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RESUMEN

Desarrollo de un sistema para la multiplicacion de Agave shawii a partir de

cultivo in vitro.

Para la micropropagacion de plantas de las subespecies de A. shawii, se utilizaron
explantes provenientes de plantulas germinadas in vitro y conservadas en
condiciones axénicas. El estudio se dividié en dos experimentos, primero se evaluo
la proliferacion de brotes in vitro sobre explantes de meristemos de tallo inoculados
en tres diferentes dosis de bencilaminopurina (BA) 1.0 mg Lt en A. shawii shawii y
2.0y 3.0 mg L* de BA en A. shawii goldmaniana, durante 80 dias. En el segundo
experimento se evaluaron las respuestas morfogénicas de diferentes tipos de
explantes (hoja, tallo y raiz) provenientes de A. shawii goldmaniana, que fueron
inoculados en medios de cultivo que contenian diferentes concentraciones de
citocinina mas auxina en mg L-! (BA y 2,4-D) respectivamente (0 + 0), (3.0 + 0), (O
+ 3.0), (2.0 + 2.0), (0 + 1.0). En la etapa de aclimatacién las plantulas propagadas
fueron trasplantadas en dos grupos, el primero de estos eran plantulas sembradas
de manera individual y las segundas fueron sembrados en conjuntos de brotes sin
separar, ambos grupos fueron sembrados en un sustrato de perlita mas turba 1:1y
conservadas en invernadero a 26° C, aqui se evalud el porcentaje de sobrevivencia

segun el grupo o las condiciones de siembra.

Para los resultados del primer experimento se hizo un analisis estadistico con la
prueba de Kruskal-Wallis confirmando la significancia del tratamiento 2 (2.0 mg L*
de BA) en la produccion de brotes multiples respecto al resto de tratamientos. En el
segundo experimento se evaluaron los resultados de manera cuantitativa, tomando
en cuenta la magnitud de respuesta morfogénica respecto al testigo, resultando que
el explante proveniente del meristemo del tallo era el mejor para la formacién de
brotes y se relacionaba positivamente con la sinergia de los RCV (BAy 2,4-D) en
cantidades equilibradas; los explantes tomados de tejido de hoja y raiz solo
presentaron formacién de tejido calloso y no resultaron aptos para la organogénesis
directa, mientras que los explantes provenientes de tejido meristematico de tallo

tuvieron cambios morfogénicos en todas las concentraciones incluyendo brotacién
7



multiple. El porcentaje de sobrevivencia de plantulas sembradas individualmente fue
de 70% y el de plantas sembradas en conjunto de brotes fue de 65% por la probable

condicion de falta de desarrollo total del sistema radicular.

ABSTRACT

System development for Agave shawii multiplication from in vitro culture

For the micropropagation of plants from the A. shawii subspecies, in vitro explants
from germinated seedlings whose were preserved under axenic conditions were
used. The study was divided into two experiments, first the in vitro buds proliferation
was evaluated on stem explants from inoculated meristems in three different doses
of benzylaminopurine (BA) 1.0 mg L in A. shawii shawii and 2.0 and 3.0 mg L' BA
in A. shawii goldmaniana, for 80 days. In the second experiment, an evaluation was
also made, this time about the morphogenic responses from different explants types
(leaf, stem and root) from A. shawii goldmaniana, which were inoculated in culture
medium containing different concentrations of cytokinin plus auxin (BA and 2,4-D mg
L- 1) respectively (0 + 0), (3.0 + 0), (0 + 3.0), (2.0 + 2.0), (0O + 1.0). In the
acclimatization stage, the propagated seedlings were transplanted into two groups,
in the first one, the seedlings were planted individually and for the second they were
planted in buds sets; both groups were planted in perlite substrate plus 1: 1 peat and
were preserved in a greenhouse at 26° C, where the survival percentage was

evaluated according to the group or the sowing conditions.

Concerning the results of the first experiment, a statistical analysis was made with
the Kruskal-Wallis test, confirming the significance of treatment 2 (2.0 mg L of BA)
in the production of multiple buds compared to the rest of the treatments. In the
second experiment, the results were evaluated quantitatively, taking into account the
magnitude of the morphogenic response as to the control, resulting that the explant

from the stem meristem was the best for the bud formation and was positively related
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to the synergy of the RCV (BA and 2,4-D) in balanced amounts; the explants taken
from leaf and root tissue only presented callus tissue formation and were not suitable
for direct organogenesis, while explants from stem meristematic tissue had
morphogenic changes at all concentrations including multiple sprouting. The survival
percentage of seedlings planted individually was 70% and those that were planted
in sets was 65% due to the probable lack condition of the total root system
development.



1. INTRODUCCION

En México los agaves 0 magueyes son de gran importancia econémica y cultural
debido a los multiples beneficios que ofrecen al hombre y al medio ambiente en el
que se desarrollan. Estas plantas xerofitas estan adaptadas a diversos ecosistemas
del territorio mexicano donde se encuentra la mayor diversidad de especies del
mundo (Garcia-Mendoza, 2007). En la actualidad un grupo especifico de agaves
destaca debido a su alto valor comercial, relegando a los agaves silvestres, nativos
y endémicos, que son piezas claves en el desarrollo de los ecosistemas donde estan
insertos. En la gran diversidad del género se encuentran viejas especies que han
evolucionado y conservado caracteristicas unicas, tal es el caso del Agave shawii
Engelmann, planta perenne arrosetada que produce numerosos hijuelos
aglomerados entre si, de hojas suculentas color verde brillante y espinas marginales
color rojo y amarillo. Por su naturaleza monocarpica la planta solo florece una vez
después de 20-30 afios para después morir; su inflorescencia es amarilla con
bracteas rojas que termina por coronar un largo tallo de hasta 240 cm de altura
(Gentry, 1982).

La especie A. shawii se divide en dos subespecies con una sola disimilitud entre
ellas que radica en la inflorescencia, que es de forma alta y abierta en A. shawii
goldmaniana, a diferencia de la de A. shawii shawii que es compacta y cerrada;
ambas subespecies se distribuyen en la zona de clima mediterraneo del pais, crecen
en las orillas y acantilados de la costa del Pacifico Norte, asi como en del desierto
de niebla de Baja California en México y hacia el norte de nuestro pais su habitat
continua conectado con en el chaparral costero del extremo sur de California EUA.
Su habitad ha sido fuertemente impactado por construcciones fronterizas, el
crecimiento urbano y la sobreexplotacién (Vanderplank, 2014). Actualmente las
poblaciones de A. shawii se encuentran muy distanciadas unas de otras, generando
un problema para su polinizacién cruzada que ademas depende de polinizadores
naturales especificos que también han ido mermando (Vanderplank, 2017). Es
imperativo conocer, estudiar y divulgar el valor de todas y cada una de las especies

de Agaves de nuestro pais, conocer y conservar la variabilidad genética de especies
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dentro del género ya que esta se traduce en diversidad de caracteristicas, de gran
importancia para una futura adaptacion a cambios climaticos, la resistencia a
plagas, enfermedades y mejoramiento genético (Garcia-Mendoza, 2017). Para la
conservacion especifica de este Agave se sugiere el uso de cultivo de tejidos
vegetales que permita la propagacion masiva de planta sanas en un corto tiempo.

En la presente investigacion se pretende generar un sistema de propagacion in vitro
de plantas de A. shawii shawii y A.shawii goldmaniana para su estudio y
conservacion en el banco de germoplasma de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, para ello se inicio con plantulas sanas procedentes de semillas, que
fueron desinfectadas y germinadas de manera in vitro, para obtener los explantes a
las plantulas se les separd la raiz y las hojas hasta dejar el tejido del tallo o
meristemo que fueron cultivados en medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) al
100% con 3% de sacarosa, 0.8% de agar, adicionado con 1.0, 2.0y 3.0 mg L-1 de
benciladenina (BA) para la generacion de brotes. Las hojas y las raices también
fueron cortadas en pequefios trozos para obtener explantes de 3-5 mm
aproximadamente, que fueron inoculados en diferentes concentraciones y
combinaciones de auxina en combinacidn con citocinina para observar su respuesta
morfogénica. Las plantulas obtenidas de este procedimiento in vitro después fueron

aclimatadas y trasferidas a suelo.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del género Agave

Los agaves pertenecen a la familia Asparagacea, subfamilia Agavoideae, son
plantas nativas de América; México es considerado su centro de distribucion y
mayor diversidad (Garcia-Mendoza, 2007) por contar con 159 especies de las 220
actualmente descritas que incluyen 129 endemismos (Garcia-Mendoza, 2017). Es
el 8vo. género con mayor riqueza en el pais, diversidad atribuida en gran parte a la
heterogeneidad de hébitats del pais y amplia variacién climética (Garcia-Mendoza,
2019).

Garcia-Mendoza (2017) describe la morfologia de los agaves como plantas perenes,
suculentas, monocotiledéneas, con raices duras, fibrosas y superficiales; hojas
suculentas dispuestas en forma de roseta con una hilera continua de espinas que
termina en una espina principal en la punta. Las hojas nacen del apice del tallo que
es grueso y corto, capaz de almacenar agua y nutriente, su cuticula es gruesa
cerosa para evita la rapida perdida de agua. La inflorescencia es grande con
apariencia espigada en el subgénero Littae y racimosa o paniculada en el subgénero
Agave, esta es catalogada como una de las inflorescencias mas grande del reino
vegetal, se encuentra en la punta de un largo tallo que nace del meristemo apical
llamado quiote, con un tamafio desproporcionado respecto al tamafo de la planta
(Garcia-Mendoza, 2007); su fruto en una capsula seca, trilocular con semillas de
color negro, aplanadas y rodeadas por un ala corta y dispuestas en hilera (Gentry,
1978); su reproduccion puede ser sexual a través de semillas y asexual a traveés
brotes adventicios basales, brotes del rizoma y los bulbillos que surgen en las
inflorescencias. Presenta un tipo de metabolismo MAC (metabolismo acido de las
Crasulaceas) que le permite fijar CO2 en la noche con la ventaja de no perder
humedad en la apertura de sus estomas, esta caracteristica como toda su
morfologia en general son adaptaciones a los diversos ambientes que permitieron
su amplia dispersion incluyendo zonas de climas estresantes (Garcia-Mendoza,
2007).
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La importancia cultural y econdmica de este género ha trascendido a través de los
siglos, por los multiples beneficios que la planta brinda al ser humano, ya sea como
alimento (botones florales, bases de hoja, quites), bebidas (agua miel, pulque y
mezcal), material de construccién (quiotes, hojas), cerco vivo (plantas), medicinas
(hojas, jugos), fibra (hojas) o produccion de biocombustibles (hojas, tallo y quiote)
como una alternativa al uso de combustibles derivados del carbon y el petréleo. Los
diversos usos socioculturales del agave en México han derivado en una gran riqueza
del grupo taxondmicos (Garcia-Mendoza, 2007). Los miembros de este género se
desarrollan en diferentes habitats (desde el nivel del mar hasta los 3400 msnm) por
su gran plasticidad genética, tolerancia ecoldgica y capacidad de dispersion
(Garcia-Mendoza, 2002). Muchas de las especies de agaves nativas o endémicas
suelen ser sumamente sensibles a los cambios o perturbaciones de su habitad
natural, por lo que se debe poner atencion al uso, manejo y conservacion de estos,
ya que son parte de la historia evolutiva y de domesticacion de los importantes
Agaves. Nuestros recursos son actualmente amenazados por el desequilibrio
ecoldgico que genera la pérdida de una sola especie de la cual dependian muchas
otras mas, convirtiéndose la perdida de biodiversidad en una constante de los
ultimos afos, pese a esto solo algunas especies han sido catalogadas en riesgo o
peligro de extincion, con base en los criterios de la NOM059-SEMARNAT-2010,
dejando todavia mucho por estudiar y sostener.
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Figura 1. Principales caracteristicas morfologicas de un agave. llustracion de Elvira Romano
Grande, articulo Trejo, 2017, Revista Oikos UNAM.

2.2 Clasificacion y descripcion del Agave costero (Agave shawii Engelmann).

El A. shawii subespecie shawii es una planta monocotiledénea perenne,
perteneciente a la secciéon Umbelliflorae, nombre que se atribuye a la forma de la
inflorescencia de umbela (racimosa); los miembros de esta seccion se ubican en la
costa occidental de Baja California que se caracteriza por su clima &rido con lluvias
invernales, este clima seco esta fuertemente influenciado por la niebla que
proporciona humedad adicional y reduce la temperatura del aire principalmente en
verano (Peinado et. al., 2011).
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Este taxdn nativo detenta dos subespecies con sutiles diferencias vegetativas, pero
bien definidas en su inflorescencia, en el A. shawii shawii las rosetas son medianas
de 240 cm de area total a diferencia de A. shawii goldmaniana que apenas alcanza
los 150 cm aproximadamente (Gentry, 1982); aunque estas rosetas pueden
encontrarse de manera individual, generalmente crece proliferamente en grupo de
varias rosetas erectas o inclinadas (Vanderplank, 2014). Ambas subespecies tienen
un tallo corto de donde brotan las hojas que suelen ramificarse hasta arrastrar al
suelo, las hojas son de color verde brillante gruesas, anchas y ascendentes de 2030
cm de ancho y de 40-60 cm de longitud en A. shawii shawii y de 10-18 cm de acho
y 40-70 cm de largo para A. shawii goldmaniana, a menudo la superficie adaxial es
ligeramente hueca (al menos hacia el apice) y abaxialmente convexas (Web & Starr,
2015), las hojas tiene hilera de espinas individuales continuas bien definidas de color
marron rojizo a gris oscuro 5 a 6 mm de longitud que se separan 10-20 mm una de

la otra, su espina terminal de color gris o marrén de 2-4 cm de largo.

La inflorescencias paniculada de 2-4 m de altura con un eje robusto y suculento, 8-
10 ramas mide 65-96 mm de largo y 65-96 mm de largo, cm largo, aplanados
adaxialmente, insertados a la mitad o en el tercer cuarto superior del pedunculo
color verde y purpura, las bracteas del este pedunculo son lanceoladas y
triangulares de 10-25 cm de largo, flores carnosas, con un tubo polinico ancho y
estambres divergentes, crecen de manera lateral y horizontal ascendente, la
panicula con 35-75 flores sésiles en racimos erectos contiene botones florales de
color rojo purpura, que abren desde la base de la inflorescencia y cada flor mide 610
cm de largo, su perianto es amarillo y se torna rojizo especialmente al marchitarse,
el tubo es erecto amarillo y en forma de embudo de aproximadamente 12-19 x 15-
22 mm, l6bulos erectos desiguales de 17-40 mm de largo con tépalo externo mas
largo, estambres de 20-35 mm de largo unidos desde el centro del perianto, anteras
amarilla de 20-35 mm de largo, ovario infero de 30-50 mm de largo y 6-15 mm de
ancho. Su fruto tiene forma de cépsula pediculadas corta de ovoide a oblongas de
5-7 cm de largo, triloculares con semillas blancas (vanas) y negras en su madurez
de haber sido polinizadas (viables), suelen ser aplanadas rodeadas con un ala corta

de 4-7 mm largo y con disposicion en hilera (Vanderplank, 2017).
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Figura 2. llustracion botanica del Agave shawii. Derechos Universidad de California EUA.
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Su floracion en EUA se registra a finales de verano principios de invierno y
veranootofio en Baja California, México, esta floracion se presenta una sola vez en
su vida y sucede entre los 20-30 afos, para ello la planta requiere de un alto gasto
de energético, elongacion de tallo y produccion de inflorescencia, por lo que

después de la planta muere (monocarpia) (Gentry, 1978).
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Figura 3. Agave de la costa Agave shawii Engelmann. Inflorescencia viva (a); Roseta multiple
(b); Espinas (c).

2.3. Diferencias entre subespecies shawii.

A.shawii shawii se desarrolla en el ambiente costero del Noroeste del Pacifico de
Baja California que cuenta con nieblas matutinas, temperaturas altas y corrientes de
aire fresco, a diferencia del habitat arido en que se desarrolla A. shawii goldmaniana
adentrado al desierto donde los vientos que entran de la costa ya han elevado su
temperatura, bajado la presion y evaporado la humedad. Esto ha estimulado la
modificacion de su morfologia como respuesta a las presiones ambientales,
marcando asi diferencias en forma y tamafio de su inflorescencia y roseta
(Vanderplank, 2014). En campo es comun confundir las subespecies por su gran
parecido vegetativo, mas aun en las zonas de transicion entre poblaciones, donde
es muy probables que existan hibridaciones. Esto deja claro que la Unica manera de
clasificarlas certeramente siempre sera a través de su inflorescencia viva o seca
(Vanderplank, 2017).
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Figura 4. Diferencias entre subespecies de A. shawii. Inflorescencia de A. shawii goldmaniana
(a); Inflorescencia de A. shawii goldmaniana (b).

2.3.1. Subespecie A. shawii shawii E.

Posee una panicula tan alta como ancha, laterales de 8 a 15, hojas cortas de 20-40
cm de corto acuminado, relacion largo-ancho de 2.5:1 a 3.5:1, la cual tiene forma de
corona redondeada con bracteas subyacentes, suculentas y grandes, de color rojo
a purpura (Webb & Starr, 2015) (Figura 4). La caracteristica clave para diferenciar
las inflorescencias de estas subespecies es la parte superior redondea, igual 0 mas
ancha que alta y compacta, de aspecto cuadrado como respuesta adaptativa a los
fuertes vientos costeros (Vanderplank, 2017).
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Figura 5. Inflorescencia de A. shawii shawii E. de forma cerrada y compacta (Vanderplank,
2007).

2.3.2 Subespecie A. shawii golmaniana T.

Cuenta con una panicula mas alta que ancha, laterales de 20-30; hojas mas largas
de 40-60 cm de longitud, con un acuminado largo, relaciéon largo-ancho 4:1 (Figura
5). Gentry en 1978 report6 una considerable variabilidad en las hojas lanceoladas,
describiendo hasta cinco formas de ellas para esta subespecie, lo que indica un
rango de variacion vegetativa, estas son de color verde brillante y verde grisaceo
(Webb & Starr, 2015). Su inflorescencia abierta es mas alta que ancha con aspecto
piramidal que permite un buen crecimiento floral y su facil polinizacién (Vanderplank,
2017).
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Figura 6. Inflorescencia de A. shawii golmaniana T. (Tomada de sitio web Conabio, 2019).

2.4, Sinonimia
Agave orcuttiana Trelease y Agave pachyacantha Trelease (Webb & Starr, 2015).

2.5. Taxonomia del Agave shawii

Reino Plantae
Subreino Viriplantae
Infrareino Streptophyta

Superdivision Embriophyta
Filo Tracheophyta
Subfilo Angiospermae
Clase Liliopsida
Superorden Lilianae
Orden Aspargales
Familia Aspargaceae
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Subfamilia Agavoideae

Género Agave

Seccion Agave Umbelliflorae (Gentry, 1978).

Especie Agave shawi Engelmann
Subespecie A. shawi suebspecie shawii E.

A. shawi subespecie  goldmaniana

Trelease.

Tabla 1. Jerarquia taxondmica Agave shawii Engelmann. Sistema Integrado de Informacion

Taxondmica (SIIT).

2.6. Origen y distribucion A. shawii.

Los especimenes de esta especie prevalecen en clima mediterraneo con veranos
secos y calurosos, inviernos frios y hiumedos con marcada influencia de lluvias
invernales, asi como nieblas todo el afio (Vanderplank, 2011). Esta zona concentra
rigueza y endemismo, posee numerosas especies vegetales nativas y raras
(Vanderplank, 2014), cuenta con mdltiples microclimas dentro del denominado
Desierto Costero de Niebla, ubicados unicamente en Baja California, que sirven de
corredor para las corrientes de viento que transportan energia y nutrientes desde el
fondo marino. La corriente marina californiana es afamada por su fertilidad de
ecosistemas marinos, que contrasta con los desiertos en tierra, debido a que la
atmosfera hUmeda que acarrean al entrar en la costa se va perdiendo poco a poco
en el caluroso desierto, dejando a lo largo solo un poco de humedad oceanica en
forma de niebla del que depende la vida del desierto (Vanderplank, 2019). La flora
local se desarrollado en la peninsula desde hace 15,000 afios, cuando las
glaciaciones del norte de América comenzaron a retirarse y la provincia floristica
comenzd a crecer y la peninsula se separo del continente, todas las especies
refugiadas comenzaron a divergir de su tipo ancestral luciendo diferentes a su
predecesor en debido a procesos de divergencia y especiacion (Stallcup, 2015). La
vegetacion encontrada en el desierto de niebla es denominada tuna o matorral

costero (Castro-Palafox, 2016) matorral xerofito costero (Espejel et. al. 2017),
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matorral suculento rosetéfilo de la costa (Stallcup, 2015), o matorral costero de
niebla (Gentry, 1982).

El A. shawii es la planta de uso humano mas antigua en Baja California y la que
mas predomina en la costa noreste del mismo estado. Esta crece en las estrechas
bandas de vegetacion a la orilla de la costa, acantilados y adentrandose al desierto.
Logra desarrollarse tanto en roca ignea como sedimentaria, en los rodales densos
y los aluviones graniticos profundos de la Sierra Asamblea y Punta Prieta, Baja
California (Vanderplank, 2019). A. shawii shawii se reporta al Noroeste desde Baja
California unos 32 km al sur de San Diego en la frontera entre EUA, su habitat es
puramente costero, dependiente de niebla y con temperaturas frescas por los
vientos marinos (Webb & Starr, 2015; Vanderplank, 2014).
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Figura 7. Distribucién de A. shawii subespecies shawii E. y goldmaniana T. (Webb & Starr, 2015).
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El A. shawii goldmaniana habita especificamente al este y el extremo sur de El
Rosario, al interior de la peninsula donde es mas arido, en centro-norte de la
Peninsula de Baja California; al oeste de la division peninsular Tinaja Yubay, B.C.;
el Este del Rosario y Punta Prieta, con distribucion continua e independiente de la
geologia y tipo de suelo (Figura 7) (Webb & Starr, 2015).
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Figura 8. Distribucion de A. shawii goldmaniana Trelease (Webb & Starr, 2015).

2.7. Estado actual de conservacion.

Los ecosistemas mediterraneos de Baja California albergan una gran diversidad
biolégica y vegetacién uUnica de especies esclerdfilas, malacoéfilas-caducifolias,
herbaceas, gedfilas, algunas especies aromaticas de importancia cultural y una
variedad de especies suculentas que le confieren singularidad respecto a las otras
zonas mediterrdneas del mundo, sin embargo la gran mayoria de trabajos sobre
matorral costero pertenecen a Estados Unidos (Castro-Palafox, 2016) ya que en
esta regidon comienza la region fitogeografica denominada como provincia floristica
de California (CFP) que se extiende desde el Sur de Oregdn hasta el Norte de Baja
California, zona de gran importancia ecoldgica a la que destinan esfuerzos y

presupuesto para su cuidado. En México pese a contar por lo menos con 2,612 de
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plantas vasculares endémicas (Vanderplank, 2014) no se cuenta con ningun estudio
de monitorizacion o plan de conservacion especifico para esta zona y mucho menos
para la especie de nuestro interés. El Agave shawii es la suculenta ma grande y
representativas de la zona, con registros de uso alimenticio desde hace 14,000 afios
(Espejel et al, 2017). Brindan nimeros servicios ambientales en los ecosistema en
los que habitan, son un recurso alimenticio para la fauna natural, fijan suelos
arenosos evitando la erosién y captura carbono, enriqueciendo los ambientes &ridos
suelos pobres y alta tolerancia a la sequia (Cervera Herrera et. al., 2018). La regién
mediterranea ha sido dafiada debido al cambio de uso de suelo, el crecimiento
urbano, el crecimiento agricola y el constante desarrollo turistico de la zona
(Vanderplank, 2018), y aunque la actual presiéon humana sobre los ecosistemas de
la flora mediterranea es evidente, los programas de conservacion actuales se han
dirigido principalmente a la zona Sur del Estado, que coincide con la baja densidad
poblacional o ausencia de ella (zona Reserva de la Biosfera el Vizcaino y la reserva
de la Biosfera Valle de los Sirios UNESCO) (Castro-Palafox, 2016) dejando fuera de
proteccion la importante zona mediterranea donde habitan los agaves nativos que

requieren un alta atencion.

2.8. Propagacion de Agave shawii

2.8.1. Reproduccion asexual

A. shawii es facilmente propagada por via asexual, formando hijuelos del rizoma o
bulbillos que son clones de la planta madre, muchas plantas sobreviven el trasplante
y reintroduccién a otros sitios, pero requiere de amplios espacios destinados a ello
y recursos para el pago de la mano de obra para su laboreo y mantenimiento
(Vanderplank, 2014).

2.8.2. Reproduccién sexual
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En esta especie se han encontrado problemas para su reproduccién por via sexual,
debido principalmente a que la planta tarda en florecer aproximadamente de 20 a
30 afos y solo lo hara una vez en todo su ciclo biolégico (Gentry, 1978). La
inflorescencia suele usarse como alimento de ganado lo que representa la muerte
del espécimen sin oportunidad de reproduccién. Barrén Palomares (2018) refiere la
quiropterofilia como una valiosa condicion de los agaves desérticos para atraer a
los murciélagos y asegurar su polinizacion, para ello producen abundante polen y
néctar diluido, de predominio nocturno; esta caracteristica también es aprovechada
por diversas especies de la zona tales como insectos, mariposas nocturnas, pajaros
y otros. Los agaves son fundamentales para el desarrollo y equilibrio de los
ecosistemas de la region, pero el cambio de uso de suelo ha segmentado su habitat
dejando algunas en aislamiento dificultando la polinizacion cruzada (Vanderplank,
2017). Aunque la monocarpica en los agaves es posible y sus flores pueden ser
auto compatibles (autopolinizacién), existen estudios que registran problemas como
la depresion por endogamia, evidenciada por la pérdida de viabilidad y baja tasa de
germinacion (Vanderplank, 2014).

2.9. Sistemas de propagacion in vitro de plantas

2.9.1. Descripcién general y bases del Cultivo de Tejidos Vegetales

El Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) involucra diversas técnicas de cultivo
aplicadas a diferentes tipos de tejidos u érganos (hojas, tallos, raices, etc.) lamados
explantes, también se puede usa partes mas pequefias como células y los
protoplastos (células desprovistas de su pared celular) (George et. al., 2008). De
acuerdo con Alcantara- Cortes et al. (2017) el cultivo de tejidos es el aislamiento de
un organo o tejido vegetal, en un medio especifico que cuenta con los nutrientes
necesarios y las condiciones 6ptimas, estos deben ser estériles y mantenerse en
condiciones ambientales controladas, de esta manera se establece un
microambiente donde se expresen las caracteristicas totipotenciales y fenotipicas
estables de la especie a trabajar maximizando su desarrollo (Segretin, 2006). La
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base del cultivo in vitro es la totipotencia celular que permite el desarrollo de un
nuevo ser bioldgico a partir de una célula o varias células, logrando su crecimiento
y desarrollo hasta la obtencion de un individuo completo bioldgicamente funcional,
sin la interferencia de células sexuales o gametos, esta cualidad esta presente en
las células jévenes no diferenciadas o meristeméticas en diversos 6rganos de la
planta que cuentan con capacidad de diferenciarse para cumplir una funcién
especifica dentro del organismo del cual forma parte (célula epidérmica, de
conduccion, etc.) y a su vez los tejidos nuevos se organizan constantemente hasta
construir un organismo completo (Segretin 2006), esta capacidad esta latente en

cada célula de la planta (George et al, 2008).

2.9.2. Micropropagacion.

Las técnicas de micropropagacion permiten la obtencion de un namero ilimitado de
plantas libres de fitopatdgenos (bacterias, hongos, nematodos y virus) en un espacio
minimo y en un tiempo relativamente corto (Dominguez-Rosales et al., 2008). El uso
y aplicacion de estas técnicas actualmente permiten la propagacion masiva de
plantas dificiles de propagar por otros medios, propagacién masiva de plantas en
vias de extincion, clonacion de individuos de caracteristicas agronomicas deseables
durante todo el afio, obtencion de plantas libres de virus, produccion de semillas
sintéticas, conservacion de germoplasma, obtencion de metabolitos secundarios,
produccion de nuevos hibridos, mejora genética de plantas, germinacion de
semillas, produccién de haploides y diversos estudios fisiolégicos (Segretin, 2006).
De la micropropagacion se obtienen microplantas iguales a la planta madre, estas
pueden lograrse por tres vias diferentes: a) Partiendo de brotes preexistentes o
brotes primordiales (meristemos) que se estimulan para proliferar (brotar); b)

Pariendo callos que se estimulan para formar nuevos brotes y c) A través de la
formacién de embriones somaticos semejantes a los embriones de semilla que
pueden convertirse en plantulas, proceso llamado embriogénesis somatica. Estas
plantas miniatura después seran inducidas a la produccion de raices para su

aclimatacion y trasplantadas para su vida ex vitro. Aunque teéricamente las células
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vegetales o los 6rganos de cualquier planta pueden clonarse y producir cantidades
grandes, donde toda la poblacién tendra la constitucion genética que el progenitor,
pero las técnicas actuales de CTV aun no pueden garantizarlo y en ocasiones
surgen algunas irregularidades o variantes somaclonales (George et al., 2008).

2.9.3. Explante.

Los pequefios pedazos de tejido que se utilizan o cultivan se llaman explantes,
pueden ser de diferentes tipos y de diferentes partes de la planta madre,
dependiendo del objetivo de investigacion y la especie. La eleccion correcta del
material de explante tiene un efecto importante en el cultivo de tejidos (Bhojwani y
Dantu, 2013) por lo que se deben elegir cuidadosamente, ser tratados con productos
desinfectantes y manipulados con sumo cuidado antes de establecerse en el medio
para contener microorganismos y/o plagas de superficie o algunos sistémicos
provenientes de la planta madre (George et al., 2008), cuidar ademas de hacer
cortes precisos que no dejen dafio innecesario al tejido para evitar su rapida
oxidacion.

2.9.4. Asepsia

Es importante la asepsia en todo el proceso de cultivo de tejidos, ya que al manejar
medio con nutrientes pueden ser una oportunidad para los patégenos de proliferar
y ganar espacio a los explantes que tienen un crecimiento mas lento, debido a esto
todos los instrumentos, recipientes y superficies donde se trabaje deben ser
esterilizados con vapor de agua (Hurtado y Merino, 1997). Para transferir el material
vegetal y dejarlo libre de patdbgenos se necesita un especial cuidado, trabajar en
salas especiales con ambientes aislados, sin corrientes de aires y de preferencia
gue tenga campana de flujo laminar, todo con el fin de excluir a los microrganismos
del proceso ya que son altamente competitivos y ponen en riego el material vegetal
que crece in vitro (George, 2008).

27



2.9.5. Medio de cultivo

El material vegetal en condiciones in vitro solo crecera si se proporciona un medio
especializado que provea lo necesario (George et al, 2008), gran parte éxito del CTV
depende de la eleccidon de un medio nutritivo adecuado, la eleccién de un tejido
viable (explante) y un buen control del medio circundante (Hurtado y Merino, 1997).
El medio de cultivo debe ser parecido al suelo en que la planta suele crecer en
condiciones naturales y contener los nutrientes necesarios para su crecimiento el
medio de cultivo més usado es el Murashige and Skoog (1962) que contiene una
solucion de componentes esenciales que satisfacen los requerimientos nutricionales
basicos, como sales minerales que suministran elementos mayores y menores
necesarios para el crecimiento de plantas; una fuente carbono que provee energia
(generalmente sacarosa), cumpliendo asi con lo necesario para la nutriciéon del
tejido vegetal, a este se pueden afiadir otros componentes, llamados opcionales por
no ser indispensables para la vida del explante, pero que determinan en gran
medida la respuesta del tejido, un ejemplo de estos son las vitaminas y varios
aminoacidos. Algunos autores engloban en estos a los Reguladores de Crecimiento
Vegetal (RCV). Es importante recalcar que el tipo de medio a utilizar varia de
acuerdo con los requerimientos especificos de la especie que se trabajar y el
objetivo del experimento (Bhojwani & Dantu, 2013); no existe un medio universal
gue desarrolle todos los tipos de células o explantes por lo que debe buscarse el
ideal para el tipo de tejido y especie a trabajar, de no funcionar debera desarrollar o
adaptar otro basandose en prueba y error, cambiando tantas veces sea necesario
los componentes y reguladores de crecimiento hasta obtener la respuesta esperada
en el explante, ya sea induccion de callos, embriogénesis somatica, cultivo de

anteras o raices (Smith, 2002).

2.9.6. Gelificante.
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Para solidificar el medio de cultivo se les agrega gelificantes que lo mantenga
estatico alargo plazo, que se pueda mantener en frascos pequefios de vidrio y que
ocupen poco espacio. La gelificacion del medio lo solidifica, sirviendo de anclaje y
sostén de los explantes, es el més indicado en el cultivo de callos, érganos vegetales
y mantenimiento a largo plazo (George et al, 2008). Se puede aplicar en pequefias
cantidades y gelificarlo ligeramente dejando el medio semisélido permitiendo que el
explante permanezca aireado. Un gelificante debe ser inerte, resistir la esterilizacion
en autoclave y ser liquido cuando esté caliente para que el medio pueda
dispensarse en recipientes de cultivo en las cantidades deseadas (Bhojwani &
Dantu, 2013). El material que mas se utilizado es el Agar que se obtiene de algas
rojas, especialmente Gelidium amansii, es un polisacarido de alto peso molecular
(construido con moléculas de galactosa) capaces de unir el agua a 45 °C. Se utiliza
en concentraciones de 0.8-1.0% (p / v), dependiendo la firmeza que requiera el
estudio (George et al., 2008).

2.9.7. pH del medio de cultivo.

El pH del medio influye altamente en la absorcién y disponibilidad de los ingredientes
del medio para el tejido vegetal, la solubilidad de las sales y la eficacia gelificante
del agar. El pH del medio generalmente se establece en 5,8 debido a que en este

pH todas las sales se mantienen en una forma casi tamponada (pH estable).

A menudo un pH superior a 6.0 proporciona un medio duro y un pH inferior a 5.0 no
permite una gelificacion satisfactoria del agar debido a su hidrdlisis durante el
autoclavado ya que el pH del medio generalmente cae en 0.3-0.5 unidades después
de que ser esterilizado en autoclave. El pH a lo largo del periodo de cultivo ira
cambiando por la oxidacién y la absorcién diferencial de iones como NH4 + y NOs
ademas de la secrecion de sustancias por el tejido en crecimiento (Bhojwani &
Dantu, 2013).

2.9.8. Reguladores de Crecimiento Vegetal.
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Al inicio de su descubrimiento fueron llamados fitohormonas, pero actualmente son
llamados Reguladores de Crecimiento Vegetal (RCV), estos compuestos organicos
gue a muy baja concentracion causan una respuesta fisioldgica capaz de modificar
el crecimiento o desarrollo de las plantas, se sintetizan en alguna parte de la planta
y se traslocan a otra para su utilizacion (George et al., 2008). Estas sustancias de
crecimiento vegetal son consideradas parte integral del medio de cultivo por que su
funcion reguladora y promotora de morfogénesis es indispensable en el cultivo de
tejidos (Bhojwani & Dantu, 2013). Estos RCV se clasifican segun sus estructura
guimica y efecto fisiolégico, clasificandose en 5 grupos: auxinas, citocininas,
giberelinas, acido abscisico y el etileno, existen otras sustancias que pueden ser
consideradas RCV como los jasmonatos, poliaminas, brassinoesteroides, acido

salicilico y estrigolactonas (Pérez-Molphe, et al. 2019).

Auxinas viene del griego auxein que significa alargamiento o crecimiento, son
sustancias organicas de bajo peso molecular, pH superior a 6.0 (George et al 2008),
en su estructura tiene un grupo carboxilo unido a otro grupo carboxilo (por lo general
-CHz2-) unido a su vez a un anillo aromatico (Salisbury y Ross 1995). Las auxinas
son capaces de controlan los procesos basicos celulares como division y elongacion
celular, las hay de origen natural o sintético dependiendo de si surgen de manera
natural en la planta o han son replicadas por el hombre, en forma de un analogo
sintético que aun con estructuras diferentes tiene accién similar a nivel celular
(George et al 2008).

Su importancia radica en su participacion del alargamiento de tallos y entrenudos,
el tropismo, la dominancia apical, la abscision y el enraizamiento de la planta, por lo
que en CTV se utilizan para inducir la division celular, la citodiferenciacion,
diferenciacion organogénica y embriogénica. Pueden ser utilizadas también en
bajas concentraciones para favorecer el inicio de la raiz, mientras que a una alta

concentracion puede inducir la formacion de callo (Bhojwani y Dantu, 2013).

30



Auxina Origen

Acido indol-3-acético (IAA) Natural
Acido indol-3-butirico (IBA) Natural
Acido a-naftaleneacético (NAA) Sintética
Acido 2,4-diclororofenoxiacético (2,4-D) Sintética
Acido para-clorofenoxiacético (p-CPA) Sintética
Acido nafloxiacético (NOA) Sintética
2,4 5-triclorofenoxiacético (2,4.5-T) Sintética
4-amino-4cido 5,6- tricloropiridin-2-carboxilico Sintética
(picloram)

Acido 3,6-dicloro-o-anisinico (dicamba) Sintética

Tabla 2. Auxinas utilizadas en Cultivo de Tejidos Vegetales y su origen.

Las auxinas naturales IBA, NAA e IAA usadas individualmente se utilizan para
enraizamiento, pero si se unen con una interaccioén pueden favorecer la proliferacion
de brotes y en diferenciacion traqueal en cultivos de células y callos; las auxinas
artificiales como 2,4-D y 2,4,5-T son muy efectivas para la induccion y el crecimiento
de callos, asi como la induccion de la embriogénesis somética. Se ha reportado el
uso de dicamba en plantas monocotiledoneas, mientras que el picloram ha sido
eficaz principalmente para las legumbres (Bhojwani y Dantu, 2013). Otras
sustancias como el acido 4-cloroindolacético (4-clorolAA), el acido fenilacético
(PAA) y el acido indolbutirico (IBA), con estructura similar, pero sin grupo carboxilo
precursoras de las auxinas pueden también inducir procesos similares (Salisbury y
Ross 1995).

Citocininas son nombradas asi por promover la citogénesis (division celular),
también son un grupo importante de hormonas vegetales, las naturales son

derivadas de la adenina sustituida con N6. Se encuentra en las plantas como
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nucledsidos o nucleétidos y su posible su sitio de sintesis es la raiz (GarrigaCarballo
2010).

Estan relacionadas con la division celular, la modificacion dominancia apical y la
diferencia de brotes (Bhojwani y Dantu, 2013), particularmente estimula la sintesis
de proteina y participa en el control del ciclo celular, promueve la maduracion del
cloroplasto y retrasa la senescencia de las hojas desprendidas (George et al, 2008).
En cultivo de tejidos se adicionan al medio de cultivo para desencadenar la division
celular e inducir la diferenciacion de 6rganos y brotes adventicios, asi como la
proliferacion de brotes de yemas axilares, modificando la dominancia apical
(Bhojwani y Dantu, 2013). La citocinina mas eficiente y cominmente utilizada en el
cultivo de tejidos vegetales es BA en rangos de 1 al0 M. Una nueva clase de
citocininas aromaticas naturales muy activas son las topolinas que tienen un efecto
positivo en la alta tasa de multiplicacion de brotes, reduccion de anormalidades
fisiolégicas, un mejor enraizamiento y aclimatacion. Las citocininas mas comunes
son la zeatina, la isopentiladenina (2iP), el ribésido de zeatina y la meta-topolina
(MT), estas citocininas naturales se caracterizan por poseer un esqueleto de
adenina con una cadena lateral isoprenoide. Las citocininas sintéticas son la
benciladenina (BA) y cinetina, que son muy utilizadas en el cultivo de tejidos
vegetales (Garriga Carballo, 2010).

Citocinina Origen
Cinetina (6-furfurilamino) purina Sintética
BA [6(bencilamino) purina] Sintética

2iP [(2isopentenil) -adenina o 6- (c, c-dimetilalilamino)  Natural
purina)]

Zeatina [6- (4-hidroxi-3metil but-2-enil amino) purina)]  Natural

Tidiazuron (TDZ) Sintéticas

Urea sustituida con difeninal

Meta-topolina 0 mT [6- (3-hidroxibencilamino) -purina]  Natural
(MT)

Tabla 3. Citocininas utilizadas en Cultivo de Tejidos Vegetales y su origen.
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2.9.9. Aislamiento e incubacion.

La sala de incubacion debe contener gabinetes para el aislamiento de los cultivos,
debe ser libre de corrientes de aire y estar separada del laboratorio en general; esta
area debe estar destinada al crecimiento y almacenamiento de los contenedores
(vitro), para ello debe contar con estantes o anaqueles para mantener los cultivos
organizados, en esta sala se controlaran todos los agentes fisicos como la
iluminacion, temperatura y humedad, factores claves para el desarrollo y tasa de
crecimiento (Hurtado & Merino, 1997).

2.9.10. Etapas de micropropagacion.

Las técnicas de multiplicacion mediante cultivo han cambiado y mejorado a traves
del tiempo gracias a multiples autores y sus investigaciones, actualmente estan bien
definidas y organizadas para llevar a cabo la micropropagacién en cuatro fases que
tiene requerimientos y problemas especificos (Bhojwani y Dantu, 2013). Estos
pasos son descritos a continuacién segun George et al, 2008 y Bhojwani y Dantu,
2013.

Etapa 0 Seleccion y preparaciéon de la planta madre.

Es importante antes de comenzar la micropropagacion prever y evitar problemas
durante el proceso, teniendo especial cuidado en la seleccion de la planta, esta debe
ser sana y contener las caracteristicas que deseamos preservar. Después de la
selecciébn del mejor material para reproducir, se debe detectar y eliminar
enfermedades preexistentes y proveer de tratamientos previos que permitan
minimizar el peligro de sufrir contaminacion y enfermedades durante las siguientes
etapas de la propagacion.

Etapa | Establecimiento de cultivo.

En esta parte se establecer de manera aséptica el material seleccionado del que se
obtendra el explante y sera transferido a un medio libre de contaminantes, para su
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desarrollo. La etapa sera exitosa si un nimero considerable de explante sobrevive

y sigue creciendo.
Etapa Il Multiplicacion de brotes.

El objetivo de esta etapa es la produccion, inducir al explante a producir y multiplicar
brotes para que estos puedan utilizarse en ciclos posteriores (subcultivos) para

aumentar el nimero de plantulas.
Etapa lll Enraizamiento.

Las plantulas obtenidas de etapas anteriores no son capaces de vivir por si mismas
es tierra o sustrato, por lo que deben ser preparadas para hacerlo durante esta
etapa. Algunas plantulas forman raices adventicias durante los anteriores procesos,
pero generalmente es necesario utilizar tratamientos o métodos de enraizamiento.
Trasplantando las plantas a un sustrato nuevo con o sin RCV segun el requerimiento

de cada especie para que produzcan raices.
Etapa IV Transferencia y aclimatacion de la plantula al medio ambiente.

Los métodos para transferir la planta de un ambiente in vitro a uno ex vitro deben
ser de extremo cuidado ya que se puede tener pérdidas significativas en la transicion
del material propagado, esto se debe a que las plantulas tenian un ambiente con
alta humedad y moderada intensidad luminosa, sin permitir que el epitelio foliar se
desarrollara del todo por lo que carece de ceras para proteger a la planta del estrés
abiodtico, sus estomas que son incapaces de completar el cierre y apertura normal
por lo que la perdida de agua seria rapida; a esto se suman las alteraciones
guimicas de la planta in vitro que no producen metabolitos secundarios de defensa
al estrés medio ambiental. Debido a que estas plantulas estan habituadas a ser
provistas de todo debemos prepararlas para que se habitlien a producir sus propios
alimentos. Se deben esperar algunos dias para que logren hacerlo, se comienza
abriendo los frascos un poco para que se vaya perdiendo la alta humedad del
microambiente in vitro, hasta eliminarlas por completo, después deben sacarse del
medio y lavar las raices con agua destilada para eliminar por completo el medio de

cultivo sélido, luego se siembran individualmente en un contenedor que contenga
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un sustrato de turbay perlita estos se mantendran varios dias en una bolsa plastica
en invernadero regando diariamente para mantener alta humedad e intensidad

luminosa reducida.

2.9.11. Cultivo de Tejidos Vegetales en Agaves

Atendiendo la importancia de los agaves han ido surgiendo diferentes estudios
utilizando técnicas especializadas como el CTV dando alentadores resultados,
Garcia-Barron (2017) lo atribuye al aumento de plantaciones comerciales de Agave
en todo el mundo que a su vez ha incrementado la demanda de plantulas sanas. Si
bien las plantas de agave pueden reproducirse sexual y asexualmente de manera
natural, puede tarda mucho tiempo antes que las plantas alcancen la madurez
reproductiva, ademas de obtener poca cantidad como en el caso de la reproduccion

por medio de semilla.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales han dado una importante alternativa
para la produccién de planta sanas y de calidad en gran cantidad y en son espacios
reducidos en tiempos relativamente cortos (George et al, 2008). Ademas estas
técnicas traen diferentes ventajas sobre los métodos convencionales como
conservar las caracteristicas genotipicas del material inicial a las plantas hijas
(clones), controlar las condiciones y respuestas en cada etapa durante todo el
proceso permitiendo la produccion constante sin la afectacion de los factores

ambientales externos (Delgado-Lemus, 2014).

Algunos estudios realizados sobre Agave y propagacion in vitro de 1997 a 2007,
fueron recopilados en una tabla por Dominguez-Rosales et al. (2008). Este tipo de
cuadro resumen se tomo como base y se le sumaron los trabajos mas actuales
sobre micropropagacion de Agaves (tabla 4). Revisar los diferentes estudios, cuales
medios de cultivo utilizaron asi como la cantidad de RCV utilizada para la generacion
de brotes a partir de organogénesis directa en los diferentes especies de agaves,

son datos que sin duda nos ayudan a predecir como se comportara A. shawii.
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Estos estudios son una valiosa plataforma para seguir estudiando este importante
género, sin embargo, solo han sido centrados en solo 20 especies que en su gran
mayoria son de interés industrial, relegando a mas de 100 especies de gran
importancia ecoldgica y cultural que corren riesgo de perderse por diversos factores
incluyendo el saqueo y sobreexplotacion (Aguilar et al, 2018). Y si bien existen ya
varios protocolos sobre micropropagacion de Agaves todos ellos demuestran que la

cada especie tiene un requerimiento diferente a las otras. Por lo que se debe seguir

generando conocimiento para el manejo y conservacion del género.

Especie de Agave Respuesta Medio de cultivo + RCV mgL* Referencia

A. sisalana Generacion de brotes a partir de MS o SH + 5.0 BA Das, 1992.
meristemos basales de tallo.

A. sisalana Generacion de brotes a partir de MS / SH / Gamborg y White + Nikam, 1997
meristemos basales de tallo y BA, CIN, NAA, IAAy 2,4-D solos
organogénesis indirecta. o combinados.

A. parrasana Generacion de brotes a partir de MS +3.0,6.0,9.0y 12.0BA+0  Santacruz-
meristemos basales de tallo y 0.012,4-D Ruvalcaba et al.,
yorganogénesis indirecta. 1999

A. angustifolia

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo

MS + 1.0 BA

Enriquez del Valle et
al., 2005

A. salmiana

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo

MS + 2.0 BA + 0.25 AIA

Silos-Espino et al.,
2007

A.inaequidens

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo.

MS + 80.0 Sulfato de Adenina
(SA)+3.0 BA

Aureoles- Rodriguez
et al., 2008.

A. potatorum Semilla germinada y Generacion MS + 1.5 CIN Dominguez- Rosales
de brotes a partir de meristemos et al., 2008.

A. obscura basales de tallo. MS + 1.0 MT

A. karwinskii MS + 1.0 BA

A. difformis MS + 2.0 2iP

A. cupreata MS + 2.0 BA

A. salmiana MS + 0.1 TbZ

A. peacockii MS + 1.0 BA

A. victoria-reginae MS + 1.0 2iP

A. potatorium Semilla germinada y Generacion MS + 3.0 IN Dominguez- Rosales
de brotes a partir de meristemos et al., 2008.

A. obscura basales de tallo. MS + 0.2 TDZ

A. difformis MS + 0.2 TDZ




A. karwinskii MS + 1.0 BA
A. cupreata MS + 1.5 BA
A. grijalvensis Semilla germinada y Generacion MS + 9.0 BA Sénchez-Urbina et

de brotes a partir de yemas
axilares.

al., 2008.

A. victoria-reginae
A. pigmea

A. obscura

A. duranguensis
A. salmina sub.
crassispina

A. tequilana

Generacion de brotes a partir de
yemas axilares.

MS + 0.5 AIB +0.5 BA.
MS + 0.1 AIB + 3.0 BA.
MS + 0.5 AIB + 1.0 BA.
MS+ 0.001 AIB +1.0 BA
MS + 0.1 AIB + 1.0 BA.

MS (modificado en KNO3 5 puM,
NH;NO3) + pulsos temporales

previos de 1.5 2,4-D + 0.1 2,4-D

+ 10.0 BA en multiplicacion.

Ramirez-Malagén et
al., 2008.

A. fourcroydes Lem.

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo,
acelere en ruptura de dormancia
en yemas.

MS + 0.5-0.75TDZ + 1.0 BA +
1.0 AIB

Garriga et al., 2010

A. tequilana

Weber

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo.

MS + 0.1 AIB + 10.0 KIN

Angeles-Espino et
al., 2012

A. americana

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo

0.66 MS + 0.5-1.0 AIB

Miguel Luna et al.,
2013.

A. americana

Generacion de brotes a partir de
segmento de hoja

Generacion de brotes a partir de
segmento de hoja.

MS + 2.7 ANA +3.0 BA

MS + 3.0 BA

Chen et al., 2014.

A. salmiana

Generacion de brotes a partir de
meristemos basales de tallo

MS + 0.04 2,4-D + 10.0 BA

Puente-Garza, 2015

A. americana var.

Generacion de brotes a partir

MS (100 myo-inositol + 40 g

Miguel-Luna et

Oaxacensis. de meristemos basales de sacarosa) + 6.0 BA al.,2015.
tallo
A. marmorata Generacion de brotes a partir MS (35 azucar de cafia + Aguilary

de meristemos basales de
tallo

100 myo-inositol, 0.7 Agar +
0.40 tiamina-HCI) + 10.0 BA
+ 10.0 AIA induccion de
brotes 3-10 AIA

Rodriguez de la O,
2018.

Tabla 4. Estudios sobre la propagacion de Agaves por medio de multiplicacion de meristemos y
organogénesis directa.
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3. JUSTIFICACION

Los Agaves forman parte de la identidad cultural y biolodgica de México, dominan los
paisajes mexicanos y son de vital importancia en el de desarrollo de las zonas aridas
y semiaridas de México. El género agave es altamente conocido y apreciado en el
mundo, en 2006 la UNESCO reconocié al paisaje agavero como patrimonio de la
humanidad. Las especies, silvestres o cultivadas, otorgan grandes beneficios
economicos, culturales y ecoldgicos. Su importancia ha trascendido a través de los
siglos por sus multiples beneficios que otorga al hombre americano, usando la
planta en su totalidad, desde su raiz hasta la inflorescencia. Actualmente su
propagacion es por medio de hijuelos (asexual), que es poco eficiente por dar como
resultado cultivos con plantas genéticamente idénticas a la madre que con el tiempo
favorece problemas por endogamia, esta depresion genética puede ir limitando cada
vez su variacion genética, a esto se suma el problema constante perdida anual de

muchos agaves por presiones fisico-ambientales, bioldgicas, y la actividad humana.

Es responsabilidad de México como centro de mayor diversidad estudiar y conservar
la riqueza del género. EIl A. shawii tiene una subespecie nativa y otra endémica de
Baja California, ambas tienen una distribucién limitada y varias amenazas a su
habitat natural, por lo que se sugiere el uso de técnicas de cultivo de tejidos como
alternativa para propagar y conservar esta especie. El presente trabajo pretende
aportar un sistema in vitro de multiplicacion masiva de Agave shawii que genere
plantas que puedan ser incorporadas en las actuales colecciones vivas y bancos de
germoplasma nacionales.
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4. HPOTESIS

La técnica de propagacion in vitro es un sistema adecuado para multiplicar
masivamente y aclimatar Agave shawii shawii y Agave shawii goldmaniana, para
ello se requiere el uso de reguladores de crecimiento vegetal que favorezcan la

brotacion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Establecer un sistema de micropropagacion de Agave shawii E. subespecie shawii

y subespecie goldmaniana.

5.2. Objetivos particulares

+ Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de citocininas en la
generacion de brotes en meristemos laterales de las dos subespecies de
interés.

+ Evaluar las respuestas morfogénicas de esta especie con adicion de
auxinas/citocininas.

» Desarrollar un protocolo para la adaptacion y transferencia a suelo de las

plantulas obtenidas.
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6. METODOLOGIA

El presente estudio se divide en dos etapas con sus respectivos experimentos y los
objetivos particulares anteriormente planteados. 1.- Multiplicacién de brotes en
medio MS y diferentes concentraciones de citocinina 1.0 mg L de BA en A. shawii
shawii y A. shawii goldmaniana, asi como 2.0y 3.0 mg L en A. shawii goldmaniana;
2.- Respuestas morfogénicas de los explantes in vitro al utilizar citocinina en
combinacién con auxina en el medio MS en diferentes tipos de explante de A. shawii
goldmaniana; finalmente las plantulas obtenidas fueron aclimatadas y trasplantadas

para su vida ex vitro.

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar. La unidad
experimental fue un frasco con un explante y hubo 9,12 y 4 repeticiones de cada
tratamiento, dando el total de 25 frascos. En el andlisis estadistico primero se calculé
la media o promedio y la mediana para conocer la tendencia general de los datos,
asi como la desviacion estandar que determiné la dispersion de estos. Como el
tamafio de las muestras a comparar era diferente para cada tratamiento y contenia
valores con distribucidon sesgada, se optd por la prueba de Kruskal-Wallis que es la
alternativa no paramétrica al andlisis de varianza para buscar significancia en el
promedio de brotes por explante en los tratamientos utilizados. Para validar la
aplicacién de esta prueba se comprobo6 primero que las muestras no tenian una
distribucién normal, después se hizo una correccion de significancia con el método
de Holm que terminé de adjudicar la significancia a cada tratamiento para después

graficarse. Este andlisis de resultados se realizé con la ayuda del programa

estadistico R Studio[I.

6.1. Multiplicacién de brotes en medio MS y diferentes concentraciones de

citocinina.

6.1.1. Material vegetal
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El material vegetal fue proporcionado por el Banco de germoplasma del laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes; las dos
subespecies proporcionadas fueron A. shawii shawii y de A. shawii goldmaniana,
estas habian sido germinadas in vitro sobre un medio de cultivo Murashige & Skoog
(1962) y permanecian en condiciones de incubacion.

6.1.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue la formulacién de (Murashige y Skoog 1962) al
100%, medio de cultivo clasico que contiene elementos inorganicos micro y
macronutrientes y que segun la literatura ha sido utilizado en Agaves por mas de 30
afios (tabla 5), este medio fue suplementado con 30 g L™ de sacarosa, 8 g L* de
agar como gelificante, ademas se adicion6 con 1.0, 2.0 y 3.0 mg L* de [6
(bencilamino) purina] (BA).

A. Nitratos Mg/L
Nitrato de amonio (NH4NO3) 1650
Nitrato de potasio (KNOs) 1900

B. Sulfatos
Sulfato de magnesio (MgS0a4.7H20) 370
Sulfato de manganeso (MnS04.4H20) 223
Sulfato de zinc (ZnS04.4H20) 8.6
Sulfato cuprico (CuS04.5H20) 0.025

C. Halégeno
Cloruro de calcio (CaCl2.2H20) 440
Yoduro de potasio (KI) 0.83
Cloruro de cobalto (CoCl2.6H20) 0.025

D. PO4, BO3, MoO4
Fosfato de potasio (KH2POu) 170
Acido borico (HsBOs) 6.2
Molibdeno de sodio (NazMo4.7H20) 0.25

E. Na, Fe, EDTA
Sulfato ferroso (FeS04.7H20) 27.81
Acido etilendiaminotetracético (sal dis6doca) 3731
(Na2 EDTA)

Tabla 5. Medio basal de Murashige & Skoog, 1962.
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Para la preparacion se utilizé un vaso de precipitado de 1 L al que se le vertié 750
ml de agua destilada, las soluciones de sales Murashige & Skoog, el liquido debe
estar en constante agitacion en una parrilla magnética para su homogenizacion,
para después afiadir 30 g de sacarosa. Los RCV se adiciona antes de tomar el pH
ya que estos puede alterarlo, para este experimento se utilizd BA en diferentes
dosis, tratamiento 1 (1.0 mg L), tratamiento 2 (2.0 mg L*) y para el tratamiento 3
(3.0 mg L), después de ajusto el pH a 5.7 se afiadi6 8 g L' de agar para su
gelificacion mezclando constantemente hasta verse homogéneo, con la ayuda de
un horno microondas se calent6 en poco a poco hasta disolver el agar por completo
y que el medio quedara con una apariencia cristalina, por ultimo, se aforé con agua

destilada hasta llegar al volumen exacto de 1 litro.

El medio de cultivo se distribuyd en recipientes de vidrio de 200 ml de capacidad
con 50 mil cada uno, después de verter el medio se cerraron con una tapa de
polipropileno, para después ser esterilizaron en una autoclave de vapor de agua
durante 15 minutos a una temperatura de 121°C y presion de 1.3 kg/cm?3 (15 psi).
Después de salir de la esterilizadora se colocaron en estantes para su enfriado y

almacenado hasta el dia de la siembra.

6.1.3. Obtencién de explantes.

Para establecer el cultivo aséptico del material vegetal se trabajo en una campana
de flujo laminar, que contenia un calentador eléctrico para la constante esterilizacion
de nuestro material (pinzas de diseccién regular y el bisturi del n°11) y un vidrio de
20 x 20 cm esterilizado.

El procedimiento de obtencion de explante se realizé en colocando las plantulas en
una caja de Petri esterilizada a las cuales se les cortaron raices desde la base y las
puntas de las hojas para facilitar la separacion de todas estas hasta dejar el tallo
desnudo, de tal manera que solo quedo un cilindrode 3a5 mmdelargoy 2 a 3 mm

de ancho, este segmento de tallo es el explante sugerido por varios autores para la
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multiplicacion de Agaves por contar con células meristematicas o primarias de
rapido crecimiento y alta capacidad totipotente (Figura 9),

Raices: Eliminar

Figura 9. Parte basal de la roseta donde se encuentra el tallo, del que se obtiene el explante del
Agave.

6.1.4. Inoculacién.

Inmediatamente después de obtener el explante de meristemo se inocularon en el
medio de cultivo previamente esterilizados, se sembro solo un explante por frasco,
con el cuidado de mantener la polaridad de la planta, es decir hacia arriba la parte
de tallo y hacia abajo la de raiz. Una vez sembrado el material vegetal el frasco se
sello con cinta plastica para mantener herméticos los cultivos. Los frascos fueron

etiquetados antes de llevarse a la sala de incubacién para su mejor monitorizacion.

6.1.5. Mantenimiento.

Los cultivos se mantuvieron en la sala de incubacion con instalaciones eléctricas
para el control de las condiciones fisicas de temperatura de 25°+ 2 C, fotoperiodo 8
horas. luz, 8 horas de oscuridad, bajo una luz blanca.
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6.2. Respuestas morfogénicas de los explantes in vitro al utilizar citocinina

en combinacién con auxina en el medio MS.

6.2.1. Medio de cultivo.

Para este experimento se siguié la misma técnica de preparacién del medio de
cultivo, sales MS al 100%, pero a estos se les afiadio diferentes concentraciones y
tipos de RCV. El tipo y dosis de regulador se hizo con las combinaciones auxina
mas citocinina de un cuadro 4x4 con dosis de 0, 1.0, 2.0y 3.0 mg L* de BA [6
(bencilamino) purina] mas 0, 1.0, 20 y 3.0 mg L' de 24-D (acido
2 4diclororofenoxiacético), obteniendo asi 16 tratamientos; esto se prepard por
triplicado ya que se utilizaron para tres diferentes tipos de explantes (tabla 6a). Solo
se repitieron 5 tratamientos, aquellos que contaban con mas cantidad de un
regulador y menos del otro, asi como el equilibrio de estos (tabla 6b).

0 1.0 T1 00
0 TAL TA T2 300
0/0 1.0/ T3 0/3
10  TA5 TA S
01.0 1.0/ T4 212
20 TA9  TAI T5 01
020 1.0 S
30 TAI3  TAI
03.0 1.0/
a) b)

Tabla 6. Cuadro de combinaciones de auxina (BA) y citocinina (2,4-D) afadidas al medio MS
(a), tratamientos T1, T2, T3, T4, T5 para la repeticion del experimento.

6.2.2. Obtencidn de explantes.

Con el fin de aprovechar el material vegetal se utilizaron diferentes tipos de tejidos
(hoja, tallo y raiz) para obtener explantes, como lo hicieron Chen et al. en 2014 para

la especie Agave americana, los explantes fueron sembrados en los cinco
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tratamientos antes descritos. La obtencion de explantes fue bajo el mismo proceso
de asepsia anteriormente descrito para explantes de tallo; para los explantes de hoja
y de raiz se utilizaron pequefios segmentos equiparables a los obtenidos del

meristemo basal, dos explantes por unidad experimental de hoja y uno de raiz.

| I 1

T1 TS T4
T2 T1 T2
T3 T2 TS
T4 T3 Tl
T5 T4 T3

Tabla 7. Cuadro con los cinco tratamientos de combinacién citocinina/auxina (BA/2,4-D)

aplicados aleatoriamente a los tres tipos de explantes (tallo, hoja y raiz).

6.2.3. Inoculacién

Los tres tipos de explantes fueron sembrados en los cinco diferentes tratamientos
de manera completamente al azar. Una vez sembrado el material vegetal, el frasco
fue sellado con cinta plastica y etiguetados para después llevarse a la sala de

incubacion.

6.2.4. Mantenimiento.

Los cultivos se mantuvieron en el mismo anaquel de la sala de incubacion que los
otros explantes con temperatura 25°+ 2 C, fotoperiodo 8 horas. luz, 8 horas de

oscuridad, bajo una luz blanca.
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6.3. Aclimatacién y transferencia a suelo.

Después de analizar el grado de enraizamiento de las plantulas de agave segun el
ndamero de raices y su tamafio se lograria establecer si es existe diferencia
significativa en el uso de un medio cultivo con RCV para el enraizamiento o si con

un medio basal sin reguladores es suficiente para el desarrollo de raices.

Las plantulas permanecieron en el mismo recipiente durante 4 meses, durante este
tiempo las plantulas desarrollaron raices adventicias por si solas, lo que facilito el
paso a la siguiente y ultima etapa de micropropagacion.

La aclimatacioén llevando los frascos a invernadero y permanecieron por 1 semana
cerrados herméticamente, después se quito la cinta plastica que sellaba la tapa y
se abrieron los frascos sin retirar las tapas, para la pérdida paulatina de la humedad
interna del frasco durante cinco dias. La siguiente semana se retiraron las tapas
dejando una pequefia gasa en su lugar para evitar la entrada de insectos o vectores,
se lavaron las plantas con aguas purificada para eliminar los residuos solidos de
medio, estas fueron puestas en papel de estraza para ventilarse y que sellaran
pequefias heridas en las raices y evitar que se pudrieran al estar en contacto con el
sustrato, después de 4 dias de secado a temperatura ambiente.

En este apartado se lograra encontrar la cantidad de RCV para obtener la mayor
cantidad de raices en el menor tiempo posible. Posteriormente las plantulas se
llevaron a contenedores individuales con un sustrato de vermiculita y turba en una
relacion de 1:1, los contenedores con las plantulas se cubrieron con bolsas de
polietileno negro durante 10 dias, retirandose por completo el dia 21 después del

trasplante.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Multiplicacion de brotes en medio MS y diferentes concentraciones de

citocinina.

Los resultados del primer experimento en el que se aplicaron diferentes
concentraciones de BA al medio MS demuestran que este RCV en A. shawii shawii
y en A. shawii goldmaniana sirvido para estimula brotacidon (figura 10), pero en
algunos individuos indujo el crecimiento de tejido calloso (figura 13 a). Aunque la
grafica muestra un alto porcentaje de brotacion (figura 10) en el tratamiento 1y 2 se
trato de brotacién simple (figura 12).

Resultado de la adicién de 6-
Bencilaminopurina BA al medio.
100
90

80

70
60
50
40
30
20
10
0
0

tratamiento 1 tratamiento 2 tratamiento 3

® % brotacign ™% tejido calloso

Figura 10. La respuesta de los explantes basales de A. shawii shawii en el tratamiento 1 con
una cantidad de 1.0 mg L de BA fue en su mayoria de brotacion y en un 22.2 % produccion de
tejido calloso; en los explantes basales de A. shawii goldmaniana se aplicé el tratamiento 2 con
2.0 mg L de BA que presentd brotacién mdltiple en todos los individuos; en el tratamiento 3
con 3.0 mg L' de BA se presentd tanto brotacion como produccién de callo en la misma
proporcion.
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Analizando cada uno de los tratamientos encontramos que la respuesta de los
explantes basales inoculados en el tratamiento 1 con 1.0 mg L de BA fue
Unicamente brotacion simple (figura 12) debido a que la cantidad de regulador
demostré ser insuficiente para la promocion de brotes multiples a diferencia de otras
especies como A. karwinskii (Dominguez-Rosales et al., 2008) y en A. angustifolia
(Enriquez-del Valle, et al., 2016), en donde se obtuvieron hasta 12 brotes por
explante con la misma concentracion y el mismo regulador de crecimiento vegetal,
incluso en A. victoria-reginae se obtuvo brotacién multiple con solo 0.5 mg Lt de
BA (Ramirez-Malagon et al., 2008). Ademas, el uso de esta dosis de RCV fue de
utilidad experimental al no existir precedente alguno del su uso en A. shawii

goldmaniana y A. shawii shawii.

Bajo las condiciones de este tratamiento (1.0 mg L de BA) se lleg6é a observar en
un 22% de las unidades experimentales desarrollo de tejido calloso con apariencia
vitrificada, pero con una buena aptitud metabdlica caracterizada por rapido
crecimiento (figura 13 b). Los callos obtenidos fueron subcultivados bajo el mismo
tratamiento y en esta ocasion estimulé una rapida diferenciacion celular y
consecuente formacion de brotes, con un promedio de 11.5 brotes por explante. La
formacion de brotes consumié la mayoria del medio de cultivo convirtiéndolo en
biomasa (figura 13 c). Estos brotes auto limitaron su crecimiento poco antes de
terminar con el medio comenzaron la formacion de raices adventicias (figura 13 d).
La buena respuesta en el subcultivo de los callos permite sugerir la propagacion por

organogénesis indirecta como una opcion mas viable para las dos subespecies.

Por otra parte, los explantes provenientes de meristemo de tallo del A. shawii
goldmaniana cultivados en el tratamiento 2 con 2.0 mg L* de BA respondieron
favorablemente con una brotacion mdultiple de 2 a 12 brotes por explante, estos
brotes contenian un nimero considerablemente mayor de hojas respecto al testigo
(figura 14 a); este tratamiento presento6 en su totalidad brotacion y en esta fue en su
mayoria brotacion mdiltiple (figura 14 b), para saber si estadisticamente existia
significancia en el nUmero de brotes por explante respecto al tratamiento control, se
realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, esta comprobé que el
tratamiento 2 (2.0 mg L de BA) es mejor en la formacién de brotes (figura 11). Estos
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resultados se presentaron de manera similar en A. cupreata y en A. salmiana que
también con 2.0 mg L' de BA respondieron con brotacion multiple
(DominguezRosales et al., 2008). Esto resultados son de gran utilidad ya que el uso
de un solo RCV para estimular la brotacién multiple y una eventual formacion de
raices adventicias (figura 14 c), permitiria abaratar los costos de la

micropropagacion.

Respecto al tercer y ultimo tratamiento que contenia 3.0 mg L' de BA, se
presentaron diferentes respuestas, en un 33% los explantes formaron tejido calloso;
en otro 17% se obtuvo brotacion simple (figura 15 b), estos brotes destacaban por
tener un mejor desarrollo foliar con hojas mas vigorosas que las del testigo (figura
15 a); y el restante 33% de explantes resultaron con una brotacién multiple con un
promedio de 2.5 brotes con un promedio de 3 hojas angostas y cortas (figura 15 c).

Cabe mencionar que en este primer experimento no se encontré una correlacion
entre la cantidad de citocinina y el nimero de brotes por explante (figura 10) como
se ha reportado en otros estudios en agaves, tal es el caso de A. americana que al
aumentar la cantidad de BA y sacarosa al medio se aumentaba el nimero de brotes
(Miguel-Luna et al., 2014), infiriendo que la citocinina en el A. shawii no es el Unico

componente que interviene en la induccion de brotacion.

Tratamiento Promedio Mediana Desviacion
BA mg L? estandar
1.0 0.78 1.0 0.441
2.0 3.42 2.0 3.605
3.0 1.00 0.5 1.414

Tabla 8. Promedio y desviacion estdndar del nimero de brotes por explante obtenidos en los
tres tratamientos con citocinina 6-Bencilaminopurina (BA) realizadas en Agave shawii, n=25.
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Figura 11. Gréfica de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis evidencia la significancia en
formacion de botes del tratamiento 2 (2.0 mg L de BA) respecto al resto de tratamientos, el
namero de brotes por explante obtenidos fueron de 2 a 12. Mientras que el tratamiento 1y 3
tiene medias muy parecidas. n= 25.
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Figura 12. Generacion de brotes de explantes basales de A. shawii shawii cultivados en medio
MS + 1.0 mg L a los 50 dias de incubacion (a); brote simple proveniente de tejido meristematico
a los 120 dias con un mejor desarrollo foliar respecto a tratamiento testigo y comienzan a crecer
pequefias raices adventicias en el tallo (b); brote con crecimiento equilibrado de las estructuras
aéreas y subterraneas (c).
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Figura 13. Formacién y crecimiento de callo sobre explantes de tallos de A. shawii goldmaniana
en medio MS y 1.0 mg L* 6-Bencilaminopurina (BA) (a); Callos subcultivados, en el mismo
medio MS con 1.0 mg L' de BA, algunos vitrificados (b); brotacién multiple proveniente del tejido
calloso en constante diferenciacion da origen a brotes via organogénesis indirecta (c); el
conjunto de brotes provenientes del tejido calloso para la formacién del sistema radical completo
absorbié todo el medio y lo transformo en biomasa (d).
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Figura 14. Brotacion multiple sobre explantes basales de tallo de A. shawii goldmaniana,
cultivados en medios con 2.0 mg L de BA a los 90 dias (a); brotacion miiltiple proveniente de
explantes de meristemo en medio con de 2.0 mg L de BA a los 180 dias (b); Conjunto de brotes
multiples a los 300 dias con raices adventicias desarrolladas sobre el mismo medio en el que
se inoculo por primera vez.
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Figura 15. Brotacion Unica del explante de meristemo de tallo de A. shawii goldmaniana
(regeneracion) con la adicién de citocinina (Benciladenina) en 3.0 mg L*al medio MS comparado
con el testigo (a); brote de aspecto vigoroso en base al nimero de hojas producidas respecto al
testigo, asi como un mayor grosor de la lamina foliar de A. shawii shawii (c); Brotacién multiple
con plantas pequefas, con pocas y pequefias hojas, el brote presenta también formacién de
raices adventicia A. shawii goldmaniana (d), datos tomados a los 120 dias.
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7.2. Respuestas organogénicas de los explantes in vitro al utilizar

citocinina en conjugacion con auxina en el medio MS.

A la citocinina (BA) se sumo un regulador de crecimiento sintético del grupo de las
auxinas (2,4-D) con la intencién de mejorar la eficacia de la micropropagacion, para
ello hizo un cuadro 4x4 con concentraciones de 1.0, 2.0y 3.0 mg L' de BAy 1.0,
2.0y 3.0 mg L 2,4-D. Solo se replicaron 5 tratamientos por los escases de material
vegetal, estos fueron aplicados a tres tipos de tejido vegetal (tallo, hoja y raiz) para
aprovechar al maximo dicho material. Diversos autores recomiendan el uso del
meristemo de tallo como explante ideal para la micropropagacion de Agaves, pero
el tipo de explante resulto ser Util para conocer el comportamiento de A. shawii
goldmaniana en el cultivo de tejidos. Los datos obtenidos se analizaron

cualitativamente.

Tratamiento tallo hoja raiz
BA +2,4-D
callo Brote Brotes callo Brote Brotes callo Brote Brotes
simple multiples simple multiples simple multiples

1 0+0 - o - - - - - - -

2 l + 0 * *%k% - - - - - - -

3 2 + 0 - - *k% - *%k% - - - -

4 3+0 *% * *% _ _ _ _ _ _

5 0 +1 Kk * _ *% _ - * _ _

6 1 + 1 *% - - *% - - * - -

7 2 + 1 *% - - *k% - - *% - -

8 3+1 *kk _ _ *kk _ _ *% _ _

9 0+2 * - - * - - - - -
10 1+2 * - - - - = FrE - =
11 2+2 bl - - ** - - Xk . _
12 3 + 2 *k% - - *k% - - - - =
13 0 + 3 *% - - *% - - * - -
14 1+3 *x - - *x - = = - =
15 2+3 *kk _ _ KKk _ _ *% _ _
16 3 + 3 *k% - - *k% - - - - -

Tabla 9. Efecto de las diferentes combinaciones de MS + RCV (mg L) en la
formacion de callo, brote Unico y brote multiple, sobre diferentes tipos de explantes
de A. shawii goldmaniana. Escala semi cuantitativa + leve; + + media; + + + altay —
ausente.
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Al asociar la auxina con la citocinina las respuestas obtenidas fueron variadas, en
los explantes de meristemos de tallo se presento brotacion simple, brotacion multiple
y formacion de tejido calloso. En los explantes de hoja y raiz predominé la
produccion de tejido calloso y la necrosis temprana. Los callos de mayor crecimiento
y mejor apariencia provenian de explantes meristematicos seguidos de los
derivados de explantes de hoja. La callogénesis le otorga potencial para la
produccion de brotes via organogénesis indirecta como el A. americana en el que
se report6 brotacion multiple derivada de callos que fueron originados en explantes
de hoja (Chen et al., 2014).

B B| Meristemo de Tallo ™ B[l Hola Blll Raiz

[e2]

<
[22]
o o~ o~
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o o I o o
0 NECROSIS BROTE SIMPLE 2 CALLO 3 BROTACION
MULTIPLE

FRECUENCIA

NIVEL DE CRECIMIENTO

Figura 16. Analisis de frecuencia de la respuesta obtenida en la combinacién de los reguladores
vegetales BA / 2,4-D en los tres diferentes tipos de explantes. La amplia respuesta se reporta
en su totalidad de la siguiente manera: 0 muerte celular, 1= regeneracién que no se contoé dentro
de la brotacién por no ser multiple y tratarse de un solo individuo, 2= callo que se cuenta como
crecimiento multicelular y 3= brotacidon multiple, respuesta ideal esperada.

La respuesta morfogénica o nivel de crecimiento de los tres tipos de explantes (tallo,

hoja y raiz) muestran que los explantes de meristemo (tallo) nunca perdieron su

capacidad de auto regeneracion y totipotencia, presentando todos los niveles de

crecimiento, respaldando lo que la literatura sobre agaves sugiere, sobre que el
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tejido ideal para la propagacion in vitro en Agave son los meristemos basales. Estos
lograron su desarrollo gracias a que encontraron los nutrientes necesarios y las
condiciones que se lo permitieron, pero principalmente se debe a que los
meristemos son células indiferenciadas encargadas del constante y permanente
crecimiento de la planta, otorgandoles capacidad de division y un alto potencial de
diferenciacion a diferentes de tipos celulares (Bhojwani & Dantu, 2013). Los
explantes provenientes de tallo y raiz no prosperaron en tratamientos que contenian
un solo RCV, pero formaron callos en diferentes tratamientos que contenian los dos
reguladores, lo que nos permite inferir que los explantes de hoja y tallo de A. shawii
goldmaniana solo sirven para producir tejido calloso y para ello necesita la
interaccion de BA y 2,4-D. La buena respuesta de A. shawii goldmaniana para la
produccion de tejido calloso resulta ser muy prometedor para una futura proliferacion
de brotes por via organogénesis en segmento de hojas y tallo, como Valenzuela-
Sanchez et. al., (2006) que obtuvieron brotes generados a partir de callos sobre los
mismos explantes de hoja y tallo con el uso de 0.3 mg L 2,4-D mas 10 mg L de
BA.
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Figura 17. Respuesta segun el tipo de tratamiento aplicado al medio de cultivo, estos contienen
BA'y 2,4-D a diferentes concentraciones en mg L, T1 (0/0), T2 (3.0/0), T3 (0/3.0), T4 (2.0/2.0),
T5 (0/1.0). Nivel de respuesta 1 Brotacion simple, 2 Callo y 3 Brotacién. El tratamiento 4 con 2.0
mg L de cada RCV es el que indujo una brotacion mudltiple, los demas tratamientos solo
generaron brotacion simple y tejido calloso.

El tratamiento testigo presenté Unicamente brotacion simple en los explantes
provenientes de tallo, a diferencia de los explantes de hoja y raiz que en este mismo
medio (sin RCV) presentaron una rapida oxidacion provocada muy probablemente
por el dafio en el manejo humano; los mismos explantes de hoja y tallo se oxidaron
rapidamente en los tratamientos que contenian solo un tipo de regulador ya sea BA
2,4-D en solitario y los cambios morfogénicos en explantes de raiz y hoja solo se
presentaron en tratamientos donde existia una combinacion de los dos RCV,
evidenciando que la sinergia de estos dos reguladores de crecimiento estimula en
A. shawii shawii la formacién de callo en explantes de hoja y de raiz.

Los explantes provenientes de raiz tuvieron respuesta mas baja a los diferentes

tratamientos en general y al igual que en la hoja nunca reaccionaron a la aplicacién
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de 2,4-D solo. El resultado que destaca es el crecimiento mayor del callo que fue
con en el tratamiento de 2.0 mg L't BA mas 2.0 mg L* de 2,4-D, demostrando que

la sinergia de estos reguladores mejora los resultados.

Nivel de crecimiento Tejido Contenido de BA
CBA-CB2HD
0 necrosis I  Meristemo de tallo negativo CBA<C2HD
1 regeneracion I Hoja 0 CBA=C2HD
2 callo Il Raiz positivo CBA>C2HD
3 brotacion

Tabla 10. Datos y férmula utilizados para graficar los resultados de la combinacién de citocinina

(BA) con auxina (2,4-D) en diferentes tipos de explante.

Para graficar la respuesta obtenida de la combinacion de los dos grupos principales
reguladores de crecimiento (auxina-citocininas) se utilizé la formula CBA-C2,4-D
donde CBA es el contenido de Benciladeninay C2,4-D es el contenido de 2,4-D, de
esta manera tenemos que los resultados obtenidos cuando la cantidad de citocinina
(BA) sea mayor que la cantidad de auxina (2,4-D) seran positivos, cuando la
cantidad de auxina (2,4-D) sea mayor que la de citocinina (BA) los resultados
obtenidos seran negativos y cuando los RCV estén en la misma cantidad los

resultados seran igual a cero (figura 15).
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Respuestas morfogenicas en funcién de la proporcion

de RCV
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Figura 18. Respuestas obtenidas los diferentes tratamientos con la combinacion de citocinina
(BA) con auxina (2,4-D), con la formula CBA-CB2HD. Los resultados obtenidos cuando la
cantidad de citocinina (BA) es mayor que la cantidad de auxina (2,4-D) se grafican en la recta
positiva; cuando la cantidad de auxina (2,4-D) es mayor que de citocinina (BA) los resultados se
grafican en la recta negativa y cuando los RCV estén en la misma cantidad se graficaran en el
eje del cero. El nivel de crecimiento es 0 Necrosis, 1 regeneracion, 2 callo y 3 brotacién multiple;

Bl es el explante de tallo, Bll explante de hoja y Blll explante de raiz.

Se puede apreciar de manera general que en este experimento que la mayoria de
las respuestas positivas como formacién de tejido calloso y brotes se presentan
cuando el RCV estd en equilibrio, confirmando que la sinergia de estos dos
reguladores mejora los resultados en todos los tipos de explantes de (tallo, hoja 'y

raiz) para A. shawii goldmaniana.
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Figura 19. Generacion y crecimiento de tejido calloso celular en explantes de hoja al inocularse
en medio MS afiadido con auxinas y citocininas en mg L. Tratamiento 1.0 BA + 1.0 2,4-D (a);
tratamiento 3.0 BA + 2.0 2,4-D (b); tratamiento 3.0 BA + 3.0 2,4-D (c); tratamiento 0 BA + 1.0
2,4-D (d); tratamiento 2.0 BA + 3.0 2,4-D (e) y (f).
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Figura 20. Produccion de tejido calloso en explantes provenientes de hoja, cultivados en medio
MS con auxinas mas citocininas en mg L. Tratamiento 2.0 BA + 2.0 2,4-D (a); tratamiento 2.0

BA + 1.0 2,4-D (b); tratamiento 1.0 BA + 1.0 2,4-D (c); tratamiento 0 BA + 1.0 2,4-D (d);
tratamiento 2.0 BA + 3.0 2,4-D (e) y (f).
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Figura 21. Generacion y crecimiento de callo en explantes provenientes de raiz, inoculados en
medio MS con auxinas y citocinina mg L. Tratamiento control con explantes de raiz de A. shawii
goldmaniana después de 120 dias de incubacién en medio MS y 2.0 mg L* BA + 1.0 de 2,4-D
(a); tratamiento 3.0 BA + 1.0 de 2,4-D (b); tratamiento 0 BA + 2.0 2,4-D (c); tratamiento 1.0 BA
+ 1.0 2,4-D (d); tratamiento 2.0 BA + 2.0 2,4-D (e); tratamiento 3.0 de BA + 3.0 2,4-D (f).

7.3. Aclimatacién y trasplante de plantulas obtenidas in vitro para su vida ex
vitro.
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Durante las 15 semanas de contingencia sanitaria las plantas que permanecieron
en el mismo frasco donde se sembraron formaron raices primarias y raices
adventicias, también se observo una auto limitacién de crecimiento foliar y desarrollo
total y parcial del sistema radicular, permitiendo con esto su paso a la aclimatacion
y posterior trasplante a sustrato. El sustrato utilizado fue de turba y perlita en una
relacion de 1:1, en condiciones de radiacion solar reducida de 70% mediante
sombra, temperatura de 24°C, riego somero diario para mantener el sustrato a
capacidad de campo. Se utilizé las primeras 2 semanas un domo plastico que
mantenia la humedad relativa de 50 a 70% que ayudo a la transicién in vitro a ex
vitro.

Composicién del Plantas
Sustrato NGmero %
plantas por Pudricion Enraizada Sobreviviente
maceta
Perlita + turba uno 29% 70% 70%
Perlita + turba conjunto 35% 65% 65%

Tabla 11. Porcentaje de sobrevivencia de plantas de A. shawii goldmaniana después de 6
semanas de aclimatacion, se tomaron como plantas sobrevivientes solo aquellas que tenian
formacién de hojas nuevas.

Enriquez-del Valle et al., (2013), sugiere que en esta etapa las plantulas deberian
ser subcultivadas para su enraizamiento en un medio MS al 100% y una pequefia
cantidad de auxina (1.0 mg L' de AIB) para estimular el crecimiento de raices
adventicias.

En esta etapa final de la micropropagacién las plantulas obtenidas en los
experimentos anteriores fueron aclimatadas y trasferidas a contenedores con
sustrato en condiciones de invernadero, para que lograran adaptarse a las futuras
condiciones ambientales ex vitro. Las plantulas se aclimataron paulatinamente en el
invernadero para evitar el estrés de la rapida transferencia de incubacién en

laboratorio a la zona de aclimatacién o invernadero.

Esta ultima etapa fue posible gracias a que las plantulas desarrollaron raices
adventicias por su mismas después de 4 meses de estar en el mismo frasco y medio

en el que fueron inoculadas para su brotacion (figura 22 a), el enraizamiento puede
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deberse a una sintesis enddgena de auxinas en los brotes, como se ha registrado
en algunos estudios donde los agaves son sembrados en medios de cultivos sin
auxinas y la planta comienza una sintesis endodgena de este regulador, induciendo
asi la formacion organogénica de raices adventicias; estas sustancia son
producidas en las hojas y luego se trasportan al tallo donde se estimula la formacion
de raices (Enriquez-del Valle, et al., 2005).

La figura 22 b muestra como algunos racimos de brotes multiples tenian
desarrollado el sistema radicular de las plantulas de manera independiente y
lograron ser separadas para su aclimatacion de manera individual (figura 22 d), pero
otros conjuntos de brotes presentaban raices adventicias en solo algunas, por ello
se decidié pasar el conjunto de brotes sin ser separados a macetas de mayor
tamafo con el fin de evitar mayor dafio a las plantulas y aumentar sus posibilidades
de sobrevivencia como lo muestra la figura 23 b. Las condiciones en las que se
mantuvieron fueron las mismas que en las plantulas trasplantadas individualmente

en charolas con cavidades independientes (figura 23 c).

El porcentaje de sobrevivencia fue de 70% de plantulas con formacion de raices
independiente y 65% para conjuntos de brotes con raices compartidas; aunque las
plantas habian formado raices por produccion enddgena al acabarse las citocinina
del medio de cultivos, situacién que permitié saltar la etapa de enraizamiento, los
resultados indican que muy probablemente el subcultivo de las plantas a
tratamientos para su enraizamiento daria a la planta mayor oportunidad de fortalecer
su morfologia en general pero principalmente ganaria fortaleza su morfologia en
general pero principalmente en su sistema radical por lo que no se recomienda
saltar la tan importante fase. Estas plantas deben permanecer en condiciones de
invernadero hasta que tengan de 35 a 50 cm de tamafio para una plantacion
definitiva a suelo (Binh et al., 1990).

Cabe mencionar que durante la investigacion se presentaron acontecimientos
extraordinarios como fue la aparicion de la pandemia provocada por el SARS-CoV2,
gue paralizo las actividades en aulas y laboratorios, situacién que nos obligo a
replantear y adaptar el presente estudio; lo reportado deja lineas de investigacion

abiertas para su futura mejora.
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Figura 22. Plantulas después de la aclimatacién en proceso de trasplante (a), plantulas después
de la remocién de los restos de medio de cultivo (b); plantulas en secado de sistema radical

para su trasplante a sustrato (c); siembra individual de plantulas en charolas con sustrato 1:1 de
perlita y turba (d).
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Figura 23. Trasplante de complejo de brotes (a), en macetas son sustrato de turba y perlita en
una relacion de 1:1; secado de raices para cicatrizacion de heridas, se observa el sistema
radicular compartido (b); conjunto de brotes sembrados en maceta para evitar el mayor dafo
posible (c).
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8. CONCLUSION

En el presente trabajo se demostré que es posible la propagacion in vitro de las
especies A. shawii goldmaniana y A. shawii shawii, para las que no existia

antecedentes su manejo biotecnoldgico.

El uso y la concentracion de Regulador de crecimiento desempefio un papel
importante para la formacion de brotes, por favorecer la multiplicacion y

diferenciacion.

El protocolo de micropropagacion con la inoculacion de meristemos de tallo en un
medio de cultivo MS adicionado con 2.0 mg L de BA, del cual se pueden obtener
hasta 7 brotes por explante en un lapso de 120 dias, como una alternativa para la

propagacion masiva de Agave shawii para su aprovechamiento y conservacion.

Aunque la cantidad de brotes multiple obtenida se considera aceptable, se
encontraron individuos que desarrollaron tejido calloso y estos mismos callos
presentardon mayor cantidad de brotes resultaron ser mucho mejores por lo que se
sugieren que en futuros estudios se trabaje propagacion via organogénesis

indirecta.

La utilizacién de auxina y citocinina (BA 'y 2,4-D) en el A. shawii golmaniana tuvo un
efecto de callogénesis en los tres tipos de explante (tallo, hoja y raiz). Los
tratamientos con dosis equilibradas de BA 'y 2,4-D se presentaron brotacion multiple
y formacion de tejidos callosos de mayor volumen, por lo que se sugiere la

asociacion de estos dos RCV para estudios de organogenesis indirecta.

Estas plantas lograron ser aclimatadas en un sustrato de 1:1 de perlita y turba, con
un riego diario en condiciones de radiacién solar reducida de 70% mediante sombra,

y a una temperatura de 24°C y riego somero diario.
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