna cantidad el cambio climético actual.
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En este proyecto se han seleccionado tres especies, las cuales son Agave angustifolia,
ampliamente distribuido en el territorio nacional y usado para la produccion de mezcal en varias
regiones del pais, asi como bacanora en el estado de Sonora; Agave karwinskii del cual se
obtiene principalmente mezcal en los estados de Oaxaca y Puebla; y, Agave parrasana conocida

por su uso ornamental.

2.1.1 Agave angustifolia Haw.

Su nombre cientifico proviene del latin “angustus” (estrecho) y “folia” (hoja), haciendo
referencia a la anchura de sus hojas, siendo el nombre comin mas popular “espadin”. Presenta
una distribuciéon geografica amplia desde Norteamérica, Costa Rica, la costa Atlantica y del
Pacifico, Tamaulipas y Noroeste de Sonora; también es comun encontrarla en Nicaragua,
ademas de ser una de las primeras especies conocidas e introducidas en Europa; puede
localizarse en costas, bosques caducifolios, tropicales y subcaducifolios, dunas costeras y
cultivos abandonados, y, son dichas diferencias en los suelos y climas, adaptaciones,
dispersiones de semillas e interacciones con el medio ambiente al que se adaptan que favorecen
la diversidad de taxones (Garcia-Mendoza, 1995; Guillot et al, 2009; Barrientos-Rivera et al,
2019).

Wijnands (1983) y Forster (1986) aseguraron que, A. angustifolia y A. vivipara son
especies sindnimas, argumentando la considerable diversidad morfolégica y capacidad de
adaptacion que presenta dicha especie en particular. A pesar de la falta de limites bien
establecidos dentro de la familia Asparagaceae, multiples estudios han demostrado que, dichas
especies si bien tienen algunas caracteristicas similares no son sinénimas. Y, a pesar de que la
respuesta al tipo de suelo y la interacciéon con el medio ambiente influye directamente en los
agaves, dichas especies ni siquiera se traslapan en alguna area (Linneo, 1753; APG |V, 2016;

Barrientos-Rivera et al, 2019; Garcia-Mendoza, 2019).
Es importante mencionar que ambos autores (Wijnands y Forster), establecieron la

mayoria de sus investigaciones y estudios en Australia y Europa, donde no hay agaves nativos,

mientras que en México la taxonomia aceptada se ha basado en trabajos previos realizados por
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Garcia-Mendoza, quien a su vez se apoya en la clasificacion estipulada por Gentry en 1982, la
cual ha sido el mayor estudio registrado especificamente en agaves en América.

A. angustifolia se caracteriza por tener rosetas pequefias, compactas y simples;
presentan tallos con longitud de 20 a 60 cm. Tiene hojas de color verde claro a gris glauco de 20-
30 cm x 10-12 cm, cercanas entre si, tienen forma ovalada, planas y céncavas en la parte
superior, convexas en la inferior, rigidas y frecuentemente presentan lineas grises; los dientes
gue presentan son en su mayoria pequefios de 2-5 mm de longitud, los cuales se distribuyen a
lo largo de la hoja, presenta una espina variable de 1.5 a 3.5 cm de longitud, cénica, marron
oscura colocada en la parte superior de la hoja (Gentry, 1982; Guillot et al, 2009; Us-Camas et
al, 2017).

Su inflorescencia es paniculada, presenta ramas extendidas horizontalmente, tiene un
pedunculo compacto y bracteolado; sus flores son rojas 0 moradas, al abrirse presentan color
amarillo, miden entre 50-60 mm de largo, sus ovarios son de 25-30 mm de largo constituidos por
un cuello corto, un tabulo cilindrico de 13-14 mm de profundidad, ligeramente hueco, sus tépalos
son de 15 x 5-6 mm, amarillo palido; siendo su periodo de floracién entre marzo y diciembre. Sus
filamentos son de 45-50 mm largos, erectos e insertados cerca del tubo medio, sus anteras miden
18-19 mm son amarillas y se encuentra en el centro. Por lo tanto, las cipsulas y las semillas no
son visibles (Gentry, 1982; Guillot et al, 2009).

Tiene una distribucién importante en toda América; segin Rios-Ramirez et al (2018) es la
especie de mayor importancia econémica en México y ocupa el 77.4% de la superficie cultivada
de agaves en el estado de Oaxaca, reconocido por ser pionero en la produccion de mezcal tanto
para consumo nacional como para exportacion. Tan solo en 2014, se produjeron 2.7 millones de
litros de mezcal de los cuales 96.1% se destiné a la exportacién dejando una derrama econémica

de 8.9 millones de ddlares.
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Figura 1: Se muestra ejemplar de A. angustifolia localizado en Campus Central de la UAA.

2.1.2 Agave karwinskii Zucc.

Esta especie es conocida por la altura de su tallo, la cual puede ser de hasta 2-3 metros;
presenta hojas y flores pequefias. Las hojas son coronas de 65-40 x 7-3 cm, lineares, concavas
en el haz, son estrechas y engrosadas en la base. Presenta dientes marrén oscuro a lo largo de
la hoja la cual puede llegar a medir de 3 a 5 mm de largo, son piramidales; cuando presenta
espinas pueden medir desde 1.5 hasta 4 cm de largo, suelen ser cénicas con base engrosada,
decurrente o no decurrente cuyo color va en una gama desde el marrén oscuro al grisaceo, su
inflorescencia miden entre 3 a 3.5 mm de largo, presentando 10 a 15 ramas en el tercio superior
del vastago; sus flores son pequefias y verdosas o amarillo claro, presenta tépalos de 45 a 57

mm de largo, ovario de 20-30 mm de largo (Gentry, 1982; Guillot et al, 2009).
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Tiene un crecimiento xerofito espontaneo solamente en regiones aridas del sureste. Puebla,
Oaxaca, México y Veracruz en altitudes de 1550-1850 (snm), los tipos de hojas provenientes del
area de Tehuacan muestran una espina terminal distintiva, mientras la nativa de Mitla puede no

presentarla (Gentry, 1982).

Figura 2: A. karwinskii: A) ejemplar con tallo desarrollado, localizado en zona arqueoldgica de Lambityeco, Oax. B)
Ejemplar aun sin la madurez necesaria para desarrollar tallo, Campus Central UAA.
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2.1.3 Agave parrasana A. Berger.

El A. parrasana solo se encuentra en algunas montafias calizas en el sureste de Coahuila.
Crece entre 4500 y 8000 pies de altura, principalmente asociada con chaparrales y comunidades
de pino propios del desierto. Es una especie cuya roseta presenta surcos y el crecimiento es
radial, sus hojas miden entre 20 y 30 cm de largo, de 10 a 12 cm de ancho, pueden ser de planas
a concavas, cuya gama de color va de gris glauco a glauco azulado, ademas de ser carnosas,
rigidas y fibrosas; cuenta con dientes marginales grandes cerca del apice y disminuyen su tamafio
mientras se acercan a la base, los dientes pueden ser rectos a curvados de color pardo grisaceo.
Sus inflorescencias son paniculadas de 3 a 4 cm de alto, cuyas flores miden de 50 a 60 mm de
longitud, cuyos tintes son rojos a purpura en botén y cambia a amarillo al abrir. Dicha especie es
facil de distinguir ya que sus hojas se encuentran acuminadas, son cortas y anchas. En su regién
nativa es llamada “Noah”; debido a su resistencia al frio, tamafio moderado, la distintiva forma de
las hojas y su coloracion es demandada para uso ornamental para jardines (Gentry, 1982; Garcia-
Mendoza, 2003).

A. parrasana es una especie endémica de Coahuila, México; sin embargo, al ser una
planta suculenta ornamental debido a la forma caracteristica de sus hojas y colores es altamente
sobreexplotada; aunado a ello, la destruccion de habitat y considerando su maduracién tan
prolongada (20 afios a partir de semillas), ha resultado en una reduccién altamente significativa
en su habitat nativo considerandola como una especie sujeta a proteccién especial en la Norma
Oficial Mexicana de Proteccibn Ambiental (Valiente-Banuet et al, 1991; Santacruz et al, 1999;
SEMARNAT, 2010).
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Figura 3: A. parrasana (Rodriguez, M; 2019, “un miembro de magueyes, yucas Yy parientes”.

https://www.naturalista.mx/taxa/206956-Agave-parrasana/browse photos).

2.2 Sistemas de propagacion in vitro de plantas.

La micropropagacién o propagacion in vitro, es un proceso donde se desarrollan técnicas
en las que se selecciona un explante, el cual se desinfecta, se aisla en condiciones controladas
y de esterilidad donde exprese su totipotencialidad, conservando sus caracteristicas genéticas,
obteniendo como resultado multiples plantas libres de patdégenos, preservacion de germoplasma,

entre otros (Rocano, 2018).

Para llevarse a cabo, es necesario una serie de pasos a seguir, comenzando con la
seleccién de las plantas madre, las cuales deberan cumplir las condiciones de calidad que
permitan clones apropiados. Esta reproduccion del tipo asexual se caracteriza por la propagacion
en invernadero por la asepsia proporcionada evitando las enfermedades que conlleva
reproduccion vegetal; sin embargo, también presenta limitaciones debidas principalmente a la
variabilidad genética de las especies a tratar, altos costos en capacitacion de personal, asi como
de los lugares donde se mantendrdn en condiciones Optimas a los cultivos, de igual manera se
debe llevar a cabo a partir de explantes o hijuelos jévenes ya sea de semilla o plantula (Ziv, 1991;
Ziv, 1995; Rocano, 2018).
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A pesar de su creciente demanda se han observado limitantes como mutaciones en las
plantas propagadas, pérdida de material por contaminacion ya sea interna o externa, vitrificacion
y oxidacion fendlica; también figuran los costos elevados del material utilizado. De acuerdo con
la naturaleza fisica del medio se dividen en tres: semisélido, liquido y en sistemas de inmersién

temporal (Rocano, 2018).

Debergh & Zimmerman (1991) mencionan que para que la micropropagacion sea exitosa
evadiendo los diferentes aspectos negativos mencionados anteriormente, se deben cumplir

algunos aspectos basicos:

1. Una seleccién adecuada del material vegetal, es decir, establecer cual sera la parte de la
planta a partir de la que se dara la propagacién, pudiendo ser explante basal, hoja, semilla,
entre otros. A partir de ahi es que se establece el protocolo o procedimiento a desarrollar
pues debe comenzar con la reduccion, limpieza de la “planta madre” o fuente de material
vegetal; este paso es muy importante sobre todo si se va a trabajar a partir de semillas,
pues su estructura externa y el contacto con sustratos puede presentar contaminacion con

algun tipo de patogeno.

2. Multiplicacién. Esta es la fase central del proceso y por lo tanto la que implica mayores
cuidados y aspectos para tener en cuenta, como lo es la formacion de brotes o el tipo de
respuesta que sea deseada, si se realizaran subcultivos 0 no, condiciones ambientales,

asi como el medio de cultivo y propagacion adecuado.

3. Enraizamiento. Es aqui donde se decide si se desarrolla la planta completa o se obtendran
esquejes para continuar la propagacién. Cualquiera que sea la decision final debera
asegurarse que el material es de calidad y no tiene algin tipo de contaminacién o

patdgeno que pueda desarrollar posteriormente.

4. Aclimatacion para pasar a tierra o a invernadero. Es decir, dar paulatinamente las

condiciones para que la planta sea totalmente autbnoma.

Para que todo el desarrollo de la planta suceda es necesario la adecuada manipulacion del

medio de cultivo, es decir, establecer sus constituyentes organicos e inorganicos, asi como las
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concentraciones para que el material vegetal crezca, lo cual puede incluir o no reguladores de

crecimiento (Ziv, 2000).

2.2.1 Medio semisélido.

Este tipo de propagacion es ampliamente usada en el cultivo de explantes de diferente
origen y cuyo factor caracteristico que la nombra es el uso de algun tipo de gelificante, el cual es
el responsable de la consistencia del medio. Con respecto a lo anterior, el agar es el gelificante
mas ampliamente utilizado, aunque sus costos son algo elevados. En este tipo de cultivos el
explante permanece estatico sobre el medio de cultivo, absorbiendo los nutrientes del medio

solamente el extremo que se encuentra en contacto con él (Ziv, 1995).

La propagacion en general debe ser eficiente, es decir, ser rapida y con alto grado de
proliferacion, sin embargo, en la etapa de multiplicacién se ven mermados en el medio semisélido
por el alto porcentaje perdido en material contaminado (al menos 10%). La automatizacion es un
concepto limitante pues para el medio semisoélido es necesatria la intervencion del humano, el cual
ademas debe estar debidamente capacitado lo cual genera inversion y costos. Debido a lo
anterior es que surge como opcion el cultivar en medio liquido (Atkie-Christie, 1991; Ziv, 1991;
1995; 2000).

2.2.2 Medio liquido.

La principal caracteristica de este tipo de medios de cultivo es la ausencia de agente
gelificante, lo cual, ademas de darle su nombre conlleva como ventaja el aumento de la superficie
de absorcion de nutrientes por el explante, ademas de disminuir su costo por la supresion del

gelificante pues suele ser el reactivo mas costoso en la elaboracién de un medio semisolido.

Por otro lado, tenemos la vitrificacion como el enemigo a vencer, como consecuencia de
estar el explante expuesto completamente al medio liquido. La vitrificacién o estrés oxidativo se
expresa como una marcada disminucién del tamafio o poco crecimiento, apariencia vidriosa,

crecimiento anormal, poca produccién de clorofila, entre otras. Aunque muchas especies
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presentan mayor porcentaje de propagulos pues el contacto directo facilita la toma de nutrientes
(Ziv, 1991; Chen & Ziv, 2001; Rosales, 2017).

2.2.3 Sistemas de inmersion temporal en biorreactores.

En la blusqueda de disminuir o contrarrestar la problematica presentada en el medio de
cultivo liquido, surge como alternativa el uso de biorreactores de inmersion periddica del tejido
vegetal en el medio, permitiendo asi contrarrestar el estrés oxidativo generado, ademas de buscar
la disminucién de la vitrificacion y facilitando el intercambio gaseoso necesario, teniéndose asi en
1981 el primer reporte de propagacion en biorreactor para la multiplicacion de Begonia (Akita &
Takayama, 2005).

A partir de lo anterior, se han desarrollado innumerables modelos de biorreactores con
diversas opciones y variaciones que, dependiendo de la especie y el objetivo sera el 6ptimo para
cada proceso. Los hay desechables, de vapor, tanques gemelos o los biorreactores de recipientes
de vidrio con sus diversos tipos de aireacién y alimentacion (continuo, aireado, burbujeo, por
lotes, etc), pueden ser sistemas muy complejos con softwares que programen y controlen las
diversas variables implicadas en el proceso, 0 sistemas menos ostentosos y sencillos como lo
son simples frascos de vidrio o matraces; siempre y cuando se mantengan condiciones que no
comprometan el material vegetal y que, durante el procedimiento muestre crecimiento de los

explantes (Ziv et al, 1998; ).

De manera general, un biorreactor de inmersion temporal del tipo tanques gemelos esta
conformado por dos recipientes interconectados por tubos de silicona, en los cuales, uno esta
destinado para el medio de cultivo y el otro para los explantes. Debido al uso de biorreactores,
sera ajustable con la tecnologia desarrollada el tiempo de inmersién, frecuencia, ventilacién; todo
lo anterior al estar conectados a un programador a valvulas solenoides, en el caso de contar con
ellas, aunque pueden utilizar sistemas no tan complejos y dar muy buenos resultados. Y, aunque
existen muchas variaciones en cuanto a la presentacion y colocacion de dichos recipientes, el
principio basico consiste en hacer pasar el medio de cultivo contenido, al recipiente donde se
encuentran los explantes; dejandolo ahi un tiempo determinado. Siendo este ultimo el factor clave

para el éxito del sistema, dado que de él dependera la funcionalidad del intercambio gaseoso; el
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cual estara influenciado por el volumen del recipiente, el volumen del medio y la cantidad de
explantes (Takayama & Akita, 2005; Ziv, 2005; Niemenak, 2008).

Para el funcionamiento 6ptimo y efectivo de un sistema de inmersién temporal es
necesario controlar factores ambientales como la temperatura, intensidad luminica o periodos de
luz/oscuridad, ademas del establecimiento de la frecuencia y el tiempo de inmersion, lo cual
dependera de cada especie con la que se trabaje. Con respecto al medio y al tejido vegetal en si,
la determinacién de la densidad de cultivo y la composicién, cantidad, duracién y volumen del
medio de cultivo resulta determinante para obtener los resultados exitosos de la produccion
(Walker, 1995).

Como ya se ha mencionado, la Biotecnologia ofrece diferentes técnicas que permitan
mejorar la eficiencia de distintos procesos de interés, en este caso la inmersion temporal en
biorreactores ha permitido mejorar la propagacion in vitro de diferentes especies; ha demostrado
gue, con respecto al método convencional, incrementa considerablemente la tasa de
multiplicacion de explantes, aumenta el porcentaje de enraizamiento, ademas de un incremento
considerable de sobrevivencia en la aclimatacién, reduccion de area de trabajo asi como de los
costos tanto de reactivos (principalmente gelificante) y de personal necesario para el
mantenimiento del proceso, repercutiendo directamente en la rentabilidad o viabilidad (Rosales,
2017).

Las ventajas que destacan del uso de sistemas de inmersién temporal son una mayor
superficie de contacto del tejido vegetal con el medio, se tiene un mayor control en la composicion
del medio de cultivo, asi como en la atmésfera al promover el intercambio gaseoso dentro del
recipiente contenedor, lo cual resulta en mejoras en los niveles de multiplicacion ademas de

explantes con brotes mas y mejor desarrollados (Styer, 1985; Lugo-Espinosa et al, 2016).

Aunque es importante sefialar que las ventajas anteriormente descritas son determinadas
para cada especie, variedad o propésitos de cada proyecto. Ademas de resaltar la importancia
gue marca una adecuada aclimatacion pues de ella depende el éxito o fracaso del procedimiento
completo; esto debido al estrés al que es sometida la plantula donde cambian sus condiciones

de humedad, temperatura, aireacion, luz, entre otras (Abreu, 2007; Yescas, 2016).
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Rosales y colaboradores (2017) mencionan la importancia del intercambio gaseoso dentro
del biorreactor, el cual estara determinado por el volumen de explantes utilizados, los nutrientes
y la composicién del medio de cultivo pues a partir de este ultimo factor estara dado dicho
intercambio, ademas de ser los responsables de la atmdsfera dentro del biorreactor, pues los
niveles de CO: y la concentracion de azucares del medio de cultivo influyen en la necesidad que
presente la planta para fotosintetizar y desarrollar procesos de apertura y cierre estomatico, lo
cual es deseable sobre todo en etapas finales del proceso para preparar a la planta a la
aclimatacion y enraizamiento, ademas de obtener plantas mas vigorosas, situacion que no

sucede en el caso de la propagacion por el método convencional.

Es importante recalcar que la funcionalidad de esta herramienta tecnoldgica dependera
de la especie a trabajar e incluso, de la variedad o clon, pues las condiciones son especificas y
deberan desarrollarse protocolos para determinar factores, condiciones y parametros. Ademas,
es una herramienta que no reemplaza la micropropagacion convencional, sino que debe verse

como un respaldo o como técnica complementaria a ella (Loyola-Vargas & Vazquez-Flota, 2006).

2.3 Antecedentes sobre el cultivo y propagacion in vitro de agaves.

Como ya se ha mencionado, existen varios tipos de técnicas para la propagacion vegetal;
para el género Agave se han realizado cultivos de tejidos para especies de interés comercial
(Arzate & Mejia-Franco, 2011; Reyes-Diaz et al, 2017) y ornamental (Rodriguez-Garay et al,
1996; Chavez-Ortiz et al, 2020).

Se tienen registros de estudios previos donde se han desarrollado exitosamente la
generacion in vitro de brotes axilares (Santacruz et al, 1999), enraizamiento (Enriquez del Valle,
2005) y organogénesis (Arzate & Mejia-Franco, 2011). Esto ha sido posible debido al uso de
reguladores de crecimiento, en los cuales se basan los protocolos mencionados con anterioridad
obteniendo resultados favorables, pues se presentd un gran porcentaje de crecimiento o
enraizamiento, dependiendo el caso. Los reguladores de crecimiento son diversos, asi como las
concentraciones utilizadas, siendo los mas comunes la 6-Bendilaminopurina (BA), cinetina (Cin),

tidiazurén (TDZ) y meta-topolina (MT) (Dominguez, 2008a; Ayala-Guerrero, 2010).
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Los reguladores de crecimiento, como su propio hombre lo dicen, son sustancias ya sean
naturales o sintéticas que tienen efectos en el desarrollo de la planta. Existen varios tipos de ellas:
auxinas, citocininas, acido abscisico, etileno y giberelinas; siendo los mas utilizados las auxinas
y citocininas de forma individual o, principalmente en combinacion pues dicha interaccion
determina la respuesta del explante. Los reguladores de crecimiento vegetal (RCV) como la 6-
benciladenina (BA), cinetina (Cin), tidiazurén (TDZ) y metatopolina (MT) pertenecen al grupo de
las citocininas, las cuales son derivadas o tiene una estructura base purica de adenina. Su
importancia radica en la promocién de division celular, pueden ser distribuidas a través de xilema

o floema o ambos (Taiz & Zeiger, 2002; Pimienta et al, 2006; Dominguez et al, 2008b).

La respuesta del explante depende del explante mismo, el medio de cultivo y la interaccién
de éstos con la cantidad, tipo y concentracion de los reguladores de crecimiento vegetal. Es bien
conocido que la relacion entre auxinas y citocininas desarrolla resultados muy variados, por
ejemplo, una mayor concentracion de citocininas genera yemas diferenciadas, mientras que la
mayor cantidad de auxinas provocara rizogénesis, también se ha relacionado la senescencia con
la disminucién drastica de concentraciones de citocininas en el fluido xilemético, aunque el
aumento de ellas genera anormalidades morfolégicas y de desarrollo (Jordan & Casaretto, 2006;
Dominguez et al, 2008a; Chavez-Ortiz et al, 2020).

Los procedimientos de propagacion mencionados hasta el momento han sido
desarrollados en medio de cultivo semisélido, y aunque se han tenido resultados favorables, con
el paso de los afos se han tenido nuevas ideas y opciones para mejorar ain mas la eficiencia de
reproduccion. En la alternativa de medio de cultivo liquido, se registran los usos de biorreactores
de inmersion temporal, principalmente. De igual manera, el medio de cultivo puede ser
enriquecido con reguladores de crecimiento de acuerdo con los resultados deseados;
encontrando mayores resultados comparando con el medio semisélido considerando de igual

manera la especie con la que se esté trabajando (Ziv, 1992; Niemenak, 2008; Rosales, 2017).

En el uso de biorreactores de inmersion temporal para el caso especifico del género Agave
es pobre, algunas de las especies son A. angustifolia (Monja-Mio et al, 2015), A. tequilana Weber
(Santamaria et al, 1995), A. guiengola (Chavez-Ortiz et al, 2020), A. tequilana (Aguilar & Nufiez,
2017), A. victoriae-Reginae (T. Moore) (Montejo & Nufez, 2016;); sin embargo, muchas otras

especies no se tienen registros de haber sido propagadas aun con esta técnica.
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Como mencionan Rosales y colaboradores (2017) y Chavez-Ortiz y colaboradores (2020),
se pueden tener biorreactores con un sinfin de variables, ya sea la forma, volumen de medio, del
recipiente, aireacion, orientacion; sin embargo, las variables importantes y que son
trascendentales en estos procedimientos son el tiempo y la frecuencia de inmersion del explante
en el medio de cultivo; pues de ellos no sélo dependera la respuesta del explante mismo, sino
gue implica la generacion de brotes, su tamafio y desarrollo morfologico, disminucion de

respuesta no deseada como la hiperhidratacion, oxidacion o necrosis.

El establecimiento de parametros, debera ser para cada especie y los objetivos deseados
del protocolo o proyecto a desarrollar en particular, pues son varios los factores que influyen,
como ya se ha mencionado, la respuesta puede ser favorable en algin aspecto pero no asi en
algun otro, sin embargo, el propésito implicito a buscar debera ser la supervivencia del explante
o plantula aun terminado el experimento, aunque destaca la acertada combinacién de auxinas y
citocininas o incluso su ausencia (Miguel-Luna et al, 2013; Ontiveros, 2013; Chavez-Ortiz et al,
2020).
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3 JUSTIFICACION

La importancia de los agaves en América, especificamente en México, se da desde varios
ambitos como lo es el cultural, tradicional, econémico, agricola, entre muchos otros. Debido a
esto ha surgido la preocupacién por desarrollar alternativas eficientes para la propagacion in vitro
de las diversas especies del género Agave, sobre todo considerando los largos periodos de
desarrollo y niveles de reproduccién reducidos reportados para la mayoria de las especies de
este género. Esto aunado al grado de amenaza que enfrentan actualmente las poblaciones
silvestres debido a la explotacion irracional y pérdida de su habitat. Se han empleado varias
alternativas, ya sea en medio semisolido como se ha trabajado convencionalmente o el uso de
nuevas opciones como la implementacion de la técnica de inmersion temporal; logrando asi el
aumento en la produccion de la especie. Es por ello por lo que se propone una alternativa con
proyeccion a futuro préximo de ambas técnicas considerando las ventajas de cada una, y asi
determinar su eficiencia terminal independiente de cada método. Se desarrollara en las especies
A. parrasana, A. karwinskii y A. angustifolia, proponiendo sistemas y protocolos de métodos de

propagacion mencionados.

4 HIPOTESIS

Es posible desarrollar un sistema para la propagacion in vitro de las especies A. angustifolia,
A. karwinskii y A. parrasana tanto en medio semisélido como en biorreactores en sistemas de

inmersion temporal (BITs).
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Desarrollar protocolos para propagar de manera in vitro las especies A. angustifolia, A.
karwinskii y A. parrasana, a través de medios semisélidos convencionales y con el uso medio

liquido por la técnica de inmersién temporal de biorreactores.

5.2 Objetivos especificos
e Propagar in vitro en medio semisoélido las especies A. angustifolia, A. karwinskii y A.
parrasana.
e Establecer el protocolo para su propagacién en biorreactores de inmersion temporal
(BITs), de las especies ya mencionadas.
e Modificar algunos aspectos del disefio de los sistemas de inmersion temporal con el fin

de optimizar su funcionamiento con cada una de las especies trabajadas.
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6. METODOLOGIA

6.1 Propagar in vitro en medio semisolido las especies A. angustifolia, A.
karwinskii y A. parrasana.

El material vegetal utilizado de las especies A. angustifolia, A. karwinskii y A. parrasana
fueron plantulas propagadas in vitro que forman parte del Banco de Germoplasma de la Unidad

de Biotecnologia Vegetal de la Benemérita Universidad Autonoma de Aguascalientes.

A partir de las plantulas se obtuvieron los explantes, eliminando las raices y la parte apical
de todas las hojas (Fig. 4). De cada especie de Agave se inocularon tres explantes por recipiente
de cultivo. Se incubaron los frascos a 25°C, con periodos de luz de 16:8, hasta obtener brotes
multiples 0 masas de brotes poco diferenciados. Algunos de estos brotes, asi como las masas de

brotes poco diferenciados, se usaron como inéculo para los BITs.

6.1.2. Preparacion de Medio de Cultivo MS.

El medio de cultivo usado fue el conocido como MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado con 30 g L de sacarosa y como agente gelificante se usaron 9 g L de agar,
ademas, se agregaron diferentes concentraciones de BA, esto dependiendo de la especie; antes
de micropropagar se esteriliza el medio de cultivo en autoclave a 120°C durante 20 minutos
(Dominguez et al, 2008b).

Hojas: Eliminar la
parte apical

Raices: Eliminar

Figura 4. Muestra de los cortes necesarios para obtener explantes basales de una plantula (Ontiveros, 2013).
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En esta etapa del proceso el parametro estadistico de interés fue la media, por lo cual se
obtuvieron estadisticas descriptivas de los datos obtenidos como la media y la desviacion
estandar, usando el programa estadistico GraphPAD PRISM 8 (Cuadro 1).

6.2 Establecer el protocolo para su propagacion en medio liquido con latécnica de
biorreactores de inmersion temporal (BITs), de las especies ya mencionadas.

Como sistema de propagacion alterno al medio semisélido se desarrollé un sistema de
inmersion temporal por especie de agave, en el cual se usé un tiempo de inmersién de un minuto
con una frecuencia de 12 horas; esto durante un periodo de 90 dias. Los biorreactores utilizados

fueron del tipo tanques gemelos.

6.2.1 Preparacion de medio de Cultivo MS.

De la misma manera que en el método convencional, se prepar6 medio MS; sin embargo,
ahora se suprime el uso de agar como gelificante, utilizando BA como reguladores de crecimiento
vegetal, de acuerdo con la especie; para Agave karwinskii se utilizaron 2 mg L* de BA en medio
de cultivo liquido, mientras que, para las especies de Agave parrasana y Agave angustifolia se
utilizé 1 mg L; se usaron 5 explantes por recipiente de cultivo, dando un total de 15 explantes

basales por sistema de inmersién temporal.

6.2.2 Construccion de los sistemas de biorreactores de inmersién temporal (BITS).

El sistema de biorreactores, con la técnica de tanques gemelos, esta constituido por dos
frascos de vidrio de 1 litro cada uno, en uno se colocaron 250 ml del medio de cultivo MS liquido
con reguladores de crecimiento vegetal, y en el otro los explantes. Para el armado de los
biorreactores de tanques gemelos se utilizan diversos materiales, todo debidamente esterilizado

(Fig. 5); para tapar los frascos se usan tapas con dos orificios donde se colocan pasamuros, en
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uno se coloca una manguera que sera la union al otro frasco, mientras que en el otro se une un

filtro Midisart ® 2000 de 0.2 um.

Como ya se menciond, de un lado del pasamuros se instala una manguera de silicona de

Y de pulgada, de aproximadamente 15 cm de longitud y 6 mm de diametro, que lo une al otro

biorreactor y es esta la via por donde se transporta de un frasco a otro el medio de cultivo liquido;

del otro lado del pasamuros se coloca el tubo de vidrio unidos por una manguera de silicona de

Y. de pulgada de 7.5 cm de longitud (Fig. 6).

Cada unién externa que tengan los frascos a través de los pasamuros colocados se

asegura con abrazaderas de alambre para manguera, esto antes y después del filtro. La

manguera de silicona (9.3-10.4 mm) que unira al filtro con la manguera de poliuretano de la

plataforma es unida a través de abrazaderas de muelle para manguera (8.9-9.3 mm) (Fig. 6).

1.- Conectores
pasamuros de plastico
esterilizable.

2- Tapas de plastico
esterilizables con 2
perforaciones.

3.- Manguera de silicon a
de Yz de pulgada.

4-  Abrazaderas de
alambre para manquera
de 9.3-10.4 mm.

5- Abrazaderas de
muelle para manguera
8.9-9-3 mm.

6.- Empaque plano de
silicon de 70 mm.

7.- tubo de vidrio de 14.5
cm

Figura 5: Biorreactor de tipo Tanques Gemelos; se observan algunos de los materiales y piezas utilizadas en el armado

de los biorreactores de inmersion temporal del tipo tanques gemelos.
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Todo el material es previamente esterilizado en autoclave a 120 °C durante 20 minutos.
Mientras que los explantes se procesan dentro de campana de flujo laminar, manteniendo asi las
condiciones de esterilidad.

Figura 6: Biorreactores de Inmersién Temporal: Montaje completo de biorreactores de tanques gemelos, ya con filtros.

Cada sistema de biorreactores esta integrado por tres pares de frascos que se colocan en
plataformas, las cuales estan integradas por un foco fluorescente de 120 V, cuya base esta
colocada en el centro. Las plataformas son producto comercial de Tecniproductos de Orizaba
S.A. de C.V. las cuales tienen un panel cuya funcion es programar el fotoperiodo al cual sera
sometido el sistema, asi como la frecuencia y duracion de la inmersioén de los explantes en el
medio de cultivo. La bomba de aire se conecta a dos electrovalvulas que regulan el flujo de aire,
y lo dirigen a los frascos mediante mangueras de poliuretano de 0.25m que se unen a las

mangueras de silicona de ¥ de pulgada que estan unidas a los filtros de los biorreactores (Fig.
7).
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Figura 7: Sistema de Inmersién Temporal con medio de cultivo estéril colocado en plataforma.

Al inicio del proyecto se propuso realizar cada experimento del sistema completo (15
explantes) cuatro veces por especie de agave. Considerando el parametro determinante o
principal a evaluar el numero de brotes obtenidos por explante, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) con una P<0.005, para muestras no paramétricas, y la prueba de Dunn para
comparaciones multiples (P<0.005); se usé el paquete estadistico GraphPAD PRISM versiéon
8.0.1.

6.2.3 Enraizamiento.

Después de los 90 dias dentro de los biorreactores se sacaron los explantes, para el
conteo y separacion de brotes. Todo esto en condiciones estériles dentro de campana de

extraccion y usando material de cirugia debidamente esterilizado.

Posteriormente se colocaron durante 60 dias en medio MS enriquecido con 30 g L™ de
sacarosa y como agente gelificante se us6 agar a una concentracién de 9 g L™, en esta ocasién
no se agregaron reguladores de crecimiento vegetal pues se buscaba que el brote generara el

crecimiento de raices desarrollandose con los nutrientes que el medio le proveia.
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6.2.4 Adaptacion a condiciones ex vitro.

Luego de los 60 dias dentro del medio semisélido para la induccién de enraizamiento se
indujo a la adaptacion al cambio de humedad mediante ciclos secos durante una semana,
posterior a ello se sacaron las plantulas del recipiente con el medio de cultivo MS para
enraizamiento. Se les retiré el remanente del medio con agua comun, y se dejaron secar por un
dia.

Posteriormente, se colocaron en un recipiente con agua y aproximadamente 100 g del

enraizador Fax Raizone Plus® durante unos minutos.

Se colocaron en bolsas negras con sustrato a una razon 2:1:1 de peat moss:tierra para
maceta:vermiculita (v/v). Se colocaron dentro de bolsas transparentes de plastico cerradas en

sifon, para promover la adaptacion a los cambios de temperatura, humedad, agua y luz.

Se mantuvieron en invernadero dentro de las bolsas transparentes cerradas durante una
semana, luego se retiraron y después de 60 dias se sacaron del invernadero; durante este tiempo,

permanecieron en constante monitoreo de demanda de agua.

6.3 Modificar algunos aspectos del disefio de los sistemas de inmersion temporal
con el fin de optimizar su funcionamiento con cada una de las especies

trabajadas.

La alternativa propuesta para este objetivo especifico fue realizar cambios en los
pasamuros, que son los conectores entre las mangueras del medio y el frasco con los explantes,
el uso de mangueras de diferente diametro, asi como colocar una capa o base de canicas dentro
del frasco donde se colocaron los explantes con el objetivo de disminuir la vitrificacién presentada
en los anteriores biorreactores, pues se observaba un remanente de medio liquido pequefio pero
influyente dentro del sistema, pudiendo ser la causa de la hiperhidratacion. Ademas, dejaron de

colocarse en las plataformas programables.
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De igual manera se propusieron tiempos de inmersion de un minuto con una frecuencia

de 12 horas, durante un periodo de 90 dias.

6.3.1 Preparacion del medio de cultivo MS.

El medio de cultivo usado fue MS liquido, es decir se suprimioé el uso de agar o cualquier
otro tipo de gelificante, enriquecido con 30 g L de sacarosa y como regulador de crecimiento
se agregaron diferentes concentraciones de BA como se explica anteriormente. De igual forma
se usaron 5 explantes por frasco para dicho fin, teniendo un total de 15 explantes basales por

sistema de Inmersion Temporal.

6.3.2 Construccion de los sistemas de biorreactores de Inmersion Temporal

modificados.

Los sistemas propuestos constaron de dos frascos de vidrio de 1L cada uno, los cuales
incluian una tapa de plastico esterilizable, a las cuales se les realizaron perforaciones necesarias
para colocar dos conectores tipo pasamuros neumatico recto de latdn con recubrimiento de niquel
de 6 mm, en uno se colocd una manguera hacia adentro del frasco y en el otro la manguera de
unién entre un frasco y otro para realizar el cambio de medio de cultivo (Figura 8). En todos los
frascos se colocaron empaques planos de silicon de 7 mm en la tapa, antes de ser esterilizados
(Figura 5). Ademas, después de ser esterilizados, con el material vegetal y el medio de cultivo

dentro se sellaron con vitafilm (Figura 9).
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Figura 8: A) Conector tipo pasamuros neumatico de latén, utilizado para los BITs modificados.B) llave de tres vias
neumatica.

Se usaron mangueras de poliuretano de 0.25m, debido a que el sistema neumatico no
permite la salida de material o de aire no fueron necesarios colocar abrazaderas después del

pasamuros. Se usaron filtros Millex® asegurados a la manguera con cintillos de plastico.

Dentro del frasco destinado para colocar los explantes se pusieron 16 canicas de vidrio,
cuyo objetivo principal es ser una capa entre el fondo del frasco y los explantes. Todo esto antes

de ser esterilizado.

Con respecto a las bombas de aire y los temporizadores se usaron temporizadores
digitales STEREN® de ocho eventos, bombas de aire OceanAqua® y ELITE 799®, ademas para
unir las bombas a las mangueras de los tres pares de tanques gemelos se usaron dos llaves de

tres vias por sistema (Figura 10).

Se utilizaron 250 ml de medio liquido MS estéril por frasco para medio, siendo un total de
tres frascos para dicho fin por sistema de inmersion temporal, se colocaron 5 explantes basales

por frasco teniendo la precaucion de instalarlos sobre las canicas y no en medio de ellas.
Todo el material fue esterilizado en autoclave durante 20 minutos, a 120°C. Mientras que

los explantes fueron tratados Unicamente dentro de campana de extraccion y manipulados con

material de igual forma esterilizado.
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Figura 9: Sistema de inmersion temporal modificado armado con explantes de la especie A. angustifolia y medio de
cultivo esteéril.

Figura 10: Ejemplares de sistemas de biorreactores de Inmersion Temporal modificado conectado completamente a
las bombas y temporizadores, ya en funcionamiento.
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Al inicio del proyecto se propuso realizar cada experimento del sistema completo (15
explantes) cuatro veces por especie de agave. Considerando el parametro determinante o
principal a evaluar el numero de brotes obtenidos por explante, se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) con una P<0.005, para muestras no paramétricas, y la prueba de Dunn para

comparaciones multiples (P<0.005); se us6 el paquete estadistico GraphPAD PRISM version
8.0.1.
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7 RESULTADOS.

7.1. Propagar in vitro en medio semisoélido las especies A. angustifolia, A.

karwinskii y A. parrasana.

Como se menciond en el apartado de preparacion de cultivo y de explantes se utilizé
medio de cultivo MS con 9 g L™ de agar, enriquecido con BA, siendo 1 mg L para A. angustifolia

y A. parrasana, mientras que, para Agave karwinskii se usaron 2 mg L.

Con respecto a los explantes, se colocaron tres por cada frasco, siguiendo la metodologia

también ya mencionada y condiciones asépticas.

El crecimiento de los explantes fue en un tiempo promedio de tres meses para ser utilizado
en los sistemas de biorreactores de inmersién temporal. Aunque también se continu6 propagando

material vegetal de todas las especies, principalmente de A. karwinskii y A. angustifolia.

Al cabo de tres meses se contabilizé la respuesta que se tuvo en el medio de cultivo
semisolido, considerando como resultado positivo el crecimiento del explante y el nimero de
brotes que éste generd, mientras que, si el explante no crecié o se contamind entonces fue una
respuesta negativa. En la figura 11, encontramos que las tres especies tuvieron un alto porcentaje
de respuesta positiva (hubo crecimiento) de hasta un 82% para A. karwinskii mientras que la que

tuvo menor porcentaje de éxito fue A. parrasana con un 73.8%.
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Tipo de respuesta obtenida en medio semisdlido.
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Figura 11: Porcentaje de explantes que presentaron crecimiento y presencia de brotes de las tres especies
(A. parrasana, A. karwinskii y A.angustifolia) en medio semisdlido.

A. angustifolia A. karwinsKii A. parrasana

Numero de muestras 55 55 55

Minimo 1.00 2.00 1.00
Maximo 6.00 19.0 19.0
Rango 5.00 17.0 18.0
Media 2.38 7.24 3.80
Desviacion estandar 1.42 3.95 3.14
Error estandar 0.192 0.533 0.423

Cuadro 1: estadisticas descriptivas de los brotes por especie en medio semisolido.

Con respecto a los brotes obtenidos el cuadro 1 muestra las estadisticas descriptivas, la

especie con mayor promedio de brotes por explante es Agave karwinskii con 7.24 brotes y la

menor es A. angustifolia con solo 2.38 brotes por explante.
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Figura 12: A) material vegetal de A. angustifolia donado por el Banco de Germoplasma. B) explantes de A.
angustifolia después de un mes en medio para propagacion.

Figura 13: A. karwinskii en medio semisolido: A) Material vegetal donado por el Banco de Germoplasma
de la Unidad de Biotecnologia Vegetal. B) A. karwinskii después de tres meses de haber sido
micropropagado.
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Figura 14: A. parrasana en medio semisolido: A) Material donado por Banco de Germoplasma. B) Explantes
después de una semana en medio de propagacion. C) Explantes después de tres meses en medio de
propagacion.

Para las tres especies se pudo notar un crecimiento a partir de la primera semana,
principalmente en A. parrasana (Figura 14), aun asi, se lograron obtener resultados éptimos de
crecimiento como brotes sanos y plantulas vigorosas con espinas bien diferenciadas en las tres

especies después de los tres meses como se propuso al inicio del proyecto (Figuras 12, 13y 14).

7.2. Establecer el protocolo para su propagacion en medio liquido con la técnica
de biorreactores de inmersion temporal (BITs), de las especies ya

mencionadas.

El medio de cultivo utilizado fue medio MS con 2 mg L de BA para A. karwinskii y 1 mg
L para Agave parrasana y Agave angustifolia; dicho medio de cultivo se esteriliza de manera
independiente y al ser armados los biorreactores dentro de las campanas de extraccion se coloca
el medio ya estéril dentro de los frascos, igualmente estériles.
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De forma general, el procedimiento fue: armar el sistema de biorreactores (seis frascos)
con el material descrito anteriormente, se cubren con aluminio los filtros para ser colocados dentro
de la autoclave y ser esterilizados. Cuando estuvieron estériles los biorreactores y el medio de
cultivo, se colocaron 250 ml de medio estéril en los tres frascos destinados para este fin, todo

esto dentro de campana de flujo laminar.

Para los explantes: se obtuvieron explantes basales y se colocaron cinco por frasco, cada
uno de ellos con 250 ml de medio de cultivo estéril, en inmersién permanente con agitacion
continua. Ambos, los explantes en inmersion permanente y los biorreactores con el medio de
cultivo se dejaron en funcionamiento al menos 3 dias, esto para detectar contaminacion ya fuera
del biorreactor, del medio o de los explantes. Después de este tiempo, los explantes fueron
colocados dentro de los biorreactores (en el frasco que no contuviera el medio de cultivo), los
fotoperiodos fueron programados en las plataformas a razén 16:8; mientras que la inmersion era
de cada 12 horas durante 1 minuto. El tiempo establecido como pertinente para la toma de
resultados es de tres meses. Se determind que para cada especie se realizaran 4 réplicas y a

partir de ellas determinar el promedio y valores estadisticos pertinentes para el analisis.

El promedio de brotes obtenidos arroja que, al igual que en la metodologia convencional
A. karwinskii fue la especie con mayor nimero comparado con las otras dos especies trabajadas
con un 10.02; A. angustifolia duplicé su promedio (2.38 y 5.12) y en el caso de A. parrasana (3.80
y 7.54) no solo dobl6é su media, sino que también fue la Unica especie con presencia de raices
(Cuadro 2, Figura 16).

A. angustifolia A. karwinsKii A. parrasana

Numero de datos 60 45 63

Minimo 0.000 0.000 0.000
Maximo 42.00 29.00 40.00
Rango 42.00 29.00 40.00
Media 5.117 10.02 7.540
Desviacion estandar 7.809 8.604 10.30
Error estandar 1.008 1.283 1.297

Cuadro 2: Estadisticas descriptivas del nimero de brotes por explante por especie en biorreactores con medio liquido.
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Los tiempos propuestos para los eventos experimentales fueron de 90 dias, sin embargo,
por situaciones ajenas al proyecto se tuvo la necesidad de extenderse el tiempo de los explantes
dentro del biorreactor. Esto tuvo efecto en el tipo de respuesta obtenido en el explante (Figura
15).

Tipo de respuesta obtenida por especie.

40™=- )
B necrosis
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5 Bl t. calloso
q) . .
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\g 10-
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A. angustifolia A. karwinskii A. parrasana
Especie

Figura 15: Tipos de respuesta desarrolladas en los biorreactores de inmersion temporal A. angustifolia, A. karwinskii
y A. parrasana.
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Numero promedio de brotes por especie
(medio semisoélido vs medio liquido).
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Figura 16: Comparacién de nimero de brotes promedio obtenidos por especie en medio semisélido (rojo) y medio
liquido (azul).

En la Figura 16 podemos observar un incremento en las medias de las tres especies
superando a los datos obtenidos para medio semisélido, se realizaron pruebas Mann — Whitney
por especie entre las dos metodologias, sin encontrar diferencias significativas. Posterior a ello
se realizé una prueba Kruskal — Wallis, ademas de la comparacién multiple con la prueba Dunn,
demostrando asi diferencias significativas de una especie a otra, ademas de notar un aumento
en la desviacion estandar reflejandose en un incremento en el rango de valores donde sea posible
obtener los nimeros de brotes. Adicionalmente, como ya se menciond, en A. parrasana se
obtuvieron raices dentro del biorreactor, por lo que no fue necesario pasar las plantulas a medio
MS para enraizamiento y directamente se hizo la aclimatacién a condiciones ex vitro, pues
ademés presentaban plantulas de tamafio promedio de 7.8+4.60 cm, vigorosas y con espinas

bien diferenciadas (figura 23).
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Figura 17: Se muestra la especie A. angustifolia en diferentes etapas del proceso de micropropagacién en medio
liquido en biorreactores; A) Explantes antes de ser colocados dentro del biorreactor. B) Explantes después de dos
semanas dentro del sistema de Inmersién Temporal. C) explantes con brotes después de tres meses en el sistema de
inmersién temporal. D) brotes con vitrificacion. E) Sistema de Biorreactores con filtros dentro de campana de extraccion
para sacar explantes y realizar conteo de brotes después de 90 dias en Inmersion Temporal.
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Figura 18: Se muestra a A. karwinskii durante diferentes etapas de la propagacion in vitro en medio liquido por la
técnica de Tanques Gemelos; A) antes de obtener los explantes basales para ser colocados en medio de cultivo para
inmersién permanente (solo 3 dias). B) Explantes después de 3 semanas en Inmersion temporal. C) plantulas después
de tres meses dentro del biorreactor de inmersion temporal. D) explante con crecimiento multiple de brotes.

for
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Figura 19: Se muestra a la especie A. parrasana durante diferentes etapas de la propagacion in vitro en medio liquido
a partir de la técnica de Tanques Gemelos; A) en sistema de inmersion temporal después de un mes. B) Sistema de
Biorreactores en plataforma en uso; C) y D) plantulas después de 3 meses dentro del sistema de biorreactores,
presentan diferenciacion de espinas y raices; E) brotes obtenidos en biorreactor, se muestran vitrificacion, ademas de
masa de brotes poco diferenciados.
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7.2.1 Enraizamiento.

Posteriormente a los tres meses de desarrollo de los explantes, se propuso cambiar las
plantulas obtenidas a medio MS, enriquecido con 30 g L* de sacarosa, 9 g L de agar, sin
reguladores de crecimiento. Esto para que continie con su crecimiento y desarrolle raices (en
caso de no presentarlas), y cuando éstas aparezcan cambiarlas a sustrato y en consecuencia a
invernadero. Se propuso un tiempo aproximado de dos meses para el enraizamiento, luego,

gradualmente realizar el cambio a ex vitro.

El sustrato utilizado fue a razén 2:1:1 (v/v) (peat moss: tierra para maceta: vermiculita). De

igual manera, el tiempo seria dos meses para la completa adaptacion de la planta a invernadero.

Es importante mencionar que todas las especies presentaron contaminacion en diversas
ocasiones y con diferentes fuentes ya fuera por el propio explante, el medio, el biorreactor o fugas

del propio sistema.
A. karwinskii fue la Unica especie que no desarrolld raices en el biorreactor, por lo cual fue

necesario colocar los brotes en medio para enraizamiento, al igual que los brotes de A.

angustifolia, siendo innecesario para A. parrasana (Figuras 21y 24).
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Porcentaje de raices en brotes en
Biorreactores de
Inmersion Temporal (BITs) por especie (%).
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Figura 20: Porcentaje (%) de explantes que presentaron crecimiento de raices de las tres especies (A. parrasana, A.
karwinskii y A.angustifolia) en medio semisélido.

Debido a que, como ya se mencioné las especies A. angustifolia y A. karwinskii no
presentaron raices fueron sometidas a un método de enraizamiento en medio MS ya mencionado
con anterioridad, en la etapa de enraizamiento se obtuvieron plantulas con raiz de 4.92 £ 2.42 cm
para A. karwinskii y 6.10 £ 1.43 cm para A. angustifolia (Figuras 22 y 23).
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Figura 21: A. angustifolia luego de haber estado 60 dias en el medio MS para enraizamiento.

Figura 22: Se muestran ejemplares luego de permanecer en medio para enraizamiento (A), asi como la comparacién
de explantes sin proceso de enraizamiento (arriba) y después de haber pasado 60 dias en medio MS semisolido para
enraizamiento (abajo) (B).
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7.2.2 Adaptacion a condiciones ex vitro.

Para el proceso de adaptacion primero se colocaron las plantulas en enraizador,
principalmente para la proteger a las raices de posibles patégenos u hongos, se colocaron en
bolsas con % partes de sustrato (v/v) a razén 2:1:1 (peat moss:tierra para maceta: vermiculita),
luego se colocaron dentro de bolsas transparentes para controlar la humedad y asi propiciar la
fotosintesis y evitar la desecacion de la planta. Se obtuvo asi una sobrevivencia del 80% de las
plantulas sometidas a este proceso, tanto de A. karwinskii como de A. parrasana.
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Figura 23: Se muestran plantulas en el proceso de adaptacion a condiciones ex vitro: A) y B) plantulas de A. parrasana
después de ser sacadas del enraizador y siendo colocadas en la mezcla de sustratos. C) ejemplar de A. parrasana
luego de haber sido adaptada y colocada en invernadero. D) planta de A. karwinskii ya adaptada y colocada dentro de
invernadero sin bolsas para adaptacion de humedad.

7.3 Modificar algunos aspectos del disefio de los sistemas de inmersién temporal

con el fin de optimizar su funcionamiento con cada una de las especies trabajadas.

Debido a los resultados obtenidos y las observaciones durante todo el proceso de los
Biorreactores de Inmersibn Temporal, se tomoO la decisibn de tratar de contrarrestar la
hiperhidratacion que se presentaba al quedar remanente de medio en la base del biorreactor, por
lo cual se tomoé la opcién de agregar canicas de vidrio en la base pues su facil adaptacion al
recipiente asi como su material, se ven reflejados en la manejabilidad durante el proceso, sobre

todo al momento de la esterilizacién del material (Figura 27).

De igual forma, se usaron dos conectores tipo pasamuros neumatico recto de latén con
recubrimiento de niquel de 6 mm por tapa de material, cuyo material ayuda en la esterilizacion y
en la hermeticidad del recipiente, evitando o al menos disminuyendo la probabilidad de

contaminacion.

En este caso, solo se probaron los BITs maodificados con la especie A. angustifolia, se

observd un aumento en la media de brotes con respecto a los obtenidos en medio semisolido,
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aunque muy parecido al anterior empleando biorreactores, se tuvo ademas un incremento en a
la desviacion estandar. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) con una P<0.005, para
muestras no paramétricas, y la prueba de Dunn para comparaciones multiples (P<0.005); se us6
el paquete estadistico GraphPAD PRISM version 8.0.1 (Figura 25).

Aunado a los incrementos en la media, la variacion en el tipo de respuesta obtenida fue
mayor que en los otros dos sistemas utilizados, debido al prolongado tiempo de los explantes
dentro del recipiente y en contacto con el medio, presentando asi desde brotes sanos y vigorosos

hasta tejido calloso, necrosis e hiperhidricidad (Figura 26).

Comparacion de los tres sistemas para
A. angustifolia.
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Figura 24: Resultados de los tres sistemas para la especie A. angustifolia. Las lineas de error muestras el rango
intercuartil, las barras son las medianas (ANOVA no paramétrica) y las lineas muestras diferencias significativas de
acuerdo con la prueba Dunn (P<0.005); existen diferencias significativas entre el medio MS semisdlido y el sistema
BIT modificados, asi como entre BITs y BITs modificado.
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La prueba ANOVA no paramétrica muestra que existen diferencias significativas entre el
sistema de Biorreactores modificados con el medio semisélido y entre los dos tipos de BITs
(modificados y no modificados).

Respuesta obtenida en A. angustifolia en Inmersién Temporal modificado.

mm 40.00% necrosis
mm 30.00% vitrificacion
mE 6.67% t. calloso
mm 23.33% crecimiento

Total=30

Figura 25: Se muestra los tipos y frecuencia de respuesta obtenidas en biorreactores de Inmersion Temporal
modificados para A. angustifolia.

Como ya se mencion6 una de las ventajas del uso de canicas de vidrio es que el material
inerte, ademas de su adaptabilidad al recipiente debido a su tamafo, facilitando también su
esterilizacién; sin embargo, al ser objetos pequefos, pero de peso considerable en comparacion
con los explantes y brotes, se presenta diferentes respuestas no deseables debido a cizallamiento
(Figura 27).
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Figura 26: Se presenta Biorreactores de Inmersién Temporal modificado armado completamente y en funcionamiento,
con explantes y medio de cultivo. B) y C) ejemplos de biorreactores con canica en la base del recipiente, asi como
explantes dentro, ademas de observarse los conectores tipo pasamuros neumatico recto de laton con recubrimiento
de niquel de 6 mm. D) frascos con canicas y explantes al final del proceso de Inmersion Temporal, a punto de ser
sacados para conteo de brotes.
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Figura 27: Se muestran plantulas de A. angustifolia después del proceso de micropropagacion en medio liquido, asi
como algunos tipos de respuesta; A) Comparacion de los diferentes tipos de respuestas presentadas en este tipo de
sistemas de Inmersion Temporal modificado. B) Ejemplares con resultados positivos, es decir, multiples brotes,
presencia de raices, hojas sanas y vigorosas y espinas diferenciadas. C) Ejemplares donde se tiene la base y algunas
de las hojas con hiperhidratacién. D) ejemplar donde observa la presencia de raices. E) ejemplar con brotes, después
del periodo de Inmersiéon Temporal, donde puede observarse el dafio en una de las hojas, muy posiblemente debido a

cizallamiento.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.

o Propagar in vitro en medio semisélido las especies A. angustifolia, A. karwinskii y
A. parrasana.

La principal variable que se analiz6 en este trabajo fue la media del nimero de brotes
obtenidos por explante. Este valor es el mas importante en un esquema de micropropagacion ya
gue determina la tasa de multiplicacion y, por tanto, el potencial productivo del método
desarrollado. En el caso del medio semisélido encontramos que, la especie con mayor niumero
de brotes fue A. karwinskii (7.24) comparado con A. angustifolia y A. parrasana. Siendo un
promedio mayor al obtenido por Rios-Ramirez (2017) quien obtuvo 6.1 brotes en promedio con
la misma concentracion de BA que la usada en este proyecto, e incluso un 6.6 obtenido por
Dominguez y colaboradores (2008), también bajo la misma concentracion de BA. En el caso de
A. parrasana su promedio fue de 3.8 brotes por explante marcando una diferencia considerable
con los 22 brotes promedio de Santacruz- Ruvalcaba (1999), sin embargo, en este caso a pesar
de que también obtuvieron algunas raices se agregd al medio 2,4-D (2,4- &cido

diclorofenoxiacetico).

Por otro lado A. angustifolia gener6 2.38 brotes por explante en promedio, se corrobora
asi el uso de BA como regulador de crecimiento, con el cudl, a pesar de ser especies diferentes
y poder responder de maneras muy distintas, es con este RCV con el que varias especies de
agaves generaron brotes y no otro tipo de respuestas (Dominguez et al, 2008; Rios-Ramirez,
2017).

Es importante mencionar que, a pesar de que en las tres especies se tuvo presencia de
raiz, no contaba con el tamafio necesario para ser llevadas directamente a sustrato o someterse
a ciclos secos para su consecuente adaptacion, en el caso de micropropagaciéon en medio
semisélido seria necesaria una etapa adicional de enraizamiento, ya sea con medio cuya
concentracion de sales inorganicas sea al 100% en MS o reducido dicho porcentaje, ademas de
gue, como varios autores ya lo han reportado en diversas especies de agaves, el uso de auxinas
acelerara favorablemente el crecimiento y desarrollo de raices (Dominguez- Rosales, 2008;
Enriquez del Valle et al, 2005, 2013; Pérez et al, 2012; Miguel-Luna et al, 2014).
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Independientemente de la especie, se encontraron respuestas negativas 0 poco
favorables como la contaminaciéon del medio, principalmente por hongos. Las tres especies
presentaron contaminacion en algun porcentaje (Figura 11), pues se reunen todas las
condiciones favorables para el crecimiento de bacterias u hongos, como los nutrientes, luz y
humedad que puede marcar el punto de partida para que, si algin agente contaminante se

encuentra en el medio o en el mismo explante, prolifere.

o Establecer el protocolo para su propagacion en biorreactores de inmersion

temporal (BITs), de las especies ya mencionadas.

Al igual que en el sistema anterior, el principal parametro fue la media de brotes por
explantes obtenidos por especie; como se muestra en el cuadro 2 se tuvo un incremento en la
media de las tres especies, incluso en dos de ellas se duplicd, mientras que A. karwinskii
permanecié como la especie con mayor nimero de brotes (10.02). Rios-Ramirez (2017) reporta
un promedio de 10.5 brotes por explantes al emplear 1.5 mg L de BA para esta misma especie.
La inmersién temporal cada vez se usa mas y ha tomado mas importancia en otras especies,
obteniendo resultados favorables en pifia (Escalona et al, 1999), cafia de azUcar (Lorenzo et al,
1998), moringa (Matos et al, 2016), papa (Montoya et al, 2008), platano (Roels et al, 2005; Aragon
et al, 2006), papaya (Posada et al, 2003), por mencionar algunos. Aunque en el caso de Agaves
son pocas las especies en las que se han propagado de esta forma, se reportan promedio de 7
brotes para A. victoriae-reginae (Duran & Nufiez, 2015), 4 brotes para A. tequilana Weber (Aguilar
& Nufez, 2017), 2.67 brotes para A. durangensis (Godoy & Nufiez; 2015) y 47 brotes para A.
guiengola (Chavez-Ortiz et al, 2020).

De forma general, al comparar el nimero promedio de brotes para ambos obijetivos,
podemos notar que A. karwinskii, permanece como la especie con mayor valor en dicho
pardmetro, mientras que las otras dos especies incluso duplican los promedios obtenidos en la
metodologia tradicional (Figura 16). Varios autores mencionan que por el hecho de que en medio
liquido el explante tiene mayor contacto con el medio, se facilita la absorcion de nutrientesy RCV,

y en consecuencia la generacién de brotes nuevos.
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En la especie A. parrasana se obtuvo un incremento notable en la generacion de brotes
con respecto al medio semisélido (3.80 en medio semisélido y 7.54 en medio liquido). Ademas
de ser la Unica especie en desarrollar raices ideales para adaptacion ex vitro dentro del
biorreactor, por lo cual se realiz6 directamente el cambio a sustrato, sin tener que pasar por una
etapa extra de enraizamiento (Figura 23). En promedio, la longitud de las plantulas obtenidas de
los biorreactores para esta especie fue de 9.8 cm, y para el caso de las raices fue de 6.1 cm en
promedio; representando asi una ventaja de la Inmersion Temporal sobre la metodologia
tradicional pues se presenta mejor desarrollo tanto de la raiz como de la plantula. Ademas, como
menciona Rios-Ramirez (2017) pueden obtenerse raices en medio MS pero deberan utilizarse

otro tipo de reguladores de crecimiento vegetal o una combinacién de ellos.

El promedio de brotes obtenidos en A. angustifolia es de 5.12, siendo la segunda especie
con mejor respuesta. Ademas, fue una de las especies con resultados mas variados, hubo
plantulas muy vigorosas cuyas hojas contaban con espinas desarrolladas, aunque también hubo

presencia de explantes y brotes vitrificados (Figura 17).

En el caso de A. karwinskii, a pesar de que fue la especie con mayor probleméatica de
contaminacién dentro del biorreactor, fue la especie con menor porcentaje de vitrificacion (Fig.16),
ademas de que presentd el mayor numero promedio de brotes por explantes, tanto en medio
semisolido como en medio liquido (Fig. 18), aunque también fue la que presenté mayor valor de

desviacion estandar, es decir, se tiene un rango mayor en el nimero de brotes por explante.

Con respecto a la alta incidencia de contaminacién, Pospisilova, et al (1999) y Grob et al
(1993) mencionan que, para medio liquido la concentracién de azucares como sacarosa afecta
la fijacion de CO- en la planta, ademas de las cantidades mayores de agua comparado con el
medio semisélido podrian tener como consecuencia la presencia de contaminaciéon fangica o

bacteriana, recomendando utilizar medios con fuentes de carbono en menores concentraciones.

Después de los tres meses establecidos para el desarrollo del explante se observé un
crecimiento notable de las hojas, sin embargo, muy pocos brotes tenian raiz, principalmente para
A. angustifolia y A. karwinskii, y los que pudieron desarrollarla era muy pequeia para ser colocada
directamente en sustrato, por lo cual se decidi6 colocarlas en medio MS semisolido sin RCV, para

gue continuara desarrollandose (Figura 20y 21).
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Aunque se puede notar un incremento en los brotes con respecto a los reportados
anteriormente, es importante mencionar como uno de los inconvenientes con los que nos
enfrentamos fue, la hiperhidratacion o vitrificacién, pues como menciona Ziv (1991) las altas
concentraciones de humedad dentro del biorreactor pueden generar multiples cambios en las
hojas principalmente, asi como anormalidades fisiol6gicas y morfoldgicas, asi como posible
generacion de tejido calloso (Figura 18). La vitrificacién es una respuesta del explante no deseada
pues, a pesar de que no es la Unica problematica que se enfrenta al usar medio liquido, hasta el
90% de las pérdidas de tejidos o explantes son debidas o derivadas a vitrificacion (Grout, 1988;
Ivanova, 2009).

Aun asi, el porcentaje de explantes con crecimiento normal (sin vitrificaciéon) es mayor al
de los explantes vitrificados. Ademas, se trata de una de las especies con mayor adaptacion
registrada (Barrientos-Rivera et al, 2019), por lo que se espera una supervivencia de una alta

proporcion de los brotes normales.

Aungque algunas de las anormalidades fisiologicas pueden ser corregidas con un
tratamiento antes de ser transferidos a tierra (Pospisilova et al,1999), no puede asegurarse lo
mismo para el tejido calloso y tejido vitrificado; pues la probabilidad de que sobrevivan es minima.
Seria necesario un tratamiento alterno o someterlas a medios de cultivo semisolido con
reguladores de crecimiento para lograr que el tejido calloso genere explantes, sin embargo, se
compromete a la especie pues el tejido calloso favorece la aparicibn de cambios genéticos y

epigenéticos en el material, provocados por aberraciones cromosémicas y/o mutaciones.

La mayoria de los explantes, después de los tres meses de incubacion presentaban
multiples brotes (Figura 19) cuyo conteo era dificil hasta el momento de separarlos en campana.
A pesar de que la alta humedad del mismo ambiente dentro del biorreactor puede generar
cambios sobre todo en la estructura de las hojas por el tamafio del recipiente, principalmente por
oxidacion o dafio mecanico al no tener espacio suficiente dentro del recipiente contenedor; A.

karwinskii fue la especie con menores problemas de hojas rotas o dafiadas (Figura 28).

Ademas de brotes sanos, que era la respuesta deseada y esperada, como ya se

menciono, se tuvo una gama de respuestas como la vitrificacion, tejido calloso e incluso necrosis,
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se intensific6 su aparicion por la prolongada permanencia de los explantes dentro del medio,
siendo desde 36 hasta, en algunos casos, 89 dias mas a los propuestos.

Aunque la Inmersiébn Temporal ha tomado gran relevancia y desarrollo en diferentes
especies, aun no se tiene datos reportados para muchas especies de agaves, sin embargo,
Monja-Mio y colaboradores (2020), reportaron un promedio de 3.89 raices por explante para A.
tequiliana, con una longitud promedio de 7.91 cm, utilizando BioMINT Bioreators, con los mismos
parametros usados en este proyecto pero en este caso para enraizamiento, demostrando asi otra
ventaja y uso de biorreactores o de la Inmersién Temporal, desarrollando raices, utilizando los

RCV necesarios para ello (2,4-D en este caso).

Directamente se hizo el cambio a ex vitro en la combinacion de sustrato mencionada en
la Metodologia, sometiéndola previamente a ciclos secos, en los cuales se comenzé a abrir el
biorreactor, pues como mencionan Pospisilova, et al (1999) y Van Huylenbroeck et al (1996 y
1998), establecer un tratamiento previo a la exposicion ex vitro ayuda a la planta a adaptarse al
cambio de los multiples factores a los cuales estuvieron expuestos dentro del biorreactor, entre
ellas la alta humedad, concentraciones de gases como CO», temperatura e intensidad y tipo de
luz. Una adecuada adaptacion al medio externo trae como consecuencia un engrosamiento de
las hojas, lo cual en este caso es muy necesario pues son especies que esta es su principal
caracteristica, cambio de la forma y tamafio de las estomas, facilitando la fotosintesis y la

transpiracion, asi como la estabilizacion de concentraciones de agua.

Durante la aclimataciéon puede esperarse pérdida de hojas, pues pueden generarse
nuevas, aunque durante las primeras tres semanas el crecimiento es lento, dado que los
pardmetros fotosintéticos se estan acoplando a nuevas cantidades de luz, agua y humedad tal
como lo menciona Van Huylenbroeck (1998), es por ello por lo que la adaptacién debera ser lenta.
En este proyecto, se tuvo un 80% de plantulas adaptadas completamente a sustrato, ya sin bolsas

para control de humedad y temperatura.
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o Modificar algunos aspectos del disefio de los sistemas de inmersién temporal con

el fin de optimizar su funcionamiento con cada una de las especies trabajadas.

La especie de A. angustifolia fue la Unica que se someti6 a los tres métodos de
propagacion propuestos para este trabajo de tesis, se presentaron inconvenientes principalmente
con los tiempos dentro del Sistema de Inmersion Temporal, teniendo como consecuencia
variaciones marcadas en el tipo de respuesta obtenida, principalmente respuestas negativas
(Figura 26). De acuerdo con Ziv (1991 y 1992), al someter los explantes a tiempos prolongados
al medio de cultivo cuya composicion puede comprometer su respuesta, sobre todo en el caso
de las especies trabajadas donde, a partir de la vitrificacion se tiene el adelgazamiento de las
paredes celulares, siendo esto indeseable pues los agaves se caracterizan por exactamente lo
contrario y lograr asi su adaptacion a diferentes climas (Robert et al, s.f.; Monja-Mio, 2015;

Barrientos-Rivas et al, 2019).

Uno de los objetivos es demostrar que, la inmersion temporal es mas eficiente que el
meétodo tradicional de micropropagacion, y en ese aspecto podemos considerar que se cumplié
el objetivo, pues, no solo se aumentd el promedio de brotes, también, se obtuvieron plantulas
mucho mas grandes y en una especie se lograron desarrollar raices lo suficientemente grandes,

lo que permitié omitir el paso de enraizamiento in vitro.

Pudo notarse el incremento de hojas oscuras o en tonalidades cafés en la parte
correspondiente al apice, siendo esto posible al reducido tamafio del recipiente contenedor o a
posible dafio mecanico como el cizallamiento provocado por las mismas canicas usadas en los

Biorreactores de Inmersion Temporal modificados (Figura 27).

A pesar de que, se tuvieron respuestas mucho mas variadas comparados con los otros
dos métodos de propagacion in vitro, se obtuvo una media parecida a la de biorreactores sin
modificaciones (Figura 25). Las primeras semanas dentro del biorreactor son las esenciales para
la generacién de brotes, y las posteriores para su desarrollo, generando asi las plantulas
vigorosas, con espinas bien diferenciadas e incluso con raices en algunos casos (Robert et al,
s.f.; ), el tiempo que permanecieron dentro del biorreactor afectd directamente la respuesta e
incluso los brotes mismos, pues algunos no pudieron contabilizarse; se tuvo un incremento de 39

y 46 dias posteriores a la fecha propuesta para continuar el proceso de enraizamiento.
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Entre el medio semisélido y los primeros biorreactores no se tienen diferencias
significativas, la diferencia aparece al momento de comparar las tres metodologias, debido al
namero de muestras disponibles del tercer método (Figura 24).

Este proyecto tiene oportunidades de crecimiento y mejora, pudiendo, por mencionar
algunas: el desarrollo o establecimiento del periodo de dias adecuado para cada especie,
recordemos que las primeras semanas son primordiales para la generacion de brotes y el tiempo
restante para desarrollo de la planta, sin embargo, los tiempos prolongados dentro de los
biorreactores nos demuestran el deterioro del explante y de sus brotes. De igual manera se podria
considerar la opcién de realizar la etapa de enraizamiento utilizando la técnica de Inmersién
Temporal, pues hay evidencia que respalda el uso de los biorreactores para este fin en especifico,
obteniendo resultados aceptables y gran porcentaje de supervivencia a condiciones ex vitro.
Aunado a ello, podrian proponerse el uso de RCV en el medio de cultivo para acelerar el proceso

de enraizamiento, acelerando asi el tiempo dentro del biorreactor y el desarrollo de las raices.
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9. CONCLUSIONES

Se lograron propagar en medio semisoélido y por método in vitro convencional las especies
Agave angustifolia, A. karwinskii y A. parrasana, siendo el principal pardmetro para considerar el
promedio de brotes por explante (2.38, 7.24 y 3.80 respectivamente).

Las mismas especies se propagaron de forma in vitro en medio liquido en un Sistema de
Inmersién Temporal a partir de la técnica de tanques gemelos. Siendo la inmersién cada doce
horas con una duraciéon de un minuto, obteniendo promedios de brotes mayores a los obtenidos
en medio convencional en A. angustifolia (5.12), A. karwinskii (10.02), y en A. parrasana (7.54)
demostrando asi la eficiencia del método de inmersion temporal y el uso de medio liquido, pues
no sélo en la mayoria de las especies el nimero de brotes fue mayor, sino que, ademas en la
especie A. parrasana se desarroll6 raiz, siendo posible asi realizar la transferencia a suelo

directamente del biorreactor al sustrato, en invernadero.

La especie A. angustifolia pudo propagarse en sistemas de Inmersién Temporal modificados,
con un promedio de brotes por explante mayor al del sistema de propagacion tradicional,

demostrando ventaja de la propagacién en medio liquido sobre el medio semisoélido.

Las respuestas obtenidas en los tanques gemelos modificados fueron variadas, teniendo
desde brotes sanos y viables hasta explantes con vitrificacion o necrosados, esto debido al
prolongado tiempo que permanecieron dentro del biorreactor, de hasta 89 dias posteriores a los

90 dias propuestos inicialmente para el caso de biorreactores sin modificaciones.

A pesar de que, en este caso los resultados fueron favorables y se demostré la eficiencia
mayor de los Sistemas de Inmersion Temporal sobre la propagacion en medio semisélido
convencional, hace falta trabajo experimental para corroborar dicha informaciéon sobre las
especies faltantes en los biorreactores modificados, asi como mejorar las modificaciones en si

para optimizar la respuesta de los explantes.
Se tiene evidencia bibliogréfica donde se usa la inmersidon temporal para agaves, siendo

otras especies, otros tipos de recipientes o técnicas, principalmente BioMINT y RITAs, utilizando

diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal o combinaciones de ellos,
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cuyos objetivos han sido la generacién de raices o brotes. Sin embargo, de las especies
trabajadas en este proyecto solo se ha aplicado para A. angustifolia, en condiciones diferentes a
las propuestas. Siendo entonces este uno de los proyectos donde se trabaje, para propésitos de
multiplicacion de brotes, con las tres especies.
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