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RESUMEN

En este trabajo se evaluo la efectividad de diferentes combinaciones de reguladores
de crecimiento vegetal para la induccién y crecimiento de tejido calloso en Agave
potatorum y Agave guiengola para después evaluar la induccién y el crecimiento de
estas en tres diferentes sistemas de crecimiento vegetal (semisdlido, medio liquido
con agitaciéon y biorreactor de inmersién temporal tipo tanques gemelos).
Posteriormente se realiz6 un analisis cuantitativo para la determinacion de

saponinas y fructanos en el tejido calloso obtenido.

El mejor tratamiento para la induccion de tejido calloso para A. potatorum fue la
combinacion de 3 mg/L BA 'y 2 mg/L de 2,4-D, ya que el 75% de los explantes
generaron callo, solo el 8 % de los explantes generaron brotes, y solo el 17 % de
los explantes necrosaron. En A. guiengola dos tratamientos indujeron formacion de
tejido calloso en mas del 80% de los explantes, fueron en las combinaciones de 1
mg/L 2,4-D con 3 mg/L BA, y 3 mg/L ANA con 7 mg/L BA. Considerando que ambos
tratamientos obtuvieron resultados similares, se selecciond el tratamiento con las

concentraciones de 1 mg/L 2,4-D con 3 mg/L BA.

Posteriormente, con esas concentraciones se evalud la induccion de callo en tres
sistemas de cultivo de tejidos vegetales: medio semisélido, en medio liquido en
agitacion y biorreactores de inmersion temporal tipo tanques gemelos. En A.
potatorum tanto los explantes cultivados en biorreactor como en medio liquido en
agitacion se hiperhidrataron; mientras que en A. guiengola, se logré inducir callo en

medio liquido en agitacion.

En cuanto a crecimiento de tejido calloso, en A. potatorum comparando los tres
sistemas de cultivo empleando renovaciéon periddica del medio de cultivo, tanto en
medio liquido como semisélido hubo un mayor crecimiento de tejido calloso, que
empleando biorreactores, mientras que sin renovacion del medio se obtuvo la menor
acumulacién de biomasa. En A. guiengola, tanto con renovacidn como sin
renovacion de medio de cultivo, el sistema con el que se obtuvo mayor cantidad de

biomasa y mejor respuesta fue en medio liquido con agitacion.



Se encontrd que el tejido calloso tanto de A. potatorum como A. guiengola logra
sintetizar saponinas y fructanos, aunque en menor cantidad que una planta ex vitro.
El contenido mas alto de saponinas en A. potatorum en tejido calloso fue de 2.57 +
0.29 mg/g de extracto y de A. guiengola fue de 2.69 + 0.31 mg/g de extracto. En A.
potatorum el contenido de fructanos mas alto fue de 1.81 £ 0.06 % de peso de
fructanos/peso de tejido y para A. guiengola de 4.45 + 2.70 % de peso de

fructanos/peso de tejido.



ABSTRACT

The effectiveness of different combinations of plant growth regulators for the
induction and growth of callus tissue in Agave potatorum and Agave guiengola was
evaluated. The induction and growth of callus tissue was then assessed in three
different plant growth systems (semi-solid, stirred liquid medium, and twin-tank
immersion bioreactor). A quantitative analysis was subsequently performed to
determine the presence and amount of saponins and fructans in the obtained callus

tissue.

The best treatment for callus induction in A. potatorum was the combination of 3
mg/L BA and 2 mg/L 2,4-D, since 75% of the explants generated callus, only 8% of
the explants generated shoots, and it had a 17 % of necrotic explants. In A.
guiengola, two treatments induced callus formation in more than 80% of the
explants: the combinations of 1 mg/L 2,4-D with 3 mg/L BA, and 3 mg/L ANA with 7
mg/L BA. Considering that both treatments gave similar results the treatment with

concentrations of 1 mg/L 2,4-D with 3 mg/L BA was chosen.

Subsequently, callus induction was evaluated using these concentrations in three
plant tissue culture systems: semisolid medium, stirred liquid medium, and twin-tank
immersion bioreactor. In A. potatorum, explants grown in bioreactor and in stirred
liquid medium were hyperhydrated; while in A. guiengola, callus induction was

achieved in stirred liquid medium.

Regarding callus growth, in A. potatorum, comparing the three culture systems using
periodic renewal of the culture medium, both in liquid and semi-solid media, there
was greater callus growth than in bioreactors, while without renewal of the medium,
lower weight was obtained. In A. guiengola, both with and without renewal of the
culture medium, the system that obtained the greatest amount of biomass and the

best response in terms of necrosis was the agitated liquid medium.

It was found that the callus tissue of both A. potatorum and A. guiengola can
synthesize saponins and fructans, although in lower quantities than in ex vitro plants.

The highest saponin content in A. potatorum in callus tissue was 2.57 + 0.29 mg/g
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of extract, and in A. guiengola it was 2.69 * 0.31 mg/g of extract. Regarding fructans,
the highest content in A. potatorum was 1.81 £ 0.06 % fructans/tissue weight, and

4.45 + 2.70 % fructans/tissue weight obtained with A. guiengola.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios el interés por la conservacion de los agaves ha incrementado
debido a su importancia tanto social, como cultural y econémica. Con el uso de
herramientas biotecnoldgicas se puede fomentar el uso regulado y la conservacién
de las distintas especies de agaves, todas ellas con igual importancia biologica. Una
de estas herramientas es el cultivo in vitro, que consiste en el cultivo de plantas,
organos o tejidos vegetales bajo condiciones controladas (como lo es la
temperatura, humedad, fotoperiodo, componentes nutritivos del medio y luz)
simulando un ambiente artificial (Abdalla et al., 2022). Requiere de condiciones
asépticas que permitan mantener la planta libre de patégenos, asi como una
exhaustiva seleccion del explante, tejido vegetal aislado de una planta madre, que
cumpla con las caracteristicas que se buscan (Abdalla et al., 2022; Hasnain et al.,
2022).

Debido al control que provee el cultivo in vitro, se ha utilizado esta técnica para
reproduccion de plantas libres de patégenos, crecimiento rapido de plantas dificiles
de propagar y la conservacion y reproduccion de especies amenazadas (Abdalla et
al., 2022). Powers & Backhaus (1989) utilizaron esta técnica para la conservacion
del Agave arizonica Gentry y Weber usando medio MS con 2,4-D, el cual se
consideraba una planta amenazada en el estado de Arizona. En México, se han
hecho estudios para conservacion de diferentes especies de agaves mediante las
técnicas de cultivo in vitro que han permitido la obtencién de brotes y desarrollo de
plantas hasta llevar a invernadero (Martinez-Rodriguez et al., 2022; Téllez Torres

et al., 2023), para posteriormente llevarlas a campo.

El cultivo in vitro de plantas ha demostrado ser eficiente para la obtencion de cultivos
de 6rganos, como raices transformadas y embriones; de igual manera se pueden
obtener células en suspension, protoplastos y tejido calloso (Hasnain et al., 2022;
Jin et al., 2020; Steinmacher et al., 2007).

Las investigaciones para la produccion de metabolitos de alta importancia para la
industria a partir de tejido calloso se han vuelto un elemento importante en la
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biotecnologia ya que, otorgan la ventaja de que su crecimiento es mas rapido y
controlado (Dabuwar et al., 2019; Espinosa-Leal et al., 2018; Jin et al., 2020).

En Agaves se han realizado investigaciones para la extraccion de metabolitos de
interés como lo son compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas, fructanos,
alcaloides, triterpenos, entre otros (Camacho et al., 2020; Delgado-Alvarado et al.,
2021; Duran et al., 2021; Lopez-Romero et al., 2023; Montahez-Soto et al., 2011;
Soto-Rodriguez, 2020). Dichos compuestos de interés suelen almacenarse en las
hojas y raices de la planta dependiendo de su edad y factores ambientales
(Camacho et al., 2020)

En los agaves estos metabolitos se suelen extraer principalmente de las hojas y
raices, por lo que se requieren de cultivos adultos o en cierta etapa de madurez
para poder realizar la extraccion (Camacho et al., 2020; Omodamiro et al., 2024).
Sin embargo, con las nuevas tecnologias se espera que sea posible realizar esa
extraccion directo de las plantas o callos crecidos en laboratorio, cultivados in vitro
(Dabuwar et al., 2019).

El tejido calloso se puede cultivar in vitro en biorreactores o en medio semisdlido,
permitiendo la produccion de los metabolitos a gran escala (Sanchez-Calvo &
Alvarenga-Venutolo, 2015), al manipular las condiciones para que haya un
crecimiento anormal de las células desdiferenciadas y obtener el metabolito o

producto deseado.

Este trabajo se enfocé en comprobar si se mantiene la produccién de saponinas y
fructanos en el tejido calloso del agave, asi como en la cuantificacion de estos en
caso de observar su presencia. Las saponinas son producidas en la pulpa de las
hojas, y tienen diversas propiedades farmacoldgicas (Hernandez et al., 2005), como
efecto expectorante, diurético, antiinflamatorio, anti estresante y como estimulante
(L6pez-Luengo, 2001); por su parte, los fructanos; son glucésidos complejos
compuestos de cadenas de fructosa que se encuentran mayormente como inulinas

en los agaves (Alvarado-Loza et al., 2017).
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1. MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES Y CARACTERISTICAS DE LOS AGAVES

Los agaves, también conocidos como magueyes, son plantas monocotiledoneas,
generalmente suculentas. Estas son parte de la cultura mesoamericana desde hace
10,000 anos (Mora-Lopez et al.,, 2011) siendo utilizados principalmente como
vestimenta y alimento, ya que las fibras de los agaves se utilizaban para creacion
de textiles y accesorios, las flores y parte de la penca eran consumidos como
alimento, mientras que el tallo, mejor conocido como pifia, se utilizé para elaborar
bebidas alcohdlicas (Alducin-Martinez et al., 2022; Figueredo et al., 2015; Kancab-
Uc, 2016).

Actualmente los agaves son aprovechados con diferentes propdsitos: para
elaboracién de alimentos y textiles; como forraje y material de construccién; uso
medicinal; elaboracion de productos de limpieza (fig. 1). Para la industria
farmacéutica y alimenticia es relevante la obtencion de fructooligosacaridos,
derivados de la sintesis de los fructanos del agave, los cuales son utilizados como
prebidticos y fibras dietéticas, mejorando las funciones intestinales, el proceso de
digestion y la estimulacion del sistema inmune (Avila-Fernandez et al., 2011; Lépez
et al., 2003).
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Alimentos:
* Penca para barbacoa, tamales y

mixiote.
* Dulces del quiote y miel de la coccién
de las hojas.
* Flores asadas
Medicinal: + Obtencion de aguamiel Vestuario y textiles:
« Savia o pulpa para cicatrizacion. « Ixtle de la penca y la pifia.
¢ Miel de la pifa para problemas T « Morrales, cuerdas,
gastricos. hamacas, tapetes, bolsas
* Uso de las espinas para suturar. y vestidos de las fibras

« Obtencion de principios activos como
fructanos.

Agricola:

» Forraje para ganaderia

« Biocombustibles a partir del bagazo
« Plaguicidas a partir de saponinas

Productos de limpieza:

« Champu, jabon y
detergentes a partir de las
saponinas de la pulpa

Construccion:

« Cercas, corrales y canales de
agua a partir del quiote.

« Pencas para construccién de
techos de las casas.

Figura 1. Usos del agave (Espinoza-Barrera, 2015; Nava-Cruz et al., 2015)

Ademas, en las ultimas décadas se ha impulsado el estudio del uso de algunas
especies de agaves como materia prima para la elaboracién de biocombustibles,
particularmente sus residuos agricolas, como el bagazo obtenido después de haber
sido procesado o las vinazas de la industria de destilados (Garcia-Depraect et al.,
2020; Osuna-Laveaga et al., 2020).

El género Agave pertenece al orden Asparagales y tiene mas de 200 especies
(Equiarte et al., 2021; Garcia-Mendoza, 2002), y 47 categorias (taxas)
intraespecificas (Garcia-Mendoza, 2002). México alberga aproximadamente el 75%

de las especies de este género (Garcia-Mendoza, 2002).

Los agaves se encuentran desde la parte sur de Estados Unidos hasta Sudamérica
incluyendo una parte de Colombia y Venezuela (Garcia-Mendoza, 2002), y se
distribuyen mayoritariamente en las zonas templadas y aridas, siendo México el

centro de origen y diversificacién de este grupo de plantas.

La amplitud de la zona de distribucidn se debe a que estas plantas se adaptan mejor
a temperaturas de los 10 °C a 25 °C, con una altitud que va de los 1500 a 2000 m

14



sobre el nivel del mar. Se adaptan mejor a suelos francos y arcillosos ricos en hierro
y pH de 6.0 a 8.0 (Alvarez- Sanchez et al., 2010) . Los agaves son plantas xeréfitas,
es decir, plantas que desarrollaron ciertas adaptaciones para poder sobrevivir en
climas muy calidos y con poca precipitacion, por o que son capaces de habitar en
un ambiente con escasez de agua, cambios abruptos de temperatura y sequias

extremas (Giraldo-Cafas, 2020).

Poseen hojas arregladas en rosetas en el apice de un tallo, lo que les permite que
cuando llueva o se forme rocio, las hojas puedan capturar y dirigir el agua hacia las
raices (Espinoza-Barrera, 2015). El tamafo, forma y espesor de las hojas (fig. 2)
varia dependiendo de la especie; pueden tener desde los 50 cm hasta los 2 m de
longitud (CONABIO, 2021). Tienen fibras en abundancia que las protegen y les
otorgan rigidez, debido a una alta concentracion de lignina (Sanchez-Galindo,
2010). Las hojas y el tallo presentan suculencia, la cual es una caracteristica que

les permite almacenar grandes cantidades de agua (Garcia-Mendoza, 2007).

Figura 2. llustraciones de las diferencia fisicas entre las distintas especies de agaves. (Garcia-
Mendoza, 2007, 2010; Garcia-Mendoza & Sandoval-Gutiérrez, 2019; Jiménez-Pérez et al., 2021;
Romero-Galvan, 2018)
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Las hojas presentan una capa de cera epicuticular que disminuye la
evapotranspiracion y las protege contra insectos y ciertos patégenos (Guerra de
Ledn et al., 2007; Ortegdn-Campos, 2005; Pérez-Espafa et al., 2022). Dicha capa
esta constituida principalmente por grupos de acidos grasos, hidrocarburos y
algunos ésteres (Guerra de Ledn et al., 2007). Otra adaptacion para evitar la pérdida
excesiva de agua se presenta en los estomas, los cuales se abren solo en la noche,

momento en el que hacen el intercambio gaseoso (Pérez Espafa et al., 2022).

Los agaves viven entre 8 y 20 anos, y son conocidos por su lento crecimiento. La
mayoria de las especies son perennes monocarpicas, lo que significa que florecen
una sola vez, marcando asi el fin de su ciclo vital, siendo la floracién su ultima etapa
(Nava-Cruz et al., 2015).

Su reproduccion puede ocurrir tanto de forma sexual como asexual. En cuanto a su
reproduccion sexual, el tallo floral, conocido vulgarmente como quiote, nace
directamente del centro de la roseta y llega a medir hasta 10 m; el quiote esta
desprovisto de hojas, pero presenta varias ramificaciones de las cuales salen los

racimos de flores (De la Torre et al., 2018) (fig. 3).
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Figura 3. Esquema de la morfologia general de los agaves (Gallardo-Valdez, 2017).

Los agaves con inflorescencias paniculadas son polinizados por murciélagos
mientras que los que tienen inflorescencias espigadas son polinizados
principalmente por insectos. También pueden ser polinizados por aves, como los
colibries. Esta variacion en los agentes polinizadores permite una polinizacion tanto

nocturna como diurna (Garcia-Mendoza, 2007).

La floracién ademas da pauta a la despolimerizacion de los fructanos en las hojas,
de esa manera la planta obtendra la energia extra requerida para la floracion
sacrificando los nutrientes almacenados en la hoja (Godinez-Hernandez et al.,
2015; Marquez-Lopez et al., 2022).

La reproduccion asexual consiste en la clonacién de la planta madre mediante
hijuelos que crecen directo en la raiz principal, o bulbillos que se forman en la
inflorescencia (Garcia-Mendoza, 2007). Esta capacidad de generar hijuelos y

bulbillos confiere al agave una ventaja significativa al posibilitar su reproduccién
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mediante un método alternativo, asegurando asi la continuidad de generaciones de
plantas. Sin embargo, no todas las especies de agaves pueden generar hijuelos y
su tiempo de madurez sexual es muy lento (de 5 hasta 15 afos dependiendo de la

especie).

1.1.1. Agave guiengola Gentry
A. guiengola es una especie endémica de Oaxaca, usada para ornato; crece solo
en el Cerro Guiengola, en una superficie de aproximadamente 10 000 km?, lo que

la convierte en una especie micro endémica (Garcia-Mendoza & Galvan-V., 1995)
(fig. 4).

Se encuentra al pie y en las paredes de la montafia y es muy susceptible a la erosiéon
del suelo. Se ha reportado que en la parte baja de la montana se lleva a cabo la
extraccion de marmol (Garcia-Mendoza, 2002), lo que a mediano o largo plazo
podria destruir el habitat, por ello, esta categorizada como una especie amenazada
(Alducin-Martinez et al., 2022; Garcia-Mendoza & Sandoval-Gutiérrez, 2019)
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Figura 4. Distribucién geografica de Agave guiengola (Vargas-Valencia, 2017)

A. guiengola tiene de 25-30 hojas por roseta, con una longitud de 45 a 76 cm (fig.
5); son ovaladas a ovado-lanceolada. Poseen un color verdeazulado y presentan en

los margenes pequenas espinas dentadas de color rojo oscuro (Starr, 2022; Garcia-
Mendoza & Franco-Martinez, 2018).
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Figura 5. Agave guiengola en su habitat natural (Starr, 2022)

La etapa de florescencia ocurre durante los meses de febrero y marzo, y el quiote
llega a medir de 1.6 a 2 m de altura. Esto especie también genera hijuelos, pero

solo algunos individuos tienen esa capacidad (Gentry, 1982; Starr, 2022).

1.1.2. Agave potatorum Zucc.
Agave potatorum crece en las zonas desérticas desde Puebla hasta el sur de
Oaxaca. Este agave tiene un alto interés comercial dado que de él se obtienen los
azucares para el destilado de mezcal tébala, para lo que se utilizan principalmente
individuos silvestres, lo que lo ha convertido en una especie amenazada (Garcia-
Mendoza, 2010).

Las rosetas de este agave tienen de 30-60 cm de alto; puede tener hasta 60 hojas
por planta, de un color plateado con la pulpa de color liliaceo y presentan en la punta
una espina color rojiza de 4 cm (fig. 6). Esta especie florece de fines de agosto a
noviembre, siendo la época fructifera de noviembre a marzo; esporadicamente

llegan a producir de 1 a 3 hijuelos (Garcia-Mendoza, 2010).
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Figura 6. Caracteristicas de Agave potatorum: A. roseta; B. hoja; C. inflorescencia; D. bractea del
pedunculo; E. flor; F. flor disecada; G. detalle de la insercion del filamento; H. estilo y estigma; I.
capsula; J. semilla (Garcia-Mendoza, 2010).

1.2. METABOLISMO CAM

Los agaves presentan una notable ventaja adaptativa al emplear el metabolismo
acido de las crasulaceas (CAM, por sus siglas en inglés), una ruta metabdlica
especializada que les permite fijar dioxido de carbono (CO,) atmosférico durante la
noche mediante la accién de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC). Este
mecanismo les permite mantener los estomas cerrados durante el dia, lo que reduce
significativamente la pérdida de agua por transpiracion en ambientes aridos y
semiaridos (fig. 7) (Gil-Marin et al., 2006).

La PEPC fija el CO, nocturno uniéndolo al fosfoenolpiruvato (PEP), una molécula
de tres carbonos, para formar acido malico, un compuesto de cuatro carbonos que
se almacena en las vacuolas, provocando su acidificacién al acumularse (Forseth,
2010). Durante el dia, cuando los estomas permanecen cerrados, el acido malico
es descarboxilado, liberando CO, que es redirigido al ciclo de Calvin para la sintesis
de carbohidratos (Andrade et al., 2007; A. J. Garcia-Mendoza, 2007).
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Ademas de que esta estrategia resulta en un uso mas eficiente del agua, el
metabolismo CAM influye directamente en la produccién y acumulacién de
metabolitos secundarios en los agaves, como saponinas, flavonoides y compuestos
fendlicos. Estos metabolitos no solo cumplen funciones ecoldgicas, como la defensa
frente a herbivoros y estrés abiotico, sino que también tienen un alto valor en las

industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética CITA.

Cabe senalar que la produccion de metabolitos secundarios no es exclusiva de las
plantas con metabolismo CAM, ya que también ocurre en especies con otros tipos
de fotosintesis (Cz y C,); sin embargo, en el caso de los agaves, el CAM proporciona
un contexto fisiolégico particular que favorece la regulacion diferencial de estas
rutas biosintéticas bajo condiciones de estrés hidrico y alta radiacion, ya que
diversos estudios sugieren que la actividad fotosintética CAM puede modular rutas
biosintéticas clave mediante sefiales metabdlicas y hormonales, lo cual refleja una
estrecha conexion entre el metabolismo primario y la biosintesis de compuestos

especializados en estas plantas (Abraham et al., 2016).

Figura 7. Diagrama del mecanismo fotosintético CAM comparado con C3 y C4. (Agrokrebs, s.f).
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1.2.1. SAPONINAS
Las saponinas esteroidales se producen por lo general en plantas de las familias de
la clase Monocotiledénea, como son Liliaceae, Agavaceae, Dioscoreaceae y
Amaryllidaceae (Hernandez et al., 2005). Las saponinas son una familia diversa de
glucésidos triterpénicos o esteroidales, y su perfil cromatografico puede variar
ampliamente debido a las multiples posibilidades de sustitucion en sus agliconas y

cadenas de azucares (Gongora Chi et al., 2022).

Las saponinas son esteroides derivados de los triterpenoides, provenientes de la
ruta del mevalonato (fig. 8), constituidas por un elemento soluble en lipidos
(sapogenina o aglicona) y uno soluble en agua (cadenas de glucosa) (Duran et al.,
2021), por lo que estos compuestos disminuyen la tension superficial en el agua,
dandoles propiedades emulsificantes y espumosas (Li et al., 2023; Upadhyay et al.,
2018).

23



AcetilCol —  Acido Mevaldnico

|

Cicloartenol =+—— Escualeno

l

LIy~ oo
LL‘iS l_CtLr\/:m

Figura 8. Origen y sintesis de saponinas esteroidales (Alcazar-Valle, 2016).

Dependiendo a su estructura, estas se pueden dividir en tipo espirostano y en
furostano, las primeras constan de 27 carbonos mientras que las furostano constan
de 26 carbonos con un enlace glicosilado en el C26 (fig. 9) (Alcazar-Valle, 2016;
Lopez-Luengo, 2001; Sidana et al., 2016)

La aglicona determina la clasificacion de las saponinas, estas pueden ser
esteroidales (C27) o triterpenicas (C30) siendo las esteroidales las que se
encuentran en plantas monocotiledéneas como los agaves (Alcazar-Valle, 2016;
Duran et al., 2021; Sparg et al., 2004).
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Figura 9. Estructura de las saponinas: a) espirostano; b) furostano.

(Alcazar-Valle, 2016)

Las saponinas actuan como moléculas de defensa de los agaves contra el
crecimiento de hongos, levaduras y bacterias debido a su capacidad detergente
(Alcazar-Valle, 2016) asi como por su capacidad de incrementar la permeabilidad

de las paredes celulares (Hernandez et al., 2005).

La sintesis de las saponinas en el agave se realiza mayoritariamente en las hojas,
que es en donde se ha reportado una mayor concentracion de estas (Alcazar-Valle,
2016; Hernandez et al., 2005; Pérez et al., 2013), derivado de una respuesta al
estrés (Gongora-Chi et al., 2022); aunque también se ha reportado en menor

proporcion en las raices y en las flores (Sidana et al., 2016).

En varias especies de agaves como A. sisilana, A. tequilana, A. salmiana, A.
durangensis y algunas otras, se han reportado diferentes estructuras de saponinas
que llegan a sintetizar en las hojas, la floracién y las raices (Alcazar-Valle, 2016;
Almazan-Morales et al., 2022; Delgado-Alvarado et al., 2021; Duran et al., 2021;
Hernandez et al., 2005; Pérez et al., 2013; Sidana et al., 2016). Sin embargo, no se
han reportado trabajos en donde se caractericen y cuantifiquen en los agaves de
este estudio.
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1.2.2. FRUCTANOS

Los fructanos son polimeros de fructosa que se forman a partir de una molécula
inicial de sacarosa, y poseen un residuo de glucosa como grupo terminal. Se
clasifican de acuerdo con el enlace entre los residuos de fructosilo
(fructoolicosacaridos) y a la glucosa en el grupo seis (Cruz-Cardenas, 2015;
Gonzalez-Diaz et al., 2020). La diferencia estructural de los enlaces determina la
eficiencia metabolica de la planta y su capacidad de ramificacién y elongacion al
afadir residuos de fructooligosacaridos (Garcia-Villalba et al., 2023; Regalado
Renteria et al., 2021).

La 1-kestosa es el fructano tipo inulina mas simple; se forma cuando una molécula
de sacarosa transfiere su residuo de fructosa al residuo de fructosa de otra sacarosa
mediante la enzima sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST). Luego, a
partir de la 1-kestosa se pueden formar fructanos como inulina con mayor grado de
polimerizacion gracias a la accion de la enzima 1-FFT; o neoseries de inulina,
levanos, neoseries de levanos, graminanos y agavinas (fig. 10). Una vez
sintetizados, los fructanos se almacenan en las vacuolas celulares (Gonzalez-Diaz
et al., 2020).

26



Traspaso [1-55T) « rh:g

| 1 + ]
1 CHOH H P gueom = O o
H = CHAM ; iy t} CHEH Ho CH:
§ Hu 0 iy TR o L SRR, HO
O M " HO- - ¥ 1 MO T \ H
oH 0\ HD ™ ow o \H KO hi H o g
H { H LVl P Y [
| CH:0M CHzM oH 0 - |
HO H HO e H H HO CH3OH
—
Sacarosa donante Sacarosa aceplora L-Kestoss MO H
de fructosa de fructasa
CHAOH Bifurcosa
CHAOK
I
1-Kestosa hu ol CHal)
i o) (6-SFT & 6-55T) W
ot—1 I ]
H o com ) CHOH \\. H Hif =— Graminanos
| HOH IO 04—
HO H H " Mg ) B oo HO nteon
HO i | ; A "" (a] N H
I OH s . wol HG TR o s
H & YoHoH  HO- L o

1-FFT 1 ] oH 07 \H MOy, | :
H [ /L/ WO A 4 - . -
I CH:OH ! u -
. 0 HC
HO .‘| H 16-55‘] MO H
HO- L H CHAOH
= on| 0 (6G-FFT)

H - | H

lon P com H
Q — HoML O i CHaH
HOCH: g | | I HH Yy i H
Inulina | { A OHL Neokestosa i 4wl chgh |
HO in W H r OH o 0 [y
| 0 ' o . 1
— [ , Sy HaO ( ’
CHr | HO HH g R 6-Kestosa g p-h—o M ’I‘T
HO — HO~ e y y ! I
0 OH -0 H  HY HO M
--n']'n. o H - l
! : HO H i
HO) u-l:l'-'”l
— Levanos
HO CH.OH Inulina neoserie

Figura 10. Sintesis de fructanos (Gonzéalez-Diaz et al, 2020).

Dentro de los fructanos que se encuentran en los agaves, estan: los graminanos,
con estructura ramificada y unidades de bifurcosa con enlaces B(2-1) y B(2-6); las
agavinas, con enlaces B(2-1) y B(2-6) en fructanos y neofructanos graminoides
ramificados; y las inulinas y agavinas, polimeros lineales de fructosa con enlaces

B(2-1) y una glucosa en el extremo (Gonzalez-Diaz et al., 2020).

Su degradacion se lleva a cabo gracias a las enzimas exohidrolasas fructosilicas
(EHF), las cuales liberan residuos de fructosa terminales para volverlas disponibles
en los procesos que requieran energia (Gonzalez-Diaz et al., 2020). Las EHF
desempenfian un papel importante en el metabolismo de las plantas, especialmente
durante procesos fisioldgicos que demandan grandes cantidades de energia bajo
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condiciones de estrés (Gonzalez-Diaz et al., 2020). Ademas de ser una fuente
esencial de carbono, los fructanos en plantas se han vinculado estrechamente con
la tolerancia a diversos tipos de estrés, actuando como osmoprotector en

condiciones adversas como calor, frio o estrés hidrico (Gonzalez-Diaz et al., 2020).

Los fructanos son el principal producto de la fotosintesis CAM en los agaves, los
cuales son sintetizados y almacenados en los estomas. En donde su principal
funcion es de almacenaje (Lopez et al., 2003). Los fructanos son almacenados en
el tallo hasta su fase reproductora, donde son utilizados para la etapa de floracién,
donde alcanzan la madurez fisiologica plena (Regalado Renteria et al., 2021). Por
ello, la concentracion y composicion de fructanos en agaves dependera
principalmente del estado fisioldgico (edad) y 6rgano que se estudie (Marquez-
Lopez et al., 2022; Regalado Renteria et al., 2021).

Se ha observado que la estructura de los fructanos es dependiente de la especie,
en diversos estudios en agaves se han encontrado estructuras similares en varias
especies como la inulina y las agavinas (Avila-Fernandez et al., 2011; Godinez-
Hernandez et al., 2015; Lopez et al., 2003; Marquez-Lopez et al., 2022). Dichos
compuestos son utilizados en farmacéutica por sus efectos en la modulacién del
microbiota promoviendo el crecimiento de bacterias benéficas (Huazano-Garcia
et al., 2017; Jackson et al., 2023)

En A. potatorum se han observado que predominan los fructanos de tipo agavina
con enlaces B(2—1) y B(2—6), lo que les da una estructura ramificada, siendo
extraidos de una planta completa ex vitro (Marquez-Lépez et al., 2022; Santiago-
Garcia et al., 2021).

Sin embargo, al igual que en el caso de las saponinas, no se dispone de informacién
especifica sobre la presencia, acumulacién o comportamiento de los fructanos en

A. potatorum en cultivos de tejido calloso.
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1.3. CULTIVO DE TEJIDO CALLOSO IN VITRO
El tejido calloso puede definirse como parénquima indiferenciado y desorganizado,
el cual se forma cuando las células vegetales comienzan a crecer en una forma
desorganizada, y al unirse entre si forman una masa amorfa (Bhatia, 2015), los
cuales contienen pequefias zonas de células meristematicas, otorgando la

capacidad de regeneracién por embriogénesis u organogénesis (Smith, 2013).

Existen varios factores que inducen el tejido calloso, como lo son reguladores de
crecimiento vegetal, lesiones o heridas y sobreexpresion de reguladores del ciclo
celular. Las plantas tienen un potencial endégeno para generar tejido calloso como
respuesta ante lesiones en 6rganos o tejidos (Efferth, 2019) formando una cicatriz
para cubrir la lesidén previniendo la perdida de agua y la entrada de patdégenos
(Anaya-Dyck et al., 2010; Ikeuchi et al., 2013). La induccidn por sobreexpresion de
reguladores sucede cuando en un meristemo, un embribn o un ovulo, los
reguladores del ciclo celular principales se sobren expresan induciendo la formacion
del callo (lkeuchi et al., 2013).

La induccion por reguladores de crecimiento exdogenos puede ser mediante el uso

de auxinas y citoquininas.

La induccion por auxinas se produce por la represion de quinasas dependientes
ciclinas (CDKs) o por la transcripcién de factores LBD (lateral organ boundaries
domain), mientras que la induccién con citocininas induce la expresion de ciclinas
(Bhatia, 2015; Ikeuchi et al., 2013). Los reguladores de crecimiento vegetal se
adicionan al medio de cultivo para inducir la respuesta deseada, en este caso,
induccidn de tejido calloso; pueden ser compuestos naturales o sintéticos Estos
reguladores de crecimiento se deben de aplicar de manera equilibrada, ya que el

aumento de uno o de otro lleva a diferentes respuestas morfogénicas (Fehér, 2019).

El tejido calloso puede ser clasificado en subgrupos a partir de sus caracteristicas
macroscopicas y en su capacidad de regenerar parcialmente 6rganos (Bhatia, 2015;
Ikeuchi et al., 2013). La clasificacidén por sus caracteristicas macroscopicas se basa

en la agrupacion de las células, siendo friable o compacto; el callo friable es util para
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el establecimiento de suspension de células en medio liquido (Bhatia, 2015). La
clasificacion por su capacidad de generacion de organos dependera de

regeneracion de la raiz, embriones o brotes (lkeuchi et al., 2013).

En el area de biotecnologia, el estudio de la produccion de tejido calloso in vitro es
de interés debido a su potencial para propagacion vegetal, ingenieria genética y
produccion de metabolitos secundarios. El uso de tejido calloso ha ganado mucho
terreno en la industria debido a que maximiza la produccién de biomasa en un

periodo de tiempo mas corto (Dabuwar et al., 2019).

1.4. BIORREACTORES
Los biorreactores de inmersién temporal han surgido como una herramienta para la
obtencién de mayor cantidad de biomasa a menor costo en comparacién a un medio
semisolido, ya que no requieren del agente gelificante (Chavez-Ortiz & Rodriguez-
Ortega, 2022; Ramos-Castella et al., 2014). Estos también permiten el escalamiento
de la micropropagacion controlando el pH, temperatura, aireacién, tiempo de
contacto con el medio y también la facilidad para la renovacion del medio
(Arredondo Ramirez et al., 2019; Ramos-Castella et al., 2014; Valdiani et al., 2019).
Se han reportado diferentes disefios o variantes de un biorreactor de inmersion
temporal como el RITA®, SETIS™, inmersion por tanques gemelos, ebb-and-flow
(reflujo) (Bello-Bello et al., 2021; Chavez-Ortiz & Rodriguez-Ortega, 2022; Mancilla-
Alvarez et al., 2021). El mecanismo de los biorreactores se basa en mantener en
contacto el explante con el medio por poco tiempo para evitar la hiperhidratacion de

estos (Ramos-Castella et al., 2014).

En agaves se han realizado varios estudios sobre el uso de biorreactores de
inmersion temporal para su micropropagacion (tabla 1); no obstante, aun no hay
estudios utilizando biorreactores para crecimiento o induccién de tejido calloso en
este género de plantas. En otros grupos de especies vegetales se han utilizado los
biorreactores para la produccion de metabolitos en 6rganos modificados (Jin et al.,

2020), obteniendo buenos rendimientos.
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Tabla 1. Estudios en agaves utilizando biorreactores de inmersion temporal.

Tipo de Tiempo Frecuencia
Especie . Medio de cultivo de de Resultados Referencia
biorreactor . x . ‘s
inmersion  inmersién
Embriones por 1 g de callo:
A. tequilana  Orbitabién® MS con 2 mg/L 2,4-Dy 1 min 24y 48 h Tl 24hrs: 89.6 Portillo & Santacruz-
Weber 0.3 mg/L BAP Tl 48hrs: 295.33 Ruvalcaba, 2006
Mancilla-Alvarez
NR MS con 3 mg/L BAP y 3 2 min 4,8y 12h Brotes por explante: et al., 2024
A. mg/L AIA. TT4ME
marmorata s
TI12: 17
Martinez-Martinez
Tanques MS con 6 mglL de BA. 2 min 4y8h Tl 8: 84% de explantes et al., 2021
gemelos generaron brotes.
Caamal-Velazquez
NR MS con 2 mg/L BAy 4% NR NR 18 brotes por explante et al., 2022
A. sacarosa
potatorum Correa-Hernandez
Zucc MS con 3 mg/L BAP y 3 2 min 12 h 29.76 brotes por explante et al., 2022
Ebb-and- mg/L AIA
Flow
A. MS con 10 mM KNOs, Evaluacion de crecimiento de Monja-Mio ot al
angustifolia  RITA® 5 mM NHsNOsz, 0.1uM 1 min 6h planta y de numero de brotes 2021 v
Haw 2,4-Dy 44.4uM BA. desarrollados
A, Tanques Chavez-Ortiz et al.
guiengola MS con 1 mg/L BA 1 min 6h 43 brotes por explante ’
Gentry gemelos 2021

TI: tiempo de inmersion; NR: no se reporta.
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Se ha reportado el uso del tejido calloso como etapa previa para la embriogénesis,
en los que la induccién de callo se realizé primero en medio semisoélido (Sanchez-
Calvo & Alvarenga-Venutolo, 2015). Este enfoque busca minimizar el estrés inicial
y permitir una formacion estructurada del callo antes de someterlo a condiciones

mas dinamicas como agitacion en medio liquido.

En la mayoria de los estudios revisados, el objetivo principal es la propagacion
clonal mediante embriogénesis u organogénesis; no obstante, no se han
documentado referencias explicitas sobre la produccién de metabolitos secundarios

como saponinas o fructanos en estos sistemas.
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2. JUSTIFICACION

La extraccion directa de metabolitos como saponinas y fructanos de plantas adultas
de A. potatorumy A. guiengola es inviable en las condiciones actuales. A. potatorum
€s una especie que no se reproduce asexualmente; su estatus de conservacion es
vulnerable, debido en gran medida a la extraccion de individuos silvestres,
principalmente para la produccién de mezcal, pues este agave es objeto de poco o
nulo manejo agricola. A. guiengola es una especie micro endémica, amenazada,
solo se utiliza como planta de ornato, por lo que es de poco interés econémico y no
hay muchos estudios sobre ella. Ambas especies tienen el potencial de utilizarse
para la obtencién de metabolitos de interés econdmico, pero antes es necesario
desarrollar esquemas de produccion de metabolitos alternativos al uso de
ejemplares silvestres, que no impliquen aumentar la presién sobre sus ya muy

comprometidas poblaciones naturales.l

Este trabajo plantea el desarrollo de un protocolo de induccién y crecimiento de
tejido calloso, para posteriormente evaluar si este tejido conserva la capacidad de
sintesis de saponinas y fructanos, lo que abrira la posibilidad de producir estos

metabolitos en tejido calloso cultivado in vitro.

3. HIPOTESIS

El uso de reguladores vegetales permitira inducir el crecimiento de tejido calloso en
A. potatorum y A. guiengola. Las condiciones como la renovacion periddica del
medio de cultivo, asi como el uso de un biorreactor de tanques gemelos tendran un
efecto positivo en la cantidad de metabolitos, como fructanos y saponinas,

sintetizados por el tejido calloso.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del uso de un biorreactor de inmersion temporal de tipo tanques
gemelos en el crecimiento del tejido calloso de Agave potatorumy Agave guiengola,

asi como en la produccién y acumulacion de saponinas y fructanos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Evaluar la efectividad de biorreactores de inmersién temporal en la induccion
y crecimiento de tejido calloso en A. potatorum y A. guiengola.

2 Evaluar el efecto de la renovacion peridédica del medio de cultivo en el
desarrollo del tejido calloso de A. potatorum y A. guiengola.

3 Cuantificar saponinas y fructanos producidos en tejido calloso de A.

potatorum y A. guiengola
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5. INCIDENCIA, IMPACTO SOCIAL O AMBIENTAL ESPERADO

Este trabajo contribuye al cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) de la Agenda 2030 de la ONU, en particular con el ODS 12 Produccion y
consumo responsables, que promueve el uso eficiente de los recursos naturales; y
el ODS 15 Vida de ecosistemas terrestres, que aboga por la proteccion, restauraciéon
y uso sostenible de los ecosistemas, especialmente aquellos que albergan especies
endémicas o en riesgo. Ademas, esta propuesta se alinea con el Convenio sobre la
Diversidad Biologica (CDB), también respaldado por la ONU, que establece la
necesidad de conservar la diversidad biolégica mediante el uso de métodos
sostenibles que incluyan la participacion cientifica y comunitaria, al reducir la presion
sobre poblaciones silvestres, ofreciendo alternativas biotecnologicas viables. El
presente trabajo es un primer acercamiento al estudio de la potencial obtencion de
metabolitos de interés a partir de callos cultivados in vitro de A. potatorum y A.
guiengola, dos especies de agaves endémicas de México cuya conservacion esta
en riesgo. Los datos y protocolos generados en este trabajo constituyen un punto
de partida para establecer, en trabajos futuros, una estrategia mas amplia y
optimizada para la produccion in vitro de metabolitos de interés econémico, evitando

el uso de ejemplares silvestres de especies amenazadas o vulnerables.
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6. METODOLOGIA

6.1. PROPAGACION DE MATERIAL VEGETAL
Para contar con suficientes brotes de A. guiengola y A. potatorum, se partié de
cultivos ya establecidos in vitro del Banco de Germoplasma de la Unidad de

Biotecnologia Vegetal de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes.

Los explantes obtenidos del banco de germoplasma se sembrarén en medio MS
(Murashige & Skoog, 1962) adicionado con 30 g/L de sacarosa, 9 mg/L de agary 2
mg/L de 6-benciladenina (BA) por 2 meses hasta que los brotes tuvieron un tamafo

de 2 a 2.5 cm, los cuales se utilizaron para la generacién de callo.

6.1.1.DESINFECCION DE EXPLANTES
Durante la evaluacion de la induccion de tejido calloso en medio semisolido se
presentd contaminacion al momento de realizar los subcultivos, por lo que fue

necesario un proceso de desinfeccion para recuperar los explantes sembrados.

Para la desinfeccidon de explantes se colocaron en un vaso de precipitado con una
mezcla de agua corriente y dermoclean al 5%, en agitacion continua.
Posteriormente se enjuagaron tres veces con agua destilada. A continuacion, los
explantes se colocaron en una solucion de Cloralex al 15% con 10 gotas de tween
20 y se dejaron en agitacion durante 20 minutos. Después se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril. Una vez enjuagados los explantes, en la campana de
flujo laminar se procedid a remover el tejido danado por el procedimiento, y se
sembraron en medio MS sin reguladores adicionado con 30 g/L de sacarosay 9 g/L

de agar.
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6.2. EVALUACION DE DIFERENTES COMBINACIONES DE
AUXINAS/CITOCININAS EN LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO EN
MEDIO SEMISOLIDO

Para la generacion de callo se consideraron doce tratamientos mas el tratamiento
control, dichos tratamientos consistieron en medio MS adicionado 30 g/L de
sacarosa, 9 g/L de agar y diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento
(Tabla 2), los cuales se seleccionaron en base a estudios anteriores para la

induccion de callo (Bautista-Montes et al., 2022; Reyes-Silva et al., 2022).

Tabla 2. Tratamientos para induccion de tejido calloso.

s OO o g/t | 3 mg/L BA | 7 mg/L BA
0 mg/L Control - -
1 mg/L 2,4-D T1 T5 T9
2 mg/L 2,4-D T2 T6 T10
3 mg/L picloram T3 T7 T11
3 mg/L ANA T4 T8 T12

*2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético. ANA: acido 1-naftalenacético. BA: 6-benciladenina

Para la induccion de tejido calloso se utilizaron brotes de agave de 2.5 cm de largo,
a los que se les cortaron las raices y el largo de las hojas para utilizar solamente el
tallo. Los tallos se inocularon en frascos con 60 mL de medio MS adicionado con 30
g/L de sacarosa y los reguladores de crecimiento vegetal, segun lo indicado en la
tabla 2. ElI pH del medio se ajusté a 5.7 y para solidificarlo se utilizaron 9 g/L de
agar; posteriormente fue esterilizado en autoclave a 120 °C por 20 min. Para cada
tratamiento se usaron cinco frascos de 250 mL de boca ancha, con dos explantes

por frasco para A. guiengola, y tres explantes por frasco para A. potatorum.

37



Para el crecimiento los explantes se colocaron en el cuarto de incubacion a 25 + 2
°C con un fotoperiodo de 16 hrs luz y 8 hrs oscuridad, se usaron lamparas de luz

blanca.

El experimento de la induccion de tejido calloso se llevé a cabo durante 60 dias;
cada quince dias se registro el peso fresco de los explantes dentro de la campana
de flujo laminar para mantener la asepsia. También se registré el porcentaje de
explantes que presentaron otras respuestas, a saber, generacion de brotes o raices,

vitrificacidon o necrosis.

6.3. EVALUACION DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO UTILIZANDO
DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO.

Una vez seleccionada la mejor combinacién de reguladores de crecimiento vegetal

para la induccién de tejido calloso, se evalud el efecto que tienen los tres sistemas

de cultivo (medio semisolido, medio liquido y BIT) en el crecimiento de tejido calloso

a partir de callo.

Se consideraron tres tratamientos: cultivo en medio soélido, cultivo en medio liquido
con inmersion permanente y cultivo en BITs de tipo tanque gemelo. En todos los
casos se empleé medio MS adicionado con 30 g/L de sacarosa, en el caso de
semisolido se adicionaron 9 g/L de agar, y para cada especie se utilizd una
combinacion auxinas y citocininas diferentes dependiendo de los resultados
obtenidos en el paso anterior, en los cuales se observo que, con las siguientes
concentraciones, se obtenia una mejor induccién de tejido calloso: A. potatorum 2
mg/L de 2,4-D con 3 mg/L de BA 'y para A. guiengola 1 mg/mL 2,4-D y 3 mg/mL BA.
Se montaron cinco replicas para semisélido y medio liquido en agitacién, y seis

réplicas para biorreactores.

Para la renovacion, se consideraron tres replicas para cada sistema de cultivo, en
donde, cada quince dias se renovaba el medio de cultivo por uno fresco. En cada
biorreactor o recipiente de cultivo se inoculé 1 g de tejido calloso; la evaluacion de

su crecimiento se llevo a cabo durante 60 dias a partir del dia de siembra inicial.
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Cada quince dias se registro el peso fresco de los callos; se pesaron dentro de la

campana de flujo laminar para mantener la asepsia.

6.4.EVALUACION DE INDUCCION DEL TEJIDO CALLOSO UTILIZANDO
DIFERENTES SISTEMAS DE CRECIMIENTO
Asimismo, se evalué el efecto de tres sistemas de cultivo (medio semisdlido, medio
liquido y sistema BIT) sobre la induccion de tejido calloso a partir de explantes, con
el objetivo de identificar el sistema mas eficiente para maximizar la tasa de

formacion de callo y optimizar las condiciones morfogénicas del cultivo.

En todos los casos se empleé medio MS adicionado con 30 g/L de sacarosa, en el
caso de semisolido se adicionaron 9 g/L de agar, utilizando la mejor combinacién
de auxinas/citocininas obtenida en el paso uno para cada especie: A. potatorum 2
mg/L de 2,4-D con 3 mg/L de BA y para A. guiengola 1 mg/mL 2,4-D y 3 mg/mL BA,
con cinco replicas para semisolido y medio liquido en agitacion, y seis réplicas para
biorreactores. Para el caso de A. guiengola, se considerd un periodo de inmersion

cada 4 hrs.

Los explantes utilizados fueron brotes de al menos 2 cm de altura; se coloco un
explante por replica. Las mediciones se realizaron cada 15 dias durante un periodo
de 60 dias.

6.5.EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE SAPONINAS
6.5.1. PREPARACION DE MATERIAL VEGETAL

Se colectaron tres hojas de ejemplares de aproximadamente 10 anos de A.
potatorum Zucc. del jardin arido anexo a la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Autonoma de Aguascalientes. En el caso de A. guiengola, se obtuvieron
las hojas de un de un ejemplar de 6 afos cultivado en maceta. Para la limpieza y
secado de las hojas se siguié la metodologia propuesta por Duran et al. (2021), con
algunas modificaciones. Las hojas se lavaron con agua destilada y posteriormente
con etanol al 90%; luego se cortaron de manera transversal en tiras de 2 cm y se
secaron en una estufa (Gallenkamp, UK) a 40 °C. Una vez alcanzado un peso

constante, el materia vegetal se trituré y se pesé (tabla 3).
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Tabla 3. Peso fresco y seco de las hojas de A. potatorum y A. guiengola

Peso fresco (g)

Peso seco (Q)

Hoja A. potatorum
Hoja A. guiengola

233.0 48.68
47.0 2.13

El tejido calloso obtenido, se pesd y se llevd a secar en una estufa (Gallenkamp,

UK) a 40 °C. Una vez alcanzado un peso constante, el materia vegetal se trituré y

se peso (Tabla 4).

Tabla 4. Peso fresco y seco de tejido calloso obtenido en los diferentes sistemas de cultivo.

Peso fresco Peso
(9) seco (g)
S Con renovacion de medio 5.82 0.26
Sin renovacién de medio 3.53 0.27
e el o Con renovacion de medio 11.31 1.10
A. potatorum  Medio liquido en agitacion Sin renovacion de medio 314 0.16
Semisélido Con renovacion de medio 21.09 1.28
Sin renovacion de medio 5.53 0.08
P Con renovacion de medio 1.89 0.13
Sin renovaciéon de medio 1.28 0.17
A. guiengola HECEllEtE e, agitacion Con renovacion de medio 2.93 0.19
Sin renovaciéon de medio 5.51 0.21
Semisdlido Con y sin renovacién de medio 2.49 0.20
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6.5.2. EXTRACCION DE SAPONINAS
Para el proceso de extraccion se siguidé la metodologia propuesta por Duran et al.,
(2021). Se colocod el material seco y molido de A. potatorum en un matraz
Erlenmeyer con agua desionizada en una relacion 1:2 (p/v) durante 2 h para hidratar
el material vegetal. A continuacién, se agregd n-butanol en una relacién 1:1 (v/v;
agua: n-butanol) y se dejé agitando durante 24 h a temperatura ambiente. Se formo
una mezcla bifasica. Para recuperar la fase organica, se incremento el volumen de
agua y se dejo en agitacion por otras 24 h. Pasado este tiempo, la solucidn obtenida
se filtré y se recupero la fase organica decantando en un embudo de separacion. La

fase organica se concentré en un rotavaporador (Sev-prendo, México).

Para las muestras de tejido calloso obtenidas de los experimentos, el solvente que
se utilizé fue metanol. EI material seco y molido de tejido calloso, se colocé en
matraces de 25 mL y se agregé metanol hasta cubrir por completo la muestra,
agregando aproximadamente 15 mL a 30 mL por muestra. Una vez que la muestra
estuviera cubierta por completo, se llevé a sonicador a 35 °C por 5 minutos. Pasado

ese tiempo, se recupera la fase liquida con una pipeta Pasteur y un filtro.

Este proceso se repitid hasta que el extracto obtenido después del sonicador fuera
casi transparente. El extracto obtenido se concentré en un rotavapor. Se registro el
peso del extracto seco en una balanza y se registré el peso, posteriormente se

almaceno en refrigeracion a 4°C aproximadamente hasta su uso.

6.5.3. DETERMINACION CUALITATIVA DE SAPONINAS POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
Para determinar la presencia de saponinas en las muestras, se utilizo la técnica de
cromatografia en capa fina utilizando como fase mévil una solucion de cloroformo,
acido acético glacial, metanol y agua en una relacién 64:32:12:8 v/v, usando
cromatofolios de aluminio recubiertos de silica gel 60 F254 en fase normal y como
estandar, se utilizd saponinas del arbol de Quillaja sp. (Sigma-Aldrich S4521) con
un contenido de sapogenina del 20-35%. Se utilizaron 10 uL del extracto de metanol

recuperado de la extraccién anterior.
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6.5.4. CUANTIFICACION DE SAPONINAS POR
ESPECTROFOTOMETRIA
Para la cuantificacién de saponinas se utilizé el método de acido-sulfurico-vainillina;
adaptado de Ledn-Roque et al. (2019) donde el extracto obtenido anteriormente se
resuspendid en el volumen adecuado de metanol para llevar el extracto a una
concentracion de 5 mg/ml, excepto la muestra de penca de A. potatorum, que se

llevé a una concentracion de 1 mg/ml.

En un tubo eppendorf se colocé una solucion de con 50 uL de vainillina (8% p/v) y
400 pL de acido sulfurico (72% p/v); a esa solucion se le agregaron 50 pL de los
extractos concentrados. Posteriormente se incubaron a 60°C por 10 minutos en una
incubadora. Pasado este tiempo, los tubos con la solucién se llevaron a un bafio de
hielo durante 15 minutos. Inmediatamente, las muestras se colocaron en una placa
y se obtuvo el valor de absorbancia en el lector de microplacas (Thermo Scientific,
MULTISKAN Sky) a 538nm.

6.6.EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE FRUCTANOS POR KIT
MEGAZYME
Para la extraccion y cuantificacion de fructanos se utilizdé el kit Megazyme ®
NEOGEN.

Se pesaron de 90 a 100 mg de las muestras de hojas y callos previamente secados
y molidos; cada muestra se colocd en un tubo de ensayo con 25 mL de agua
destilada y con el estandar de D-fructosa; los controles de fructanos, levanos,
inulinas y sacarosa se sometieron al mismo procedimiento. Los tubos se colocaron
a bafio maria a 100°C con la tapa suelta por 5 min. Posteriormente se mezclaron
con ayuda de vortex y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Una vez frios, se
mezclaron nuevamente con vértex y se colocaron en tubos eppendorf 2 mL de las

muestras para centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos.

Se tomaron 200 pL de cada muestra en un tubo eppendorf y se les agregd 200 pL
de una solucién de amilasa, sucrasa y maltasa y se incubaron a 30 °C durante 30

min. Se agregaron 200 pL de la solucién de borohidruro de sodio a cada tubo, y se
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llevaron a incubar a 40 °C por 30 min para completar la reaccion de reduccién de
azucares a azucares alcoholicos. Se agregaron 500 yL de una solucién de acido

acético glacial 200 mM, y se agitaron vigorosamente en vortex.

De cada una de las muestras procesadas segun lo descrito, se tomaron 3 alicuotas
de 200 pL cada una y se colocaron en tubos a los que ya se habia agregado 100
ML de una solucion de fructanasa 1.5 mg/mL, y luego se les agregaron 100 uL de
buffer de acido acético 100 mM a pH 4.5 a cada tubo, se sellaron y se agitaron en
vortex. Después se taparon con parafilm y se incubaron a 40 °C por 30 min para

completar la hidrélisis de fructanos a D-fructosa y a D-glucosa.

En seguida, a cada tubo se le agregaron 5 mL de solucién de acido p-
hidroxibenzoico (PAHBAH) al 4 %, se agitaron en vortex y se llevaron a bafio maria
a 95 °C durante 6 minutos. Pasado ese tiempo los tubos se llevaron a bano de hielo
(18-20 °C) por 5 min. Finalmente, en espectrofotometro se leyd la absorbancia a

410 nm de cada tubo y estandar.
Para calcular las concentraciones se realizé6 una correccion, considerando la

absorbancia de los controles, utilizando la férmula AA % * D * 61.9, donde AA

es la absorbancia de la muestra, Ab es la absorbancia del estandar de fructosa, D
es el factor de dilucion de las muestras (en caso de que se hayan diluido, se
considera el volumen de dilucion) y la constante 61.9 es el ajuste de los controles

de sacarosa, levano e inulina.
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7. RESULTADOS

7.1.EVALUACION DE DIFERENTES COMBINACIONES DE

AUXINAS/CITOCININAS EN LA INDUCCION DE TEJIDO CALLOSO EN
MEDIO SEMISOLIDO

El mejor tratamiento para la induccion de tejido calloso para A. potatorum fue la

combinacién de 3 mg/L BA y 2 mg/L de 2,4-D, ya que el 75% de los explantes

generaron callo (fig. 11), solo el 8 % de los explantes generaron brotes, y tuvo un

porcentaje muy bajo de explantes necrosados.

Se observa ademas que, en ausencia de citocinina, se obtiene un menor
crecimiento de tejido calloso a diferencia de cuando se tienen en combinacion con
la auxina. De igual manera, con la concentracion mas alta de auxina (7 mg/L) hay

una menor generacion de tejido calloso (fig. 11).

Control NN I
3mg/L ANA |
3 mg/Lpicloram |
2mg/L 2,4-D | —.
1mg/L2,4- |
3mg/LANAyY 3 mg/LBA  [EEEE— I
3 mg/L picloramy 3 mg/L BA | ——
2mg/L2,4-Dy3mg/LBA | —
1mg/L2,4-Dy3mg/LBA | —
3mg/LANAY 7 mg/LBA [ ——
3 mg/L picloramy 7 mg/L BA | EEENE— I
2mg/L2,4-Dy7 mg/LBA | ——
1mg/L2,4-Dy 7 mg/L BA | —

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B Generacién de callo  ® Necrosis Brote M Raiz M Vitrificacidon

Figura 11. Respuestas morfogénicas de los explantes de A. potatorum a diferentes combinaciones
y concentraciones de auxinas/citocininas. n=15
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En A. potatorum en todas las combinaciones de auxinas/citocininas mas del 20%
de los explantes necrosaron, mientras que en los tratamientos con picloram se
hiperhidrataron mas del 10% de los explantes. También se presentd

hiperhidratacion del 47% de los explantes cuando solo se utilizd6 3 mg/L de ANA.

C D

Figura 12. Respuestas morfogénicas de los explantes de A. potatorum a diferentes tratamientos. A:
control, sin auxinas/citocininas; B: 2 mg/L 2,4-D; C: 2 mg/L de 2,4-D y 3 mg/L BA; D: 2 mg/L de 2,4-
Dy 7 mg/L BA.

En cuanto al peso del tejido calloso generado en cada tratamiento, segun la prueba
de Tukey, no hubo diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos, pero
si de todos los tratamientos con respecto al control debido a que en este no hubo
generacion de tejido calloso (Fig. 13). El callo de mayor peso fue de 2.35+0.89gy

se obtuvo con la combinacién de 1 mg/L de 2,4-D con 3 mg/L de BA; mientras que
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el de menor peso fue de 0.83 £ 0.20 g y se presentod en el tratamiento con 3 mg/L
de ANA.
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Figura 13. Peso promedio del tejido calloso de A. potatorum después de 60 dias. Letras iguales
indican que no hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos segun la
prueba de Tukey con un nivel de significancia de p > 0.05. No se considera el control dado que no
genero tejido calloso.

En A. guiengola dos tratamientos indujeron formacién de tejido calloso en mas del
80% de los explantes: las combinaciones de 1 mg/L 2,4-D con 3 mg/L BA, y 3 mg/L
ANA con 7 mg/L BA (fig. 14). Considerando que ambos tratamientos dan resultados
similares, se optd por el tratamiento con las concentraciones de 1 mg/L 2,4-Dy 3
mg/L BA.
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Control

3 mig/L AN/
3 mig/L piClora N |
2 Mg/l 2,4-D
1mg/L2,4-D m— 1

3 mg/LANAY 3 mg/L BA

3 mg/L picloram y 3 mg/L BA
2 mg/L2,4-Dy 3 mg/L BA

1 mg/L2,4-Dy3 mg/LBA

3 mg/LANAY 7 mg/L BA

3 mg/L picloramy 7 mg/L BA
2 mg/L2,4-Dy7 mg/LBA
1mg/L2,4-Dy 7 mg/LBA

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Generacion callo  ® Necrosis Brotes M Raiz M Vitrificacidon

Figura 14. Respuestas morfogénicas de los explantes de A. guiengola a diferentes combinaciones
y concentraciones de auxinas/citocininas. n=10

En A. guiengola todos los tratamientos que consistieron en combinaciones de
auxina y citocinina produjeron callo; en los tratamientos sin auxinas/citocininas o
que solo contenian auxinas, no hubo generaciéon de callo, excepto con 1 mg/L de
2,4-D (Fig. 15). En los tratamientos donde solo se usaron auxinas se observo un

100% de hiperhidratacion de los explantes.
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Figura 15. Diferentes respuestas morfogénicas de A. guiengola. A: Hiperhidratacién de explante
con 2 mg/L 2,4-D. B: Induccién de callo e hiperhidratacion de explante con 1 mg/L 2,4-D y 7 mg/L
BA. C: Tejido calloso con 1 mg/L 2,4-D y 3 mg/L BA. D: Tejido oxidado con 2 mg/L de 2,4-Dy 3
mg/L BA

En A. guiengola no hubo diferencia estadisticamente significativa en el peso del
tejido calloso generado entre los tratamientos que consistieron solo de auxinas y las
combinaciones 2 mg/L de 2,4-D y 3 mg/L o 7 mg/L de BA. El resto de las
combinaciones de BA con alguna auxina si mostraron una diferencia

estadisticamente significativa (fig. 16).
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Figura 16. Peso promedio del tejido calloso de A. guiengola después de 60 dias de siembra. Letras
distintas indican que hubo una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos
segun la prueba de Tukey con un nivel de significancia de p > 0.05. No se considera el control

dado que no genero tejido calloso.

El callo de mayor peso fue de 0.44 + 0.23 g, obtenido con la combinacién de 3 mg/L
ANA y 7 mg/L BA, mientras que el de menor peso, 0.13 £ 0.04 g, se obtuvo con 2
mg/L 2,4-D.
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7.2. EVALUACION DE CRECIMIENTO DEL TEJIDO CALLOSO UTILIZANDO
DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO.
Después de definir las concentraciones optimas de auxinas/citocininas para generar
callo en medio semisolido, se realizo la cinética de crecimiento de callos en medio
semisolido, en inmersion permanente y en biorreactores de inmersion temporal de
tipo tanques gemelos, empleando medio adicionado con la mejor combinacion de
auxinas y citocininas para cada especie; en todos los casos se partio de 1 g de tejido

calloso.

Para la evaluacion de los sistemas de cultivo se consideré el porcentaje de necrosis,
asi como el incremento de tejido calloso. La prueba de Tukey, con una confianza
del 95%, demostré que no hay diferencia significativa estadistica en los diferentes

sistemas de cultivo en cuando a crecimiento de callo para ambas especies.

En A. potatorum, en los tres sistemas de cultivo (medio semisdlido, medio liquido y
biorreactor de inmersion temporal) el peso del tejido calloso después de 60 dias de
cultivo fue de 1 a 2 veces mayor (tabla 5) en los tratamientos con renovacién
periddica del medio de cultivo en comparacién con los tratamientos sin renovacion
del medio de cultivo. Y comparando los tres sistemas de cultivo empleando
renovacion periodica del medio de cultivo, tanto en medio liquido como semisdlido

hubo un mayor crecimiento de tejido calloso, que empleando biorreactores (fig. 17).

Tabla 5. Peso de tejido calloso de A. potatorum a los 60 dias de cultivo.

. Con renovacion de Sin renovacioén de
Sistema

medio (g) medio (g)
Biorreactor 5.82 2.35
Medio liquido en agitacion 6.77 3.14
Semisélido 7.03 5.53
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-~ Semisolido con renovacion de medio
-+ Agitacién con renovacion de medio
Biorreactor con renovacion de medio

-+~ Semisolido sin renovacion de medio
-@- Agitacion sin renovacion de medio
- Biorreactor sin renovacion de medio

Figura 17. Cinética de crecimiento de tejido calloso de A. potatorum en diferentes sistemas de
cultivo empleando medio MS adicionado con 3 mg/L BA 'y 2 mg/L de 2,4-D.

En biorreactores con renovacion peridédica de medio de cultivo se presento un 66.6%
de callos necrosados; mientras que en todos los sistemas sin renovacion periddica

de medio de cultivo se observo un 50% de necrosis (tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de tejido calloso necrosado en los diferentes sistemas de cultivo en A.
potatorum.

Porcentaje de necrosis

Sistema Con renovacion Sin renovacion
de medio de medio
Biorreactor 66.7% 33.3%
Medio liquido en agitacion 0.0% 50.0%
semisolido 0.0% 50.0%
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En A. guiengola los callos cultivados en biorreactores mostraron que a partir del dia
15, el peso del tejido calloso empieza a decrementar progresivamente hasta llegar

a ser menor o igual a 1 g (fig. 18).

Figura 18. Cinética de crecimiento de tejido calloso de A. guiengola en diferentes sistemas de
cultivo empleando medio MS adicionado con 3 mg/L BAy 1 mg/L de 2,4-D.

Solo se presentd necrosis en el 33.3% de los callos en biorreactor. El sistema de
agitacion sin renovacion de medio de cultivo al final fue el que generé mayor
cantidad de biomasa, ya que se presentoé un valor atipico debido a que el callo nunca

se disgrego (fig. 19).
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A B

Figura 19. Callo de A. guiengola en medio liquido con agitacién (A) y en biorreactor (B); se puede
apreciar la disgregacion del tejido calloso cultivado en biorreactores.

7.3.EVALUACION DE INDUCCION DEL TEJIDO CALLOSO UTILIZANDO
DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO
Se realizé un experimento para evaluar la factibilidad de generar tejido calloso en

un sistema distinto al cultivo en medio semisolido.

En A. potatorum solo se logré inducir tejido calloso en medio semisélido con
renovacion periddica de medio de cultivo. El peso promedio del tejido calloso
obtenido fue de 0.055 g. En A. guiengola se logré inducir tejido calloso en los tres

sistemas (tabla 7).

En medio liquido con agitacion con renovaciéon periodica de medio de cultivo se
indujo tejido calloso en el 100% de los explantes, y sin renovacion periodica de
medio de cultivo solo en un 50% de los explantes. En semisélido se tuvieron
porcentajes de induccion del 50% y 66.7% de los explante. En ambos sistemas,
medio semisoélido o medio liquido en agitacion, el peso promedio de los callos fue

mejor cuando se renovo el medio de cultivo.
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Tabla 7. Porcentaje de induccién de tejido calloso en los diferentes sistemas de cultivo en A.
guiengola junto con el peso promedio.

Porcentaje de brotes Peso promedio de

Sistema que gene(ztl,'/?)ron callo los callos (g)

Biorreactor con renovacion de medio de cultivo 33.3 0.03
Biorreactor sin renovacion de medio de cultivo 0 0
Medio liquido con agitacion con renovacion de 100 0.04
medio de cultivo

Medio liquido con agitaciéon sin renovacion de 50.0 0.02
medio de cultivo

Semisdlido con renovaciéon de medio de cultivo 66.7 0.06
Semisdlido sin renovacion de medio de cultivo 50.0 0.01

En el caso del medio semisdlido, el callo generado empezo6 a oxidarse en un lapso
de 15 dias, por lo cual no se obtuvo una cantidad de biomasa arriba de 1 g como

en los experimentos anteriores.

7.4. DETERMINACION CUALITATIVA DE SAPONINAS POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Para la extraccion de saponinas se emplearon las muestras de tejido calloso

obtenidas de los tres diferentes sistemas de crecimiento vegetal y se dividio el tejido

en dos categorias: si se realizé o no renovacion periodica del medio de cultivo.

Se obtuvieron extractos de 12 muestras, con los que se realizé la cromatografia en
capa fina. Se observan diferentes bandas en la placa cromatografica reveladas con
el reactivo anisaldehido (fig. 20). Debido a la alta concentracion de la muestra 1

(hoja de A. potatorum) el concentrado se barrié hasta llegar al limite.

Debido a la presencia de diferentes tipos de saponinas, en algunas muestras se
alcanzan a observar diferentes bandas. Las bandas del estandar de sapogeninas
de Quillaja sp., y sus factores de retencién calculados presentan similitud con las
correspondientes a las muestras analizadas (fig.20).
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Rf 0.67

Rf 0.49

Rf 0.38

ca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13

Figura 20. Cromatografia en capa fina en fase normal con una fase mévil de cloroformo, acido
acético glacial, metanol y agua (64:32:12:8 relacion volumen/volumen) y factores de retencion
calculados (Rf). Control de saponinas de Quillaja sp. (CQ); Extractos de tejidos de A. potatorum:
hoja de planta adulta (1), BIT-CR en metanol (2), BIT-CR en agua (3), BIT-SR (4), Medio liquido en
agitacion-CR (5), Medio liquido en agitacion-SR (6), Semisolido-CR (7); Extractos de tejidos de A.
guiengola: hoja de planta adulta (8), Medio liquido en agitacion-SR (9), Medio liquido en agitacion-
CR (10), BIT-SR (11), BIT-CR (12), Semisodlido (13).

Tabla 8. Factor de retencién de las bandas en la cromatografia de capa fina.

Factor de retencién

Muestra 1 2 3 4
Control Saponinas de Quillaja Sp. 0.49 0.38 0.26
Hoja de planta - ex vitro 0.46
Biorreactor con renovacion de medio de cultivo
Biorreactor con renovaciéon de medio de cultivo* 0.49
Biorreactor sin renovacién de medio de cultivo 0.49 0.38
A. potatorum Medio liquido con agitacién con renovacion de 046 036

medio de cultivo

Medio liquido con agitacién sin renovacion de medio 067 054 036 024

de cultivo
Semisoélido con renovacién 0.54
Hoja de planta - ex vitro 0.49
Medio !qu|do con agitacién sin renovacion de medio 051 038
de cultivo
. Medio liquido con agitacién con renovacion de

A. guiengola medio de cultivo 0.54
Biorreactor sin renovacién de medio de cultivo 049 041
Biorreactor con renovacion de medio de cultivo 0.49
Semisolido combinado 0.49 0.36
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7.5. CUANTIFICACION DE SAPONINAS POR ESPECTROFOTOMETRIA
Mediante espectrofotometria se determiné el contenido de saponinas en los
extractos de ambas especies, empleando una curva de calibracion con las
concentraciones de 0 a 0.01 mg/mL con una R2 de 0.9 elaborada con el estandar
de saponinas de Quillaja sp. (fig. 21). Con la ecuacion y = 6.5052*x + 0.1233 y las
lecturas de absorbancia de los extractos, obtenidas por triplicado, se determiné el

contenido de saponinas y se realizo el analisis estadistico (tabla 9).
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Figura 21. Curva de calibracion de saponina Quillaja sp. para célculos de concentracion de

saponinas en las muestras a evaluar

Tabla 9. Contenido de saponinas en tejido calloso de A. potatorum y A. guiengola en diferentes

sistemas de cultivo.

Contenido de

Especie Tratamiento S("’lrﬁglg' r(njaes
extracto)

A. potatorum  Hoja de planta - ex vitro 40.68 £ 6.012

Semisoélido con renovacion de medio de cultivo 2.57 £0.29°

Medio liquido con agitacion con renovacion de medio de cultivo 1.41 +1.64

Medio liquido con agitacion sin renovacion de medio de cultivo 2.53+0.31°

Biorreactor sin renovacién de medio de cultivo 1.80 £ 0.88°

A. guiengola Hoja de planta - ex vitro 4.17 £0.182

Semisoélido con renovacion de medio de cultivo 1.21+£0.83%

Medio liquido con agitacion con renovacion de medio de cultivo 2.69 £ 0.31%

Medio liquido con agitacion sin renovacion de medio de cultivo 2.50 + 0.64%¢

Biorreactor con renovacion de medio de cultivo 2.65 + 0.58%

Biorreactor sin renovacién de medio de cultivo 1.01 +0.20¢
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La concentracidn de saponinas de la hoja de un ejemplar ex vitro de A. potatorum
en suelo fue al menos 10 veces mayor a la concentracion de saponinas en tejido
calloso de cualquiera de los sistemas de cultivo evaluados. No hubo diferencias
significativas en la concentracion de saponinas de callos de los diferentes sistemas

de cultivo con y sin renovacion de medio.

Por otro lado, en A. guiengola la concentracién de saponinas en la hoja de una
planta ex vitro tuvo una diferencia significativa en la concentracion de saponinas de
los callos cultivados en medio liquido en agitacion con renovacion de medio de
cultivo en comparacion con los cultivados en medio semisolido y en biorreactor sin

renovacion del medio de cultivo.
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7.6.EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE FRUCTANOS POR KIT
MEGAZYME

La hoja de A. potatorum presentdé mayor cantidad de fructanos (10%) que el tejido

calloso en cualquiera de los sistemas de cultivo, que se encuentran entre 0.7 % y

1.8 % . En cambio, en A. guiengola no hubo una diferencia significativa en la

cantidad de fructanos en la hoja del individuo ex vitro y los callos cultivados in vitro

(tabla 10).

Tabla 10. Contenido de fructanos en hojas y tejido calloso de A. potatorum y A. guiengola en

diferentes sistemas de cultivo.

Contenido de

fructanos
Especie Tratamiento (% de peso de
fructanos/peso de
tejido)
A. potatorum Hoja de planta - ex vitro 10.32 +1.437
Semisolido con renovacidn de medio de cultivo 1.81+0.06°
Medio liquido con agitacidn con renovacion de medio de cultivo 0.98 + 0.09°
Medio liquido con agitacidn sin renovacion de medio de cultivo 0.70 £ 0.13°
Biorreactor sin renovacion de medio de cultivo 1.37+0.59°
Biorreactor sin renovacién de medio de cultivo 0.75 £ 0.06°
A. guiengola Hoja de planta - ex vitro 2.17+0.15°
Semisolido con renovacién de medio de cultivo 4.45 % 2.70
Medio liquido con agitacidn con renovacién de medio de cultivo 0.43+0.13%
Medio liquido con agitacion sin renovacion de medio de cultivo 2.10 £ 0.447
Biorreactor con renovacion de medio de cultivo 0.32 +0.02
2.43 £ 0.252

Biorreactor sin renovacion de medio de cultivo
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8. DISCUSION

Induccion de tejido calloso con diferentes concentraciones de

auxinal/citocinina

Diversos estudios han demostrado que la concentracibn y balance de
auxinas/citocininas son determinantes en la induccion y proliferacién de tejido
calloso, ya que modulan la expresion de genes asociados a la desdiferenciacion
celular y division mitética (Dhir et al., 2014; Fehér, 2019; Reyes-Zambrano et al.,
2016; Smith, 2013). En algunas especies se ha reportado que la adicion de auxinas
al medio de cultivo es suficiente para inducir tejido calloso; pero en general, se
suelen utilizar combinaciones de auxinas y citocininas para inducir la formacion de
tejido calloso, como reportan algunos estudios en agaves donde se genera tejido
calloso principalmente para embriogénesis somatica (Angeles Vazquez et al., 2023;
Espino et al.,, 2018; Gonzalez-Oramas et al., 2002). Dentro de las auxinas, ha
demostrado ser particularmente eficaz el 2,4-D, considerado uno de los inductores
mas eficientes en la formacién de callo para embriogénesis en agaves (Dhir et al.,
2014; Reyes-Zambrano etal, 2016). En estudios para propagaciéon por
embriogénesis de diferentes especies de agaves se ha reportado que la induccién
de tejido calloso depende fundamentalmente de la aplicacién exdgena de auxinas y
citocininas (Arzate-Fernandez & Mejia-Franco, 2011; Portillo & Santacruz-
Ruvalcaba, 2006).

Esta eficacia se debe a su capacidad para estimular la divisién celular e influir de
forma indirecta en la regulacién del ciclo celular. Lo cual se logra mediante la
activaciéon de la expresion de ciclinas, lo que a su vez desencadena la acciéon de
quinasas necesarias durante la fase de crecimiento, promoviendo el inicio de un

nuevo ciclo celular (Sanchez-Calvo & Alvarenga-Venutolo, 2015).

En este estudio, la ausencia de citocininas en el medio de cultivo condujo a una
formacién de callo muy limitada en A. potatorum o incluso nula como en el caso de
A. guiengola, lo que demuestra la necesidad de estas auxinas/citocininas en el

proceso de callogénesis en las especies estudiadas.
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En A. potatorum, la concentracion de 2 mg/L de 2,4-D y 3 mg/L de BA indujo
formacién de tejido calloso en el mayor porcentaje de explantes (75%), por lo que
se comprueba que en esta especie las concentraciones de auxinas y citocininas
equilibradas favorecen la induccién del callo. En cambio, en A. guiengola, esta
misma combinacion de auxinas/citocininas resultd en un porcentaje de induccién
mucho mas bajo (20%); las mejores concentraciones para induccion de tejido
calloso en A. guiengola fueron 1 mg/L de 2,4-D con 3 mg/L de BA, y 3 mg/L de ANA
con 7 mg/L de BA, en ambas se tuvo una induccion de callo en el 85% de los

explantes.

Esto sugiere diferencias en la sensibilidad de cada especie a los auxinas/citocininas
o en la regulacion de rutas metabdlicas clave (Reyes-Zambrano et al., 2016). Tales
diferencias podrian estar relacionadas a que la afinidad a los auxinas/citocininas por
los receptores hormonales varia entre especies, lo cual incide en la formacion del
tejido calloso (lkeuchi et al., 2013) y otras respuestas morfogénicas como lo son

hiperhidratacion, necrosis, generacion de brote y de raiz.

Sin embargo, aunque las concentraciones bajas o moderadas de 2,4-D tienen
efectos positivos, se ha reportado que concentraciones altas de auxinas/citocininas
pueden inhibir o afectar negativamente la formacién de tejido calloso (Reyes-
Zambrano et al.,, 2016). Se ha reportado que altas concentraciones de 2,4-D
inducen necrosis tisular, probablemente por la generacion de especies reactivas de
oxigeno (Ozkul etal., 2016); en otros casos se presenta hiperhidratacion

(Polivanova & Bedarev, 2022), como se observo en A. guiengola.

En suma, se observé que para A. guiengola la combinacion de diferentes citocininas
y auxinas genera una buena respuesta en la induccion de tejido calloso; no hay
rizogénesis ni formacion de brotes, lo cual es positivo en este caso, pues justamente
se busca generar callo, entonces no es deseable la organogénesis. Sin embargo,
se observo una fuerte tendencia a la hiperhidratacion.

Mientras que en A. potatorum la hiperhidratacion fue muy poco frecuente, en

cambio, si se presentd necrosis en todos los tratamientos, incluso el control.
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Evaluacién de crecimiento de tejido calloso utilizando diferentes sistemas de

cultivo

Diversos estudios han demostrado la eficiencia de los BIT para la micropropagacion,
principalmente por permitir la obtencion de una mayor cantidad de biomasa a menor
costo (Chavez-Ortiz & Rodriguez-Ortega, 2022; Ramos-Castella et al., 2014). Estos
sistemas permiten una mejor difusion de nutrientes y gases hacia los tejidos
vegetales, lo cual puede ser favorable para la proliferacion de estructuras como el
callo o los brotes (Murthy et al., 2014). Por ello, se decidio evaluar la conveniencia
de usar el sistema de biorreactores de inmersion temporal para el crecimiento de
tejido calloso, en comparacion con otros dos sistemas: el uso de medio semisolido,
y el uso de medio liquido en inmersion permanente, agregando las variable de la

renovacion del medio de cultivo de forma periddica.

En A. potatorum, en los tres sistemas de cultivo se observd que la renovacion del
medio favorecid significativamente el crecimiento de la biomasa. Este
comportamiento se explica porque, sin la renovacion del medio, los nutrientes se
agotan progresivamente y pueden acumularse compuestos toxicos generados por
los propios tejidos vegetales, lo cual limita el crecimiento celular; en cambio, la
disponibilidad constante de nutrientes, la eliminacion de compuestos excretados en
el medio y la oxigenacion adecuada promueven un crecimiento mas activo del tejido
(Murthy et al., 2014).

La cinética de crecimiento del tejido calloso en A. potatorum utilizando biorreactores
mostré un menor incremento de biomasa en comparacion con el medio semisolido
y el medio liquido en agitacion, acompafiado de un mayor porcentaje de necrosis.
Este comportamiento puede atribuirse a multiples factores, como el dafio mecanico
ocasionado por el flujo de aire, el tiempo de inmersion inadecuado que puede
provocar hipoxia o estrés hidrico, y la disgregacion del tejido causada por el
movimiento mecanico. La sensibilidad del callo a estas condiciones puede estar

relacionada con su grado de diferenciacion y su estructura anatdomica, que lo hace
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mas susceptible al estrés fisico (Ikeuchi et al, 2013). Se sugiere evaluar sistemas

de renovacion automatizados 0 menos invasivos para reducir este impacto

En A. guiengola el crecimiento del tejido calloso tuvo un comportamiento diferente,
ya que, en los dias 15y 30, empezé a decrecer en los biorreactores (tanto con y sin
renovacion del medio), siendo ligeramente mayor el decremento cuando no habia
renovacion del medio de cultivo. Esto puede deberse a varios factores como el dafio
mecanico Y la disgregacion de tejido, asi como a la falta disponibilidad de nutrientes
debido a los periodos de inmersion (cada 4hrs). En semisdlido y agitacion, el
decrecimiento fue a los dias 45 y 60. Se observdé ademas que el crecimiento es
similar tanto con renovacion como sin renovacion de medio de cultivo, a excepcién
de medio liquido en agitacion, donde el callo no se disgregd y estuvo en constante

contacto con los nutrientes, por lo que se obtuvo un mayor crecimiento.

En ambas especies, la renovacién del medio de cultivo fue un factor determinante
para el crecimiento del tejido calloso. Sin embargo, se observé en A. potatorum una
respuesta significativamente superior, acumulando mayor biomasa y teniendo un
mejor rendimiento cuando se renovaba el medio de cultivo. Por otro lado, A.
guiengola presenté una disminucion de biomasa del tejido en ausencia de
renovacion, lo que sugiere estrés fisiolégico que puede llevar a necrosis. Estas
diferencias en las respuestas entre las dos especies podrian deberse a variaciones
en la capacidad metabdlica, tolerancia a la acumulacion de metabolitos secundarios

toxicos y eficiencia en la asimilacion de nutrientes (Cafial et al., 2001).

Cabe mencionar que en este estudio se presentaron varias complicaciones al
manejar el tejido calloso. Una de ellas fue la necesidad de adaptar un filtro que
impidiera que el tejido disgregado se desplazara del recipiente que contenia el tejido
vegetal hacia el recipiente que contenia el medio de cultivo liquido. Este problema
es comun en tejidos friables, ya que su fragmentacion puede interferir con la

eficiencia del sistema, obstruir los tubos o alterar el volumen efectivo de inmersion.
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Induccioén de callo en diferentes sistemas de crecimiento

En A. potatorum no se presentd induccion de tejido calloso en medio liquido con
agitacion ni en biorreactores. Para esta especie o mas adecuado es un protocolo
en dos pasos. Primero inducir la formacion de tejido calloso en medio semisodlido y

segundo, transferir el callo a medio liquido con agitacién para su crecimiento 6ptimo.

En cambio, en A. guiengola se obtuvo un 100% de induccién mas alto cuando los
explantes se colocaron en medio liquido con agitacion y con renovacion del medio
de cultivo. En contraste, en medio semisélido con renovacion del medio se obtuvo
un 67%, y en el biorreactor, solo un 33%. Este comportamiento se puede asociar a
que el callo empieza a generarse en la zona donde se corto el explante, ya que esta
en contacto directo con el medio de cultivo (Smith, 2013). Ademas, la disponibilidad
continua de nutrientes (que se logra con la renovacion del medio de cultivo) y la
mayor area de contacto del explante con el medio (gracias al uso de medio liquido)

favorecen los procesos de desdiferenciacién y proliferacion celular.
Evaluacion cualitativa de saponinas

El estandar de saponina de Quillaja sp. contenia diferentes sapogeninas, las cuales
se observaron en la cromatografia en capa fina, lo cual es consistente con la
complejidad estructural de este tipo de compuestos. Esta diversidad estructural ha
sido ampliamente documentada (Goéngora Chi et al.,, 2022) y se traduce en la
aparicion de varias sefiales en analisis cromatograficos cuando se emplean

extractos crudos o estandares no purificados.

En la cromatografia de capa fina, en la muestra de callo de A. potatorum cultivado
en medio liquido en agitacién, sin renovacion de medio de cultivo, se observo una
banda que no se corresponde con ninguna del estandar, lo que sugiere que se trata
de una saponinas distinta a las presentes en Quillaja sp. Esto es congruente con
una caracteristica relevante de los metabolitos secundarios, que suelen ser
sintetizados por unas pocas especies cercanamente emparentadas, en algunos
casos incluso por una sola especie. Por otra parte, se ha reportado biosintesis

diferencial de saponinas inducida por condiciones del cultivo in vitro, como el tipo
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de medio, la concentracion hormonal, el estrés osmotico o el origen genético del
explante (Gongora Chi et al., 2022), fendmeno particularmente relevante en tejidos
no diferenciados como el callo, lo que podria explicar que este compuesto
apareciera solo en una muestra de callo de A. potatorum, y no en callos cultivados

en otras condiciones ni en la planta adulta.

El factor de retencion (Rf) permitio identificar las bandas con mayor concentracion
relativa en las muestras. La intensidad del color verde observado en una de las
bandas cromatograficas fue interpretada como indicativa de saponinas de tipo
esteroidal, basandose en la colorimetria obtenida tras revelado con p-anisaldehido.
Esta observacion coincide con lo reportado donde se han caracterizado saponinas

esteroidales en especies vegetales cultivadas in vitro (Pereo-Vega, 2015).

Cabe sefialar que la producciéon de metabolitos secundarios, como las saponinas,
en tejidos cultivados in vitro puede estar influida tanto por factores internos (como
la variabilidad genética residual entre explantes) como por factores externos (como
el tipo de regulador de crecimiento, la duracidn del cultivo y la presencia de
elicitores). Por ello, la aparicién de multiples bandas en la cromatografia de capa
fina podria también reflejar una respuesta adaptativa del tejido calloso ante el

entorno artificial del cultivo, activando rutas biosintéticas particulares.

Este tipo de analisis es fundamental para evaluar el potencial del cultivo in vitro no
solo en la propagacion vegetal, sino también como plataforma biotecnolégica para

la produccién de diferentes compuestos de interés.
Cuantificacion de saponinas

En A. potatorum la concentracion promedio de saponinas en el tejido calloso
obtenido a partir de los tres sistemas de cultivo fue considerablemente menor en
comparacion con el contenido registrado en las hojas de una planta adulta. Este
resultado es consistente con lo reportado en la literatura, ya que las saponinas
cumplen funciones clave en los mecanismos de defensa de las plantas,
particularmente como agentes antimicrobianos y repelentes de herbivoros (Alcazar-

Valle, 2016; Hernandez etal., 2005). Su concentracion, por tanto, esta
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estrechamente ligada a factores ecoldgicos y fisioldgicos, como las condiciones de

crecimiento, la exposicion a estrés ambiental, y la madurez de la planta.

En este estudio, la hoja de A. potatorum utilizada como control fue recolectada de
una planta adulta cultivada al aire libre, en condiciones minimas de manejo (jardin
de la Universidad Autdbnoma de Aguascalientes). Este entorno, al ser mas cercano
a un habitat natural y presentar mayor exposicion a estimulos externos, puede
inducir una mayor acumulaciéon de metabolitos secundarios como respuesta
adaptativa. Ademas, la edad avanzada de la planta representa otro factor
importante, ya que muchas saponinas se acumulan en mayor cantidad conforme la
planta madura, alcanzando niveles 6ptimos en 6rganos diferenciados como las

hojas.

El tejido calloso, al tratarse de un tejido no diferenciado cultivado in vitro en
condiciones altamente controladas y con minima exposicion a factores de estrés,
tiende a tener una biosintesis reducida de metabolitos secundarios (Murphy, 2003;
Ozyigit et al., 2023).

El contenido de saponinas en la hoja de A. guiengola fue similar al de la mayoria de
las muestras de tejido calloso, excepto en aquellas cultivadas en biorreactores sin
renovacion del medio y en medio semisolido, donde se observaron niveles aun mas
bajos. En el caso de los biorreactores sin renovacion, factores como la turbulencia
excesiva, la acumulacion de metabolitos toxicos y la disminucién progresiva de
nutrientes tal vez generaron un entorno desfavorable para la biosintesis de
metabolitos secundarios, ademas de favorecer la necrosis del tejido. Asimismo, el
suministro excesivo de oxigeno puede tener efectos contraproducentes, ya que una
alta oxigenacion puede interferir con la disponibilidad y absorcién de nutrientes

esenciales (Georgiev et al., 2009; Murthy et al., 2014).

Cabe senalar que el contenido de saponinas en la hoja de A. guiengola fue
considerablemente menor en comparacion con el ejemplar de A. potatorum
cultivado al aire libre. La planta de la cual se obtuvo la muestra se encontraba en un

ambiente interior, cultivada en maceta y con un manejo mas controlado, ademas de
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ser mas joven. Estas condiciones, al no representar un entorno estresante para la
planta, probablemente no estimularon significativamente la produccién de
saponinas. Por otra parte, el contenido de saponinas varia entre las distintas
especies de agaves (Alcazar-Valle, 2016; Monterrosas-Brisson et al., 2013; Sidana
et al., 2016).

Por otro lado, los medios liquidos con agitacion generan un estrés mecanico
constante sobre las células, el cual, en niveles moderados, puede actuar como un
estimulo para la produccién de metabolitos secundarios, al activar vias de defensa
celular (Murthy et al., 2014) . Esto explica por qué los sistemas con agitacion y
renovacion del medio mostraron mejores resultados en cuanto a la acumulacion de
saponinas: estos sistemas aseguran una buena oxigenacion, disponibilidad

constante de nutrientes, y eliminacién de compuestos inhibitorios.

En cambio, una mala optimizacién de los biorreactores, caracterizada por tiempos
de inmersion inadecuados, dafio mecanico excesivo, alta oxigenacion y falta de
renovacion del medio, puede inducir un estrés perjudicial, limitando la viabilidad del
tejido y reduciendo la produccion de compuestos bioactivos. De forma similar, el
medio semisolido mostré limitaciones importantes en la difusion de nutrientes y

gases, lo que afectd negativamente la sintesis de saponinas.
Extraccion y cuantificacion de fructanos.

En A. potatorum el porcentaje de fructanos en el tejido calloso obtenido a partir de
los tres sistemas de cultivo fue considerablemente menor en comparacion con el
contenido registrado en las hojas de una planta adulta. Este resultado coincide con
la literatura, ya que la cantidad de fructanos depende de la etapa de vida del agave,
y se va incrementando con la edad de la planta (Marquez-Lépez et al., 2022), hasta
que alcanza el momento nutricional, metabdlico y fisiolégico para comenzar el
proceso de floracién. El ejemplar de A. potatorum del que se tomé la hoja ya alcané

la talla definitiva y aparentemente en un corto plazo comenzara su floracién.

En A. guiengola se tuvo un comportamiento diferente ya que no hubo diferencia

estadistica significativa entre el contenido de fructanos del tejido calloso y la planta
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en suelo, teniendo un porcentaje de contenido similar. El ejemplar del que se tomo
el tejido es una planta relativamente joven (5-6 anos) cultivada en maceta, por lo
que no ha alcanzado la talla adulta. De ahi la diferencia en el porcentaje de

fructanos en las hojas de plantas en suelo de A. guiengola y A. potatorum.
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9. CONCLUSIONES

En A. guiengola dos tratamientos indujeron formacion de tejido calloso en mas del
80% de los explantes, fueron las combinaciones de 1 mg/L 2,4-D con 3 mg/L BA, y
3 mg/L ANA con 7 mg/L BA. Para induccién y crecimiento de tejido calloso de A.
guiengola el sistema mas apropiado es el uso de medio liquido en agitacion, pues
en estas condiciones se logré inducir callogénesis en el 100% de los explantes, y

se presento un mayor crecimiento del tejido calloso.

El mejor tratamiento para la induccion de tejido calloso para A. potatorum fue la
combinacion de 3 mg/L BAy 2 mg/L de 2,4-D.

El medio liquido con agitacion propicié un mayor crecimiento de tejido calloso en A.
potatorum. La renovacion periddica del medio de cultivo si fue efectivo para el

crecimiento de biomasa del tejido calloso en todos los sistemas de cultivo.

Los biorreactores no resultaron un sistema conveniente para la induccion ni para el
crecimiento del tejido calloso en ninguna de las especies estudiadas debido a la

disgregacion del tejido por el efecto cizalla, causando después la necrosis del tejido.

El tejido calloso de ambas especies mantuvo la capacidad metabdlica para sintetizar

tanto saponinas como fructanos.

No hubo una diferencia significativa en el contenido de fructanos del tejido calloso
de A. potatorum y A. guiengola cultivado en los diferentes sistemas; tampoco hubo
una diferencia significativa en la concentracion de saponinas del tejido calloso de A.

potatorum cultivado en los diferentes sistemas.

El sistema de cultivo en A. guiengola tuvo efecto en la concentracion de saponinas
en el tejido calloso; en el sistema de cultivo de medio liquido con agitaciéon y con
renovacion del medio de cultivo se obtuvo una mayor concentracién de saponinas
a comparaciéon de los otros sistemas. Se propone que en investigaciones
posteriores se explore el uso de elicitores para inducir una mayor produccion tanto

de saponinas como fructanos en el tejido calloso.
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