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CAPITULO L- INTRODUCCION

Desde la época prehispanica los agaves han sido usados por los seres humanos y
continlan siendo ampliamente utilizados como fuentes de alimento, bebidas,

materiales de construccién y medicinas naturales (Arizaga & Escurra, 2002).

El género Agave se encuentra ubicado dentro de la familia Agavaceae, la cual
surgié aproximadamente hace 15 millones de afios (Eguiarte, et al., 2000). Todas
las especies de la familia Agavaceae son nativas de América y se encuentran
clasificadas en ocho géneros. Se considera que el 75% de todas las especies se
encuentran en nuestro pais y 55% crecen exclusivamente aqui, lo que muestra la
gran importancia biologica del territorio nacional para los agaves. (Granados,1993;

llisley, et al., 2004; CONABIO, 2005).

Quizas lo mas importante de estas plantas, es su aspecto ambiental o su valor
agroecoldégico, por su presencia en los parajes semideseérticos y desérticos que
crecen cada vez mas en México, y donde desempefian un papel ecoldgico clave al
acumular agua en sus rosetas, evitar la erosion del suelo y proporcionar un habitat

a varias especies de animales (SEMARNAT, 2005).



El Agave sp. cv comiteco, es una planta que pertenece al Reino: Vegetal,
Subreino: fanerd0gamas; Tipo: angiosperma. Clase: monocotiledoneas; Familia:
agavaceas; Género: agave, cuya especie no estd identificada plenamente.

(Secretaria de Economia, 2009).

La problematica actual es que no se tiene suficiente semilla o hijuelos como para
iniciar una plantacién muy extensa, ya que la produccion de semillas no es una
practica comercial viable, y los hijuelos que brotan de la planta son muy raquiticos
y endebles, por lo que se requiere de un proceso para propiciarles las mejores

condiciones de desarrollo y produzcan plantas fuertes con una alta produccién.



CAPITULO IL- JUSTIFICACION

Los agaves son uno de los grupos vegetales mas representativos de México. Su
importancia va desde su valor ecoldgico y econdémico, hasta su aspecto cultural.
Desafortunadamente, muchas especies de este grupo han sido descuidadas

desde los puntos de vista del mejoramiento, explotacion racional y conservacion.

El Agave sp. cv comiteco crece en Comitan, y la poblacion de esta zona ha
aprendido a aprovecharlo como un recurso natural para obtener el Comiteco,
bebida alcohdlica que ademés de significar una tradicion por la cual es reconocido

Comitan, es una fuente de recursos econémicos para la poblacion.

En los Ultimos afios sOlo escasos ejemplares de este agave se han encontrado y

no se cuenta con un lote de semillas que abastezca su actividad agricola.

Con la realizaciéon de este trabajo se podra contar con una herramienta que nos
permitira propagar de manera masiva plantas libres de microorganismos
patégenos que podran utilizarse con diversos fines como: la reintroduccion a su

habitat natural, plantas, y para uso en la industrializacion.



CAPITULO III.- OBJETIVOS

III.1.- OBJETIVO GENERAL

Establecer el protocolo para micropropagar el Agave sp. cv comiteco, como una

alternativa para conservar la especie.

I11.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Definir el protocolo para micropropagar el Agave sp. cv comiteco

» Desarrollar la técnica adecuada para la desinfeccion de meristemos de

Agave sp. cv comiteco para el establecimiento del cultivo in vitro.

 Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de reguladores de
crecimiento sobre la formacion de callos y de brotes en los meristemos

cultivados in vitro.



CAPITULO IV.- CARACTERIZACION DEL AREA EN QUE PARTICIPO

El proyecto de investigacion se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales, perteneciente al Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez ubicado en

Carretera Panamericana km. 1080. Col. Teran. Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México.

El laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales cuenta con un area de preparacion
de medio y esterilizacion, una camara de transferencia y una camara bioclimética.
Esta es un area exclusiva para realizar trabajos de micropropagacion de tejidos

vegetales.



CAPITULO V.- PROBLEMAS A RESOLVER, PRIORIZANDOLOS

El principal problema que se tiene es que no se cuenta con suficiente material
vegetativo para su propagacion, ya que el cultivo del agave fue abandonado en los
afios 50. Por lo anterior se hace necesario estudiar la respuesta de los explantes
(meristemos) de Agave sp. cv comiteco, sometiéndolos a técnicas de cultivo de
tejidos, es decir, en un medio MS (Murashige & Skoog,1962) a diferentes
concentraciones de reguladores del crecimiento vegetal nos permitiran obtener
informacion con respecto al efecto que auxinas y citocininas en los procesos de
callogénesis y organogeénesis, estableciendo con ello las bases para el posterior

desarrollo de un protocolo de propagacion de agaves.



CAPITULO VI.- ALCANCES Y LIMITACIONES

En este trabajo de residencia profesional se pretende implementar una técnica
adecuada para la desinfeccion de meristemos de Agave sp. cv comiteco para el
establecimiento del cultivo in vitro. Posteriormente se evalu6 el efecto de las
diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento sobre la formacion de

callos y de brotes en los meristemos cultivados in vitro.

Las limitaciones son principalmente debidas al tiempo de respuesta que tienen los
cultivos in vitro, por lo que el trabajo se debera continuar en las siguientes etapas
hasta lograr aclimatar las plantas micropropagadas, demostrando también la

fidelidad genética de las plantulas.



CAPITULO VIL- FUNDAMENTO TEORICO

VII.1.- GENERALIDADES DE LOS AGAVES

VII.1.1.- GENERO AGAVE

El agave pertenece a la familia Agavaceae; el agave es endémico del continente
americano, con una distribucién que se extiende desde el sur de Estados Unidos
hasta Colombia y Venezuela, incluyendo todas las islas del Caribe (Garcia-
Mendoza, 2002). El agave ha sido utilizado desde la antigliedad para satisfacer y
complementar una serie de necesidades basicas: alimento, forraje, medicamento y

construccion, entre otros (Espinosa-Paz et al., 2003)

El nombre del género Agave proviene del griego que significa “admirable” y fue
descrito por Linneo (Gomez-Pompa, 1963). El género cuenta con 166 especies de
las cuales 125 se encuentran en México (Eguiarte, et al., 2000; Garcia-Mendoza &

Galvan, 1995).

Como género, son muy adaptables a diferentes tipos de condiciones climaticas por
lo que son relativamente faciles de cultivar con un minimo consumo de agua si se

comparan con la mayoria de cultivos con mayor demanda comercial.

VIL.1.2.- DISTRIBUCION

Los Agaves son plantas siempre verdes cuyas caracteristicas fisiologicas y

morfologicas les confieren una notable capacidad de adaptacion a los ambientes



mas hostiles. Es precisamente en estos ambientes donde se desarrollan y
multiplican facilmente, proporcionando una productividad mas alta que muchas de

las plantas cultivadas utilizadas actualmente.

Los Agaves son plantas que pueden encontrarse en gran diversidad de habitats,
desde los valles y planicies hasta cerros y laderas pedregosas, incluyendo lugares
montafiosos de gran altitud. Se desarrollan mejor, tanto a nivel individual como
poblacional, sobre planicies extensas con suelos aluviales, de profundidad y
textura medias y pH de neutro a ligeramente alcalino. Conviven también con
variados tipos de vegetacion, destacando entre otros: la vegetacion xerofita, los
pastizales, los matorrales, los bosques, etc. Generalmente forma grupos o
conglomerados dispersos dentro de la vegetacion de pastizal y se le encuentra
combinado con nopaleras y matorral microfilo. Puede encontrarsele lo mismo en
sitios con altitudes de 300 msnm, que en lugares situados a mas de 3000 msnm

(Gentry, 1982).

Existen alrededor de 288 especies pero México concentra el mayor numero de
estas, 217, abarcando el 75% del total. Estas plantas pueden soportar
temperaturas muy diferentes desde -9 a +41 grados centigrados. (Abisai Garcia-

Mendoza, 1992).



VII.1.3.- DESCRIPCION BOTANICA Y MORFOLOGICA

Taxonomicamente el género Agave se ubica en la familia Agavaceae y su nombre
viene del griego y significa “admirable”. La familia Agavaceae esta formada por los
géneros Agave, Beschorneria, Furcranea, Hesperaloe, Manfreda, Polianthes,
Prochnyanthes y Yucca. Dentro del género del Agave se encuentran los
subgéneros Littaea y Agave, diferenciados por el tipo de reproduccion en espigas
y en paniculado. El subgénero Littaca se divide en los grupos Amolae,
Choriteplalae, Filiferae, Marginatae, Parviflorae, Polycephalae, Striatae vy
Urceolatae. El subgénero Agave estd dividido en los grupos: Americanae,
Campaniflorae, Crenatae, Deseticolae, Ditepalae, Hiemiflorae, Marmoratae,

Parryanae, Rigidae, Salmianae, Sisalanae y Umbelliflorae. (Gentry, 1982)

El agave es una especie vegetal monocotiledénea de tipo herbacea que prospera
en zonas semiaridas, se caracteriza por su tallo corto, presencia de hojas
arrosetadas, gruesas y carnosas, con una pua terminal y presencia de
espinas en los bordes, florea solamente una vez y muere después de
fructificar. Diferentes especies de este género son fuentes de alimento, bebida,
licor, azucares, fibra, celulosa, papel, combustible, farmacéuticos, sapogeninas,

ensilaje para ganado, etc. (Gentry, 1982).

Se producen en forma vegetativa por hijuelos que crecen en la base de la planta 'y
en algunas especies se producen bulbillos en la inflorescencia que pueden
presentarse y formar nuevas plantas (Gentry, 1982). El Agave tarda en florecer de

7 a 20 afos. Un roseton puede tener de 20 a 200 hojas dependiendo de la

10



especie. Esta estructura sirve como proteccién para la planta contra animales

herbivoros (Kolendo, 2000).

Las raices son someras y ramificadas, la cuticula es gruesa y con estomas
hundidos. Presentan metabolismo acido de crasulaceas (CAM) con la capacidad
de acumular agua en las gruesas hojas lo que permite que estén adaptadas a la

aridez (Nobel, 1976; Idso et al., 1986; North & Nobel, 1997; Wang & Nobel, 1998).

9 0
Escapo 5 0.,000.9 Bulbillos
2 D To/r (brotes
F2 0 = g vegetativos
| e aerz0s)
E—:dﬁmculo AL
. . e TR Brotes axilares
iy P .. [Py
W 3 Y
: s - * e O] e ©
Paniculado  Espiculado ﬁw ad %ﬁg’,
\ / 7 —
¢ =l é
Brote basal Rizoma Brotes del rizoma

Tipo de mflorescencia

Propazulos a nivel terrestrs
Arizaga v Ezcurra, 2002

Figura 7.1 Morfologia del Agave
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VII.1.4.- USOS DE LOS AGAVES

El Agave tiene diversos usos a lo largo de todo el pais, uno de los mas
importantes es la creacion de bebidas alcohdlicas. Se obtienen dos tipos de
bebidas del agave: el fermentado (aguamiel y pulque) y el destilado (mezcal y
tequila). El pulgue se ha producido desde tiempos prehispanicos y ha
permanecido de uso endémico, el consumo de éste, estimulo el cultivo del Agave

y se volvio basico en la antigua civilizacion Mexicana (Gentry, 1982).

El Agave se utiliza, ademas, para producir remedios naturales para curar
enfermedades. Con las pencas se preparan especificamente ungientos o
cataplasmas para curar comezones, golpes, moretones y heridas. Las saponinas
identificadas en los Agaves sirven como producto de partida para sintetizar
cortisona y hormonas sexuales para producir anticonceptivos. También se ha
registrado el uso del Agave como antirreumatico, para prevenir escorbuto y como

antidoto contra picaduras venenosas (Gentry, 1982).

Recientes estudios han demostrado el uso del Agave para producir edulcorantes
para bebidas, cremas reafirmantes de busto, antiséptico aislado del Agave filifera 'y
tratamientos para la caida del cabello a base de las pencas del agave (Kolendo,

2000).
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VIL2.- PROPAGACION in vitro

La micropropagacion es una técnica que tiene como objetivo lograr la
multiplicacion de nuevas plantas en un medio artificial, en condiciones asépticas, a
partir de porciones muy pequefias de plantas. Esta porcion pequefia de planta que
se usa para iniciar un cultivo de tejidos se le ha denominado explante. La ventaja
principal de esta técnica es la produccion grandes cantidades de plantas utilizando

un minimo espacio durante todo el afio (Hartmann & Kester, 1994).

El cultivo de tejidos se basa en la totipotencialidad, lo cual significa que una célula
vegetal no embrionaria tiene el potencial de desdiferenciarse en una célula
embrionaria, posteriormente desarrollarse en un entorno adecuado y generar una

nueva planta (Salisbury & Ross, 1994).

Debergh y Zimmerman, (1993) indican que el crecimiento y desarrollo in vitro de

una planta esta determinado por los siguientes factores:
1. Constitucion genética de la planta.
2. Nutrientes: agua, macro y micro-elementos y azlcares.

3. Factores fisicos que influyen sobre el crecimiento: luz, temperatura, pH,

concentraciones de CO, y O,.

4. Algunas sustancias organicas: reguladores del crecimiento, vitaminas, entre

otras.
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En la regeneracion de organos se distinguen varias etapas como el inicio de
division celular en células diferenciadas, principalmente de tipo parénquima, lo que
da origen a 19 grupos de células des-diferenciadas. En la nueva poblacion de
células se observan algunas agrupadas en estructuras organizadas denominadas
meristemoides, las que daran origen a meristemos Y la iniciacion de 6rganos. Este
proceso tiene sus propios requerimientos, es decir, es especifico para cada
especie (Pierik, 1990). Varios autores coinciden que la micropropagacion consta

de las siguientes fases:

 Iniciacién o establecimiento aséptico
» Multiplicacion
* Enraizamiento o pre trasplante

e Aclimatacion

VIL.3.- CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Las técnicas de propagaciéon por cultivo de tejidos o micropropagacion,
representan una nueva forma de propagacion vegetativa que ofrece ventajas
sobre los métodos tradicionales. Por ejemplo, permite la multiplicacion clonal de
plantas libres de enfermedades en un ambiente controlado evitando asi las
variaciones esencialmente impredecibles de las condiciones medioambientales en

ecosistemas naturales (Abdelnour, 1999; Poulsen, 1988).

El material vegetal con el que se inicia un cultivo de tejidos puede ser cualquier

célula, tejido u 6rgano de la planta. Se puede partir de fragmentos de tallo, raiz,
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hoja, meristemo, embriones, es decir de tejidos somaticos; pero también se puede
iniciar a partir de células o tejidos no somaticos: anteras, polen, microesporas,
ovulos, etc. Segun sea el explante utilizado se hablard de cultivo de hoja, de

meristemo, de polen, de embriones, etc.

Las condiciones de cultivo pueden favorecer la proliferacion desorganizada de las
células del explante hasta dar lugar a un callo, el cual puede ser friable, o incluso a
un cultivo de células cuando se separan éstas del callo. En otros casos se puede
pretender la regeneracion de la planta completa (morfogénesis) mediante la
formacion de raices (rizogénesis) y/o de tallos. La morfogénesis se produce a
partir del explante inicial mediante la formacion de raices y/o tallos (brotes

adventicios) (Pierik, 1990).

La organogénesis directa consiste en la generacion de plantas sin raices
directamente del explante. En la embriogénesis directa se forman embriones, al
igual que en la semilla, que llegaran a ser plantas completas. En la organogénesis
indirecta y en la embriogénesis indirecta, el explante forma un tejido amorfo
llamado callo, de donde posteriormente se formaran los brotes (plantulas) o los

embriones, en funcidn de la especie y los reguladores de crecimiento utilizados.

El cultivo de meristemo es un método efectivo para la eliminacion de infecciones
virales y es el material preferido para la conservacion de germoplasma (Abdelnour,

1999; Morel & Matrtin, 1952; Poulsen, 1988; Pierik, 1990).
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El meristemo (Fig.7.2) es un tejido vegetal caracterizado por tener una alta division
celular, produciendo células que llegaran a diferenciarse en tejidos especializados
(Poulsen, 1988). La razon principal por la cual las células meristematicas son
indemnes a los virus es que el meristemo carece de tejidos vasculares, que es por

donde se propagan los virus que van contaminando a la planta.

primardios
foliares

procambium ¢

meristema
apical

YEMas
axilares

Figura 7.2 Fotografia microscopica de tejido meristematico

VIIL.4.- REGULADORES DE CRECIMIENTO.

Para el desarrollo 6ptimo del cultivo in vitro de tejidos y érganos es necesario que,

en adicion a los nutrientes, se incluya en el medio de crecimiento una o mas
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sustancias reguladoras como auxinas y/o citocininas, y en algunos casos también
giberelinas o acido abscisico. Por otro lado, los requerimientos de estas
sustancias varian considerablemente con los tipos de tejidos y los niveles

endogenos de estos reguladores, asi como con la finalidad del cultivo in vitro.

VIIL.4.1.- AUXINAS

Se relacionan con la elongacién, tropismo, dominancia apical, abscision,
enraizamiento y otros. En cultivo in vitro las auxinas son utilizadas principalmente
para la diferenciacion de raices y la induccién de callo. Las auxinas mas utilizadas
son: AIB (acido indol-3-butirico), ANA (acido naftalenacético), AIA (&cido
indolacético) y 2,4-D (acido diclorofenoxiacético). ElI AIB y el ANA son usados
frecuentemente para enraizamiento. El 2,4-D es muy efectivo para la induccion de

callos.

Cl
'EODH @U/\/\CODH m\CWH
[l M
H H

Acido-3-indolacético Acido-3-4indolbutirico Acido-4-cloroindol-3-acético

CH,COOH CH,COOH
Acido fenilacético Acido-2,4-diclorofenoxiacético * Acido naftalén-1-acético
(2,4-D) (NPA)

* Auxinas sintéticas

Figura 7.3 Auxinas mas utilizadas en tejidos vegetales
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VIIL.4.2.- CITOCININAS

Estan implicadas en la divisién celular, modificacion de la dominancia apical,
diferenciacion de tallos y otros. En los medios para cultivo in vitro se incorporan
citocininas para promover la division celular y la induccién de yemas adventicias
en callos y 6rganos. Ademas se usan estos compuestos para la proliferacion de
tallos axilares por la ruptura de la dominancia apical. Las citocininas mas usadas

son: BAP (bencilamino purina), cinetina y 2-iP (isopentenil-adenina).

NH—CH;
o d D oy
=
'L N N
H | Cinetina
Bencitadening H

Figura 7.4 Citocininas mas utilizadas en tejidos vegetales

VIL.5.- CULTIVO DE TEJIDOS EN AGAVE

En el género Agave, se ha reportado la embriogénesis somatica para A.
victoriareginae (Rodriguez-Garay et al., 1996) partiendo de explantes de hoja, en
un periodo de 2 a 6 semanas de cultivo en medio MS adicionado con un grupo de
vitaminas denominado L2 y 0.3 mg/L de 2,4-D; con la germinacién de embriones

somaticos en medio MS de fuerza media en un lapso de 8 semanas y en medio
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SH de fuerza media en un lapso de 4 semanas, ambos careciendo de reguladores

de crecimiento.

Para A. tequilana Webber var. Azul se ha reportado embriogénesis somatica
indirecta, siendo los mejores explantes para la formacién de callos y la posterior
produccion de embriones somaticos, explantes de hoja de plantulas mantenidas in

vitro (Rodriguez-Garay et al., 1996).

Para A. cocui Trelease, un agave de Venezuela, se establecié un protocolo para
su propagacion masiva mediante organogénesis indirecta a partir de hojas de
plantulas mantenidas in vitro, obtenidas éstas, a su vez por medio de
organogénesis directa; en medio MS adicionado con 2 mg/L de Bencilaminopurina

(BA) y 0.1 mg/L de acido naftalen acético (ANA).

Para A. parrasana Berger, un agave utilizado como planta ornamental nativo del
estado de Coahuila, México, se reporta un método eficiente para su propagacion
in vitro. Se logro la obtencion de brotes de buena calidad en medio MS adicionado
con L2 vitaminas y con una concentracion de Benciladenina de 13.3 mM.

(Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999).
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CAPITULO VIIL- PROCEDIMIENTOS Y DESCRIPCION DE LAS
ACTIVIDADES REALIZADAS

VIII.1.- MATERIAL VEGETAL

El material vegetal utilizado para la investigacion se obtuvo de una colecta de
plantas de Agave sp. cv comiteco en el sitio experimental de Tuleaito, punta de

diamante, ubicado en el municipio de Comitan de Dominguez, Chiapas.

Para obtener los explantes, se eliminaron de las plantas las hojas viejas, el tallo y
las raices dejando soélo la “pifi@” (cuerpo central de la planta) la cual contiene el
meristemo. Los meristemos obtenidos se lavaron y desinfectaron cuidadosamente
con agua y jabon. La diseccion de los explantes para la obtencién del meristemo

central (aproximadamente 1.5 cm) se realiz6 en campana de flujo laminar.

vove
T
1810000

16°17' 20" N
92°10'1" O

D e -\ Tuleaito

T
1800000

T
1790000

Figura 8.1 Sitio de colecta de Agave sp. cv comiteco
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VIII.2.- DESINFECCION DE LOS MERISTEMOS

Para la desinfeccion de los meristemos se evaluaron 2 métodos.

Método 1.- Se sumergieron los meristemos en una solucion de Agrimicin® 500
(0.5% m/v) y Captan® (0.5% m/v) por 10 min, se enjuagaron 3 veces con agua
destilada estéril, posteriormente se sumergen en una solucion de etanol al 70%
(v/v) se agitaron durante 5 min, después se sumergieron en una solucion de Cloro
al 40% (v/v) durante 20 min, se enjuagaron 2 veces con agua destilada estéril,
después se sumergieron en una solucién de Cloruro de mercurio (HgCl,) al 0.1%
(m/v) por 10 min, se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril, después se
sumergieron en una solucion de Hiploclorito de calcio (CaCl,0,) al 3 % (m/v) por
20 min, finalmente se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril, todo bajo

condiciones asépticas (Vazquez et al., 2005)

Método 2.- Se sumergieron los meristemos en una solucion de Agrimicin® 500
(0.5% m/v) y Captan® (0.5% m/v) por 20 min, se enjuagaron 3 veces con agua
destilada estéril, posteriormente se sumergen en una solucion de etanol al 70%
(v/v) agitaron durante 5 min, después se sumergieron en una solucion de Cloro al
40% (v/v) durante 20 min, se enjuagaron 2 veces con agua destilada estéril,
posteriormente se sumergieron en una solucion de Cloro al 10% (v/v) durante 10
min, después se sumergieron en una solucién de Cloruro de mercurio (HgCl,) al
0.1% (m/v) por 10 min, se enjuagaron 3 veces con agua destilada estéril, después

se sumergieron en una solucion de Hiploclorito de calcio (CaCl,0;) al 3 % (m/v)
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por 20 min, finalmente se enjuagan 3 veces con agua destilada estéril, todo bajo

condiciones asépticas (Vazquez et al., 2005; Valenzuela et al; 2006)

VIII.2.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar el método de desinfeccién se utilizé un andlisis de varianza.

VIIIL.2.2.- MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo empleado para el establecimiento, consistio en sales
inorganicas de Murashige y Skoog (1962) suplementado con vitaminas, sacarosa
(30 gL ™), mioinositol (100 mgL™), fosfato de sodio (50 mgL™), phytagel (2.5 gL™),

sin reguladores de crecimiento.

VIII.2.3.- CONDICIONES DE INCUBACION

Los meristemos fueron incubados a 22 T £ 2, con un fotoperiodo de 16 h luzy 8 h

oscuridad.

VIIL.3 EVALUACION DEL EFECTO DE REGULADORES DE CRECIMIENTO
SOBRE FORMACION DE CALLOS Y EL NUMERO DE BROTES

Para la induccion callos y brotes se emplearon diferentes reguladores de
crecimiento, los explantes se sembraron en frascos Gerber que contenian sales

inorganicas de Murashige y Skoog (1962) suplementado con vitaminas, sacarosa
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(30 gL™), mioinositol (100 mgL™), fosfato de sodio (50 mgL™), phytagel (2.5 gL™), y
con Acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4D) a 0, 0.11y 2.26 uM y Benciladenina (BA)
a0, 11y 44 uM (Cuadro 8.1). Los medios de cultivo se ajustaron a un pH 5.8

0.1, esterilizados en autoclave a 121 <C, 15 Ibin  por 15 min.

VIIL 3.1.- DISENO EXPERIMENTAL

Se estableciéo un disefio experimental factorial completo (Cuadro 8.1) con 15
tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento. En total fueron 75 frascos con un
meristemo en cada frasco. Las variables de respuesta fueron, presencia de callos,
porcentaje de callogenesis, el nimero de brotes a las cuatro semanas (Valenzuela

et al; 2006).

Cuadro 8.1 Disefio experimental para la evaluacion d e los reguladores de

crecimiento

Tratamiento BA (UM) 2,4-D (UM)

0 0 0

1 11 0.11
2 11 0.26
3 44 0.11
4 44 0.26
5 22 0.18
6 22 0.45
7 38.2 0.18
8 38.2 0.45
9 22 0.11
10 38.2 0.11
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11 11 0.18

12 44 0.18
13 11 0.45
14 44 0.45
15 38.2 2.26

VIII.3.2.- CONDICIONES DE INCUBACION

Los meristemos fueron incubados a 22 C £ 2, con un fotoperiodo de 16 hluzy 8 h
oscuridad, por 16 semanas. Una vez concluido el tiempo de cultivo, se procedi6 a
contar el nimero de brotes y la formacién de callos por cada unidad experimental,

las evaluaciones se realizaron cada 4 semanas, todo bajo condiciones asépticas.

VIIL.4 EVALUACION MORFOLOGICA MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

Para determinar la via morfogénica de regeneracion y el origen de las estructuras
formadas in vitro, se efectuaron analisis mediante microscopia electrénica de

barrido a los callos regenerados.

Para ello, los callos y los embriones se extrajeron del agar y se lavaron varias
veces con SBF 0.1M pH 6.0, luego se fij6 por 2 h en glutaraldehido al 5% en un
fluido corporal simulado (SBF) 0.1 M pH 7.0, y se enjuagaron 2 veces, 5 min, en

SBF pH 7.0 y se posfijo 1 h en tetradxido de osmio al 1%, y se enjuagaron 2 veces
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con agua destilada (5min). Para la deshidratacion las muestras fueron transferidas
en etanol al 30, 50, 70, 90, y 100% por 60 min. El secado se realizo al punto
critico del CO,. ElI montaje se hizo en cilindros de aluminio utilizando cinta
adhesiva en ambos lados y empastado en la base con pintura de plata. Se
depositaron una capa de Au-Pd de aproximadamente 20 nm. para cubrir las
muestras. Finalmente para las condiciones de observacién, se trabajé al alto

vacio a 8 KV de voltaje de aceleracion, distancia de trabajo promedio de 15 mm.
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IX.- RESULTADOS

IX.1.- DESINFECCION DE MERISTEMOS

En el cuadro 9.1 se observa la diferencia que hay de los grupos homogéneos en
los tratamientos 1 y 2, lo cual nos indica que el mejor tratamiento para la
desinfeccion de Agave sp. cv comiteco es el tratamiento 2, puesto que en este se

observo un porcentaje de desinfeccion del 100%.

Cuadro 9.1 Pruebas de Multiple Rangos para % desinf  eccién por método de
desinfeccion

Tratamiento | Casos | Media Grupos
Homogéneos
11 0.0 B
2 23 100.0 A

Método: 95.0 porcentaje LSD

IX.2 FORMACION DE CALLOS EN LOS EXPLANTES

En el cuadro 9.2 se puede apreciar los resultados de la formacion de callos en los
explantes con diferentes  concentraciones de 24D y BA, para la

micropropagacion de Agave sp. cv comiteco.
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Cuadro 9.2 Resultados de la formacion de callos en los explantes

con diferentes concentracionesde 2,4-DyBA.N= 5.

Acido 2,4 - Formacion de

Tratamientos Diclorofenoxiacético Benciladenina callo en los
(UM) (UMm) explantes (%)

1 0.11 11.0 40 +16.9 cd

2 0.11 22.0 52 +14.3 bc

3 0.45 44.0 17+5.1 de

4 2.26 11.0 90+10.0a

5 0.18 11.0 7+49 e

6 0.18 22.0 12+9.7 e

7 0.18 44.0 2+20 e

8 0.45 11.0 8+3.7 e

9 0.18 38.2 4+24 e

10 0.45 22.0 6+£24 e

11 0.11 38.2 2+20 e

12 2.26 38.2 52 £21.3 bc

13 0.11 44.0 7+49 e

14 2.26 44.0 15+6.1 de

15 0.45 38.2 70+9.4 ab

LSD (0.05) 27.1

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

En el cuadro 9.3 se presenta el analisis de varianza de los resultados para el
namero de explantes que formaron callos. Se observa que el cuadrado medio del
acido 2,4-D es el valor méas alto, seguido por el de Benciladenina y finalmente el
de los residuos. Esto quiere decir que el efecto que causo el 2,4-D es mayor en la
formacion de callos y los residuos que representan otros factores no considerados
en el disefio no influyen significativamente sobre la formacion de callos; es decir
podemos afirmar que los factores 2,4-D y Benciladenina son los que mas influyen
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para la formacion de los callos en los explantes de Agave sp. cv comiteco. En el
cuadro se observa también que el valor de P para 2,4-D es de 0.0044 lo cual nos
dice que la influencia de 2,4-D es altamente significativa, sin embargo el valor de
Benciladenina es mayor de 0.05 por lo cual este factor no tiene significancia
estadistica. En la figura 9.1 se puede observar la formacién de callo en Agave sp.

cv comiteco con reguladores de crecimiento.

Cuadro 9.3 Andlisis de Varianza para el numero de e  xplantes que formaron

callos

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Benciladenina 0.805556 3 0.268519 1.35 0.2661
B:Acido 2,4- 2.85556 3 | 0.951852 4.78 0.0044
Diclorofenoxiacético
RESIDUOS 13.5444 68 | 0.199183

TOTAL (CORREGIDO) 17.7867 74

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Figura 9.1 Formacion de callo en Agave sp. cv comiteco

28




IX.3.- NUMERO DE CALLOS POR EXPLANTE

En el cuadro 9.4 se observan los resultados para la induccion de la optimizacion
de la formacion de callo para la micropropagacion de Agave sp. cv comiteco.

Cuadro 9.4 Resultados para la induccion de la optimizacion de la formacion de
callo.
Factor Formacion de callos

en los explantes (%) 2
Benciladenina (uM)

11.0 36.3 a

22.0 23.3 ab

38.2 320 a

44.0 10.3 b
LSD (0.05) 14.1

Acido 2,4-Diclorofenoxiacético

(HM)

0.11 25.3b

0.18 6.3 C

0.45 25.3b

2.26 52.3 a
LSD (0.05) 14.1

&La evaluacion se efectu6 cada 4 semanas

En el cuadro 9.5 se presenta la Tabla de Medias y Pruebas de Mdultiple Rangos
calculada por Minimos Cuadrados para numero de callos por explante, se observa
el efecto de las concentraciones de los reguladores de crecimiento en el nimero
de callo por explante, se observa que los grupos homogéneos son iguales con
Benciladenina, lo que nos indica que el efecto sobre el nimero de callos no es

significativo. Por otro lado se observa el efecto que causo el 2,4-D es significativo,
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ya que entre los grupos homogéneos existen diferencias, obteniendo como mejor

respuesta la concentracion de 2.26 uM como se puede observar en la figura 9.2

Cuadro 9.5 Tabla de Medias y Pruebas de Multiple Ra

Minimos Cuadrados para numero de callos por explant

confianza del 95.0%

Factor Media

Benciladenina

11 (uM) 0.6
22 (UM) 0.51111
1
38.2 (UM) 0.6
44 (UM) 0.8
DMS (0.05) 0.29
Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético
0.18 (uM) 0.4
0.45 (uM) 0.5
0.11 (uM) 0.65
2.26 (UM) 0.96111
1
DMS (0.05) 0.29

Error Est.

0.0997955
0.119939

0.0997955
0.0997955

0.0997955

0.0997955

0.0997955
0.119939

ngos calculada por

e con intervalos de

Grupos
homogéneos

A
A

AB
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Figura 9.2 Callo de Agave sp. cv comiteco con 2.26uM de 2,4-D

1X.4.- CALLOGENESIS EN LOS EXPLANTES

En el cuadro 9.6 se presenta los resultados de varianza de callogenesis del efecto
de los reguladores de crecimiento. Se observa que el cuadrado medio del 2,4-D es
el valor mas alto, seguido por el Benciladenina y finalmente el de los residuos. Lo
gue indica que el efecto del 2,4-D es mayor en el porcentaje de callos. En el
cuadro también se observa el valor de P para los dos reguladores son menores de
0.05, lo cual nos dice que ambos tiene un efecto significativo en el porcentaje de

callos, como se observa en la figura 9.3.
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Cuadro 9.6 Andlisis de Varianza de callogenesis

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Benciladenina 6429.72 3 2143.24 3.86 0.0131
B:Acido 2,4- 33391.0 3 11130.3 20.03 0.0000
Diclorofenoxiacético
RESIDUOS 37786.1 68 | 555.678
TOTAL (CORREGIDO) 82748.0 74

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Figura 9.3 Callo de Agave sp. cv comiteco con reguladores de crecimiento
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IX. 5.- PORCENTAJE DE CALLOS EN LOS EXPLANTES

En el cuadro 9.7 se presenta la Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para el
porcentaje de callos por explante, se observa el efecto de las concentraciones de
los reguladores de crecimiento en el porcentaje de callo por explante, se observa
gue los grupos homogéneos son diferentes con Benciladenina y 2,4-D , lo que
nos indica que el efecto sobre el porcentaje de callos es estadisticamente
significativo para ambos reguladores, obteniendo como mejor respuesta para
bencil adenina la concentracion de 44 uM y para 2,4-D la concentracion de 2.26

UM,

Cuadro 9.7.- Tabla de Medias por Minimos Cuadrados  de callogenesis

(porcentaje) con intervalos de confianza del 95.0%

Factor Media | Error Est. Grupos
homogéneos
Benciladenina
11 (M) 25.25 5.27104 B
22 (UM) 21.1944 | 6.33501 B
38.2 (UM) 21.5 5.27104 B
44 (uM) 43.5 5.27104 A
DMS (0.05) 16.4
Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético
0.11 (uM) 16.75 5.27104 B
0.18 (uM) 15.75 5.27104 B
0.45 (uM) 10.5 5.27104 B
2.26 (UM) 62.3 6.33501 A
DMS (0.05) 16.4
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IX.6 FORMACION DE BROTES

En el cuadro 9.8 se presenta los resultados de la optimizacion de la proliferacion
de brotes con diferentes concentraciones de 24-D vy BA para la

micropropagacion de Agave sp. cv comiteco.

Cuadro 9.8.- Resultados de la optimizaciéon dela pr oliferacion de brotes

con diferentes concentracionesde 2,4-D y BAAN =5,
Numero de
Tratamientos 2,4.-D BA brotes por callo
UM UM
1 0.11 11.0 12+12b
2 0.11 22.0 0+x0b
3 0.45 44.0 76+3.2a
4 2.26 11.0 0+£0b
5 0.18 11.0 06+06Db
6 0.18 22.0 0.2+0.2Db
7 0.18 44.0 0+x0b
8 0.45 11.0 0+x0b
9 0.18 38.2 0£0b
10 0.45 22.0 0+x0b
11 0.11 38.2 1.8+16b
12 2.26 38.2 0+x0b
13 0.11 44.0 0.2+0.2b
14 2.26 44.0 0+x0b
15 0.45 38.2 0+x0b
LSD (0.05) 2.8

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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En el cuadro 9.9 se presentan los resultados de varianza del efecto de los
reguladores de crecimiento para brotes. Se observa que el cuadrado medio del
2,4-D es el valor méas alto, seguido de la interacion entre Benciladenina 'y 2,4-D y
finalmente el de Benciladenina. Lo que indica que el efecto del 2,4-D es mayor en
la formacion de brotes. En el cuadro también se observa que el valor de P para
2,4-D y Benciladenina y la interaccion entre los dos reguladores es menor a 0.05
lo cual nos dice que tanto el 2,4-D y la Benciladenina tiene un efecto significativo
en la formacion de brotes, pero la interaccion que hay entre los dos reguladores es

aun mas significativo.

Cuadro 9.9.- Analisis de Varianza para Brotes

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Benciladenina 43.75 3 14.5833 3.27 0.0268

B: Acido 2,4- 62.15 3 20.7167 4.64 0.0053

Diclorofenoxiacético
INTERACCIONES

AB 166.45 9 18.4944 4.14 0.0003
RESIDUOS 285.6 64 4.4625
TOTAL 557.95 79

(CORREGIDO)
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

En el cuadro 9.10 se aprecian los resultados para proliferacion de brotes
con diferentes concentraciones de 2,4-D y BA para la micropropagacion

de Agave sp. cv comiteco.
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Cuadro 9.10.- Resultados para proliferacion de brot es con diferentes
concentraciones de 2,4-D y BA.

Factor Numero de brotes por
callo®
Benciladenina (UM)
11.0 0.45b
22.0 0.07b
38.2 0.45b
44.0 1.95a
LSD (0.05) 1.4
Acido 2,4 -Diclorofenoxiacético
(HM)
0.11 0.8 ab
0.18 0.2 b
0.45 19 a
2.26 00 b
LSD (0.05) 1.4

b La evaluacion se evalué después de 15 semanas

En el cuadro 9.11 se presenta una tabla de multiple rangos en el efecto del 2,4-D
para brotes. En este cuadro se puede apreciar los grupos homogéneos para las
diferentes concentraciones de 2,4-D en el cual se observa como la concentracion
de 0.11uM de 2,4-D es la que presenta diferencia estadistica, lo cual quiere decir

gue a menor concentracion de 2,4-D mayor formacién de brotes.
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Cuadro 9.11.- Pruebas de Multiple Rangos para Brote s por 2,4-D

Acido 2,4 - Casos Media LS | SigmalLS Grupos
Diclorofenoxiacético Homogéneos
2.26 uM 20 0.0 0.472361 B
0.45 uM 20 0.1 0.472361 B
0.18 uM 20 0.6 0.472361 B
0.11 p™M 20 2.2 0.472361 A

Método: 95.0 porcentaje LSD

En el cuadro 9.12 se presenta se presenta una tabla de mdultiple rangos en el
efecto de Benciladenina para brotes. En este cuadro se puede apreciar los grupos
homogéneos para las diferentes concentraciones de Benciladenina en el cual se
observa como la concentracion de 44uM de Benciladenina es la que presenta
diferencia estadistica, lo cual quiere decir que a mayor concentracion de
Benciladenina mayor formacion de brotes. En la figura 9.4 se puede apreciar la

formacion de brotes con 44 uM de Benciladeninay 0.11 pM de 2,4-D.

Cuadro 9.12.- Pruebas de Multiple Rangos para Brote s por Benciladenina

Benciladenina | Casos | Media LS Sigma Grupos
LS Homogéneos
38.2 uM 20 0.0 0.472361 B
22 uyM 20 0.2 0.472361 B
11 uyM 20 0.8 0.472361 AB
44 uM 20 1.9 0.472361 A

Método: 95.0 porcentaje LSD
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Figura 9.4 Brotes de Agave sp. cv comiteco con 0.11uM de 2,4-D y 44 uM de
Benciladenina
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IX.7 EVALUACION MORFOLOGICA MEDIANTE MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

En la figura 9.5.a se puede apreciar un segmento de callo en donde se observa la
re-diferenciacion del callo de Agave sp. cv comiteco, en la figura 9.5.b es un
acercamiento de la anterior en donde se observa mejor la formacion de embrién

en el callo.

Figura 9.5 Fotografia microscépica de callo de Agave sp. cv comiteco
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En la Figura 9.6.a se observa la formacion de embriones con esto se demuestra
que el callo es embriogénico. La figura 9.6.b es un acercamiento de la anterior
donde se puede apreciar mejor las diferentes células de embriones que se estan

formando en el callo.

a)

Figura 9.6 Fotografia microscOpica de embriones de Agave sp. cv comiteco.
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X.- DISCUSION DE RESULTADOS

La desinfeccion del explante a utilizar en la propagacion es de vital importancia ya
gue en ella reside el éxito de los diferentes procesos a obtener, como callogénesis
u organogénesis, bajo condiciones controladas y libres de patégenos que pudieran
interferir en dicho proceso. Para ello se utilizan diferentes sustancias quimicas,
aungue la concentraciéon y el tiempo de exposicién varian dependiendo de las
caracteristicas del explante. EI método que obtuvo mejor respuesta para la
desinfeccion de Agave sp. cv comiteco fue el segundo en este se utilizé dos veces
cloro. El cloro es un potente agente germicida con amplio espectro de actividad,
activo frente a bacterias, esporas, hongos, virus y protozoos. Presenta efectos
bactericidas rapidos. Es un agente oxidante que inactivan proteinas enzimaticas.

(Sanchez & Séenz, 2005).

Los resultados obtenidos de callos a las 4 semanas, en los explantes de
meritemos de Agave sp. cv comiteco, estuvo relacionado con la presencia de
reguladores de crecimiento, utilizando 2,4-D como auxina y Benciladenina como
citocininas. Resultando el mejor tratamiento en 2,4-D a 2.26 uM. La combinacion
de la auxina y la citocinina sobre la callogenesis, ha sido bien establecida en
varios trabajos (Thomas & Puthur, 2004; Lisowska & Wysokinska, 2000). Esto
puede deberse a que la auxina tiene la funcion de diferenciacion celular y la
citocinina estimula la division celular en los tejidos, por lo que se necesita un
balance entre ellos para que se lleve a cabo la formacién y un desarrollo

adecuado. El desarrollo del callo estuvo asociado con la presencia de 2,4-D que
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fue un factor importante en la desdiferenciacion de los tejidos, la presencia de esta
auxina se reporta como una potente estimuladora en la formacion de callo
(George, 1993; Murashige, 1974). EIl 2,4-D empleado en cultivo de tejidos de
diversas plantas se reporta como una potente auxina que estimula la formacién de
callo por ser un fuerte antagonista en la organizacién del desarrollo (George, 1993;

Murashige, 1974).

Los resultados de formacion de brotes en los explantes de Agave sp. cv comiteco
se obtuvieron a las seis semanas de hacer el subcultivo. Los mejores resultados
gue se obtuvieron fueron a concentraciones mayores de Benciladenina 44 pM y
una menor concentracion de 2,4-D 0.11 pM. En explantes con estructuras
meristematicas de otros géneros, sujetos a cultivo con altas concentraciones de
citocininas, la regeneracién de brotes es una respuesta comun (Dodds & Roberts,
1982). La disminucion de la concentracién de 2,4-D en el medio puede permitir el

desarrollo de érganos (Groenewald et al., 1977).
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XI. CONCLUSION

Se logro desarrollar una técnica adecuada para la desinfeccion de meristemos de

Agave sp. cv comiteco obteniendo 100% de asepsia.

Se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento
obteniendo organogénesis indirecta, comprobando asi el efecto que estos
reguladores tienen en los tejidos vegetales. En este trabajo la Benciladenina a
mayor concentracion promovié la proliferacion de brotes, mientras que el 2,4-D

causo un efecto positivo en la induccion de callo.

Este trabajo demostré que es posible propagar in vitro de manera eficiente el

Agave sp. cv comiteco esto se presenta como una alternativa, ya sea para la

reintroduccion a su habitat natural y/o su uso en la industrializacion.
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XII. RECOMENDACIONES

Se necesita dar continuidad al trabajo hasta completar la diferenciacion total de los
brotes obtenidos a plantulas, asi como realizar experimentos que permitan el
enraizamiento de éstas mismas. Esto para efectuar posteriormente su
aclimatacion y evaluacion en invernadero y lograr el establecimiento de un
protocolo de micropropagacion completo para este tipo de agave que pueda ser

utilizado posteriormente con diversos fines.
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