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RESUMEN

Agave parviflora es una planta endémica del desierto de Sonora y actualmente se
encuentra bajo status de proteccion especial debido a lo limitado de sus poblaciones
naturales. En este trabajo se desarrolld una metodologia para la propagacion masiva de
dicha especie, con la que se estard en posibilidades de obtener plantas para futuros
programas de repoblacién y cultivo intensivo. La técnica empleada fue la multiplicacién
a través de tejido de callo. Inicialmente se trabajo con la proliferacion de tejido de callo
y posteriormente con la organogénesis en dicho callo.

Para la formacién del callo, se utilizé un disefio completamente al azar en arreglo
factorial 3> evaluandose 3 niveles de benciladenina, 3 niveles de dcido 2.4-
diclorof'enoxiacetico (2,4-D) y tres tipos de explantes que fueron segmentos de raices,
tallos y hojas, todos de plantulas provenientes de semilla. Se utilizé el medio de cultivo
de Murashige y Skoog (MS). En base a los resultados obtenidos se pudo concluir que a
mayor concentracion de reguladores de crecimiento hubo mayor produccion de biomasa,
callos mejor formados y de color verde intenso. De los tres tipos de explantes utilizados
los mejores resultados se observaron en el tejido de tallo. El tratamiento més efectivo fue
el de 11.1 uM de benciladenina y 5.61 uM de 4cido 2,4-diclorofenoxiacetico.

En lo que respecta a la diferenciacion y formacion de brotes, se empled un disefio
3x3x2, evaluando el efecto de 3 concentraciones de benciladenina, 3 de cinetina y 2 de
acido 2,4-diclorofenoxiacético. Se observé mayor cantidad de embriones e indice de
brotacién con 22.2 uM de BA y 1.13 pM de 2,4-D. Los brotes generados se enraizaron
en medio MS libre de reguladores de crecimiento y las plantulas se aclimataron en
charolas con peat moss, dentro de una camara de crecimiento con luz continua y
fotoperiodo de 12 h. La supervivencia de las plantas enraizadas fue cercana a 100%.

Viii



INTRODUCCION

De las multiples plantas de México que benefician al ser humano, ¢l maguey ha
sido una de las méas aprovechadas, tanto por los antiguos mesoamericanos como por los
actuales habitantes del altiplano central. Pocos son los vegetales que proporcionan al
hombre casa, vestido, sustento y salud, ademas de ser un medio para la transmision de
conocimientos. No obstante que ¢l maguey no es solo de México, en ningin otro lugar
del mundo esta tan identificado con la cultura, ¢l paisaje y el pueblo como en nuestro

pais.

Diversos estudiosos coinciden en que México es el centro de origen y dispersion
de la familia Agavaceae, ala que pertenecen ocho géneros, entre ellos el género Agave.
De las 273 especies descritas de esta familia, las cuales se distribuyen en el continente
americano desde Dakota del Norte, EUA, hasta Bolivia y Paraguay, 205 se encuentran

en México y de ellas 151 son endémicas.

Agave parviflora Torr,, es una especie endémica a nuestra region. Esta especie se
encuentra en estatus de proteccion especial, debido a que a principios del siglo pasado,
se explotaba de manera indiscriminada en la elaboraciéon del que se supone era uno de

los destilados mas finos de agave, la tahuta, tahutita § sobari en dialecto ¢pata.

Testimonios de antiguos vinateros han revelado que la tahuta era una bebida de
calidad superior a cualquier otro destilado de agave. Incluso se ha mencionado que
algunos productores agregaban una cierta cantidad de Agave parviflora a un lote de
cabezas de Agave angustifolia (maguey de bacanora) a fin de mejorar las propiedades

organolépticas del bacanora, la bebida tradicional por excelencia en Sonora.

Aunque el habitat de 4. parviflora abarca todo el Desierto de Sonora, en diversos

recorridos de campo realizados por Moreno-Salazar y Ochoa-Meza (Com. Pers.), se han



detectado solo pequefias poblaciones aisladas, de unos cuantas decenas de individuos, en
Moctezuma, Ures, Mazatain y Nécori Chico. Esto se debe a uso indiscriminado que
anteriormente se le daba para la elaboracién de bebidas, al sobrepastoreo de agostaderos
y al deterioro de su habitat por el desmonte de terrenos para caminos y establecimiento
de pastizales. Adicionalmente, esta especie es la mas pequefia del género Agave y por
sus caracteristicas peculiares, ha resultado ser muy atractiva para los coleccionistas, lo
que ha motivado su extraccion inmoderada a partir de su habitat natural Todos estos

factores, han reducido drasticamente sus poblaciones (Moreno-Salazar, com. pers.).

Por otro lado, la deprimida economia de las zonas serranas del Estado de Sonora,
hace imperante el desarrollo de nuevos productos de calidad y alto valor comercial, que
sean reconocidos por el mercado nacional e internacional. Unos de estos productos
podrian ser tanto el Agave parviflora, como la bebida que se obtiene de €l. Por lo tanto
es importante desarrollar su tecnologia de cultivo, para lo cual es requisito indispensable
el implementar las técnicas de propagacion que permitan una rapida reproduccion de
plantas, Una alternativa viable para generar cientos de miles de plantas en tiempos

relativamente cortos, es el cultivo de tejido i vitro (Zimmerman, 1993).

Los métodos de cultivo de tejidos im vitro mas comunes consisten en la
fragmentacién de nudos, apices y yemas axilares, los cuales son manipulados en
condiciones asépticas y transferidos al medio de cultivo, para posteriormente inducir,
mediante una concentraciéon adecuada de reguladores de crecimiento, su proliferacion y
posterior subcultivo de brotes in vifro. Estas metodologias permiten la obtencion de
plantas geniticamente similares a una velocidad de produccion considerablemente
superior a cualquiera de los métodos tradicionales. Ademds, son extensiones de los
métodos convencionales de propagacién clonal, pero llevadas a cabo a escala miniatura,
bajo condiciones asépticas, razon por la cual a este tipo de propagacion clonal, se le

conoce Como micropropagacion.

También se han desarrollado técnicas como la organogénesis directa a partir de

células somaticas no apicales del explante y la embriogénesis/organogénesis indirecta



pasando por tejido de callo. La organogénesis indirecta, implica la producciéon masiva de
plantulas a partir de embriones u 6rganos inducidos en tejido de callo. La prolif eracion
de callos a partir de un explante en particular, es el resultado de la activacion mitdtica de
un pequeiio grupo de células colocadas normalmente en la superficie de corte del

explante.

Todos los vegetales por si mismos poseen un potencial enddgeno para la
formacion de callo, dado que en forma natural, al recibir una lesion en algin organo,
ésta puede ser reparada por este tipo de tejido. Sin embargo dichas respuestas se
manifiestan en diferente grado entre las distintas especies. El cultivo de callo con la
consecuente organogénesis o embriogénesis somatica es una herramienta valiosa para la

obtencion de variacion somaclonal en diferentes especies.

En base a lo anterior, este trabajo tiene como finalidad establecer una
metodologia para la propagacion masiva de la planta de Agave parviflora, mediante las
técnicas de cultivo de tejidos, con el fin de obtemer germoplasma para su posterior
manipulacién genética, cultivo intensivo y explotacion industrial, asi como para

repoblacion en su hébitat natural



OBJETIVOS

GENERAL:

Establecer una metodologia para la propagacion masiva de la planta de Agave

parviflora, mediante la prolif eracion de tejido de callo y posterior organogénesis.

PARTICULARES:

Evaluar el efecto de benciladenina (BA) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
tres tipos diferentes de explantes (raiz, tallo y hoja) sobre la induccion a la formacion y

produccion de biomasa de callo.

Evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento (BA, cinetina y 2,4-D) sobre la

formacion de callo y la posterior formacion de brotes a partir de tejido de callo.

Enraizar y aclimatar las plantas obtenidas, a las condiciones ambientales de la

region.



LITERATURA REVISADA

El Genero Agave y Sus Caracteristicas

Clasificacion taxondémica

REINO + Plantae

.

DIVISION + Magnoliophyta

CL:\SE 9 LﬂiOpSidEl

SUBCLASE s Liliidae

————

L ORDEN s Asparagales ]
FAMILIA « Agavaceae )
GENERO . .49;(11-‘(?

El género Agave estd compuesto por plantas suculentas pertenecientes a una
extensa familia botanica del mismo nombre Agavaceae (Robert, e al, 1992). Se les

conoce con los nombres comunes de agave, pita, maguey, cabuya, fique y mezcal.

Su centro de origen estd en México, aunque actualmente se distribuyen desde el
sur de Estados Unidos hasta el norte de Venezuela y Colombia. Sin embargo desde el
siglo XVII los agaves han sido distribuidos en todas las dreas subtropicales del mundo,
principalmente con propositos ornamentales (Robert, er al, 1992). No existe ningin
trabajo de clasificacion que abarque todas las especies del género Agave. El sistema de
clasificacion mas reciente, a nivel infragenérico, fue elaborado por Howard Gentry en
1982; sin embargo, su obra solo incluye los agaves de Norteamérica continental, dejando

fuera las especies del Caribe y Sudamérica.



Gentry organizd el género por sus caracteristicas florales y vegetativas,
dividiéndolo en dos subgéneros, con base en el tipo de inflorescencia y la disposicién de
las flores (Figura 1). El subgénero Agave esta dividido en doce grupos con 83 especies, y
el subgénero Litfaea en ocho grupos con 53 especies, como se muestra en el cuadro 1. El
grupo no es una categoria taxondmica de acuerdo con el Codigo de Nomenclatura

Botanica, sin embargo su uso le permitio agrupar especies de una manera practica.

Figura 1.-Los dos tipos de estructuras florales en el género Agave. A) Infloresencia
espiculada, B) infloresencia paniculada.

Actualmente, la taxonomia de Agave dista de estar completa. Ha habido
propuestas de cambios en la nomenclatura y en la estructura de varios taxones, se siguen
describiendo nuevas especies que han hecho crecer los grupos, pero no se ha avanzado
en la delimitacion de los mismos. Las nuevas propuestas de subdivision tendran que
considerar todas las especies del género para formarse una idea adecuada de sus limites.
Esto contribuye favorablemente a una mejor exploracion del territorio nacional, lo cual

ha redundado en un conocimiento bioldgico mas detallado, mejores colecciones de



plantas vivas y de herbario, que es la base de estudios taxondmicos, biogeograficos,

etnoboténicos, bioquimicos y moleculares.

La biologia molecular es una herramienta que permite visualizar de otra manera
la clasificacién de los organismos y, en el caso de Agave, se han iniciando estudios que
permitirdn tener una mejor comprensién, no solo a nivel subgenérico, sino también
intergenérico, ya que su delimitacion con respecto a los géneros herbaceos cercanos,
como Manfreda y Polianthes ain no ha sido resuelta. Todo esto nos permite seguir

adentrandonos en el conocimiento de estas plantas emblematicas de nuestro pais.

Cuadro 1.-Compendio de especies de Agave

Subgénero G'-UPF), - Numerg o E jemplos
Seccion especies
Littaca Amolae 8 A, attenuata  Salam., A. pedunculifera Trel, A.
vilmoriniana Berger
Choritepalae 3 A. ellemeetiana Jacobi
Filiferae A filifera Salam., A mudiffilifera Gentry
Marginatae 21 A lechuguilla Torr., A. xylonacantha Salam.
Parviflorae 4 A. parviflora Torr. Subsp. parviflora. A. schottii Engelm.,
A. toume yana Trel.
Polycephalae 5 A. celsii Hook
Striatae 3 A. dasylirioides Jacobi & Bouché, A. stricta Zucc.
Urceolatae 2 A. utahensis var. Nevadensis Engelm.
Agave Americanae 6 A. americana 1. ., A lurida Aiton, A. scabra Saim-Dyck
Campaniflorae 3 A. promontorii Trel,
Crenatae 6 A. bovicornuta Gentry
Deserticolae 10 A. cerulata Trel., A. deserti Engelm., A. sobria Brandeg.
Ditepalae 10 A. nurpheyi F. Gibson, A. palmeri Engelm.
Hiemiflorae 12 A, atrovirens Karw. Ex Salm, A lagunae Trel.
Marmoratae 4 A. zebra Gentry
Parryanae 6 A. parryi Engelm., A. parry var. huachucensis (Baker)
Little ex Benson, A. patonii Trel.
Rigidae 12 A. angustifolia Haw., A. fourcroydes Lem, A,
macroacantha Zuce., A. rhodacantha Trel, A. Tequilana
Weber
Salmianeae 5 A. salmiana Otto ex Salm ssp. Crassispina (Trel) Gentry
Sisalaneae 6 A. sisalana Perrine, A weberi Cels ex Poisson

Umbellif orae 2

A. shawii Engelm.

(Gentry 1982, Nobel 1988).



Descripcion Botdnica

Las plantas de agave tienen un tallo corto, grueso y lefloso, oculto tras sus
numerosas hojas gruesas y carnosas llamadas pencas que a menudo viven alrededor de 5
anos. Estas estan colocadas en forma de espiral formando una roseta basal. En varias
especies el tallo se dobla hacia el sustrato y repta sobre el suelo o las rocas, por lo que es
dificil observarlo, ya que pueden surgir rosetas a lo largo y ademas, quedar cubiertos por

las hojas secas.

Las hojas por lo general son suculentas, fibrosas, con la base dilatada y carnosa y
su forma varia de lineal a lanceolada u ovada, casi siempre tiene una espina al final del
apice que puede medir desde algunos milimetros hasta cinco centimetros. El envés
muestra la huella de los dientes de la hoja que le antecedid, lo que es muy notorio en las
especies con hojas suculentas. El color de las mismas se presenta en tonos de verde y

glauco o amarillos, rojizos o violetas,

Las hojas subsecuentes son producidas alrededor del er de la roseta a angulos
promedio de 137.5°, el llamado dngulo de Fibonacci, el cual vamos a considerar
brevemente. Cerca del inicio del siglo XVII, Fibonacci, tambgn llamado Leonardo de
Pisa, descubrid una secuencia de numeros formados al afadir los dos nimeros previos
en la serie: 1, 1, 2, 3, 5, 8 13, 21, 34,... Esta secuencia tiene relevancia con muchos
patrones naturales asi como con los angulos de las hojas de agave. En particular si son
elegidos pares de numeros apartados por 2 espacios en la secuencia en progresion, las
siguientes fracciones pueden ser formadas: 2/5 , 3/8, 5/13, 8/21,13/34,... Cada fraccion
describe la filotaxia, o el arreglo de las hojas a lo largo del tallo. Por ejemplo, una
filotaxia de 3/8 significa que una espiral de ocho hojas se va a encontrar en tres vueltas
completas alrededor del tallo. La secuencia de fracciones rapidamente converge en el
valor de 0.382, que multiplicado por 360° resulta en 137.5°, el dngulo de Fibonacci. El
arreglo de hojas resultante tiende a minimizar el auto sombreado por las hojas (Nobel,

1988).

El crecimiento en Agave es muy lento, la mayoria de las especies son

multianuales con un ciclo de vida entre 5 y 20 afios. Mientras crecen acumulan una gran
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cantidad de azlcar (principalmente en forma del polisacarido llamado inulina) en el
"tejido de corazén" de la planta. Estos carbohidratos son el suministro de energia que
alimenta el rdpido desarrollo de la inflorescencia, que a menudo es enorme en
comparacion con la planta que lo produce. Los agaves florecen sélo una vez emitiendo
un largo tallo (ramificado 0 no) que nace del centro de la roseta, con numerosos grupos
de flores tubulares. Las inflorescencias de los agaves miden entre 2 y 10 metros de
altura. Estas pueden crecer bastante rapido, incrementos diarios de entre 10 y 20 cm son
comunes en algunas especies. (Nobel, 1988). La planta muere tras desarrollar el fruto
pero por lo general produce retofios en su base a través de rizomas. Los rizomas son
comunmente carnosos y gruesos, pero las raices tienden a ser numerosas, delgadas,

fibrosas y superficiales.

Reproduccion

Los agaves se reproducen de manera sexual y asexual. La reproduccidn sexual se
logra mediante la polinizacion que efectian algunos animales. Los agaves con
inflorescencias paniculadas (subgénero Agave) son polinizadas por los murciélagos,
mientras que los agaves con inflorescencias espigadas (subgénero Littaea) son
polinizadas principalmente por insectos, lo que hace que la transferencia de polen de una
flor a otra sea nocturna en los magueyes polinizados por murciélagos y diurna en los

magueyes polinizados por insectos o aves.

En la mayoria de las especies de agave el sistema de reproduccidn es de tipo
semélparo o monocarpico, es decir, las plantas mueren después de reproducirse; la
semelparidad es una forma de reproduccion poco comun en las plantas con flores y pudo
haber evolucionado debido a la altura de la inflorescencia, ya que las flores a mayor
altura son més atractivas para los polinizadores; subsecuentemente, al incrementar ias
plantas progresivamente su esfuerzo reproductivo, 1os recursos asignados al despliegue
floral alcanzaron un maximo, causando la muerte de la planta. Otras especies pueden ser
consideradas iteroparas o policarpicas, pues soOlo muere la roseta que tiene la

inflorescencia pero no el individuo.
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La mayoria de los agaves se propaga de manera asexual, produciendo clones en
diferentes partes de la roseta o la inflorescencia. Los hijuelos se desarrollan en la base de
la planta, o mediante estolones que emergen a alguna distancia de la planta madre,
producen raices y, con el tiempo, crecen de manera independiente. Los hijuelos
intrafoliares se originan entre las hojas de la roseta y se desarrollan cuando se
desprenden de la planta madre o ésta muere. Los bulbilos, en cambio, se originan en la
inflorescencia junto a las flores. La produccion de clones es in mecanismo que permite a
las plantas una mayor capacidad de ampliar su area de distribucion. El establecimiento
de las plantulas provenientes de semilla es un fendmeno raro debido a que €sta es la fase
mas vulnerable en el ciclo de vida de los agaves, pues tienen una cantidad limitada de
reservas, baja capacidad para absorber agua y estan expuestos a grandes variaciones de
temperatura en la superficie del suelo, por lo que dependen de manera critica de plantas
nodrizas; ademas, constituyen un alimento suculento y nutritivo para los insectos y

roedores (Gentry, 1982; Nobel, 1988).

Metabolismo y adaptacion a los ambientes dridos

Aunque el grado de adaptacién varia considerablemente, la mayoria de los
agaves poseen estrategias para sobrevivir en ambientes secos o periddicamente secos ya
que la forma y distribucion de sus hojas les ayuda a capturar la poca agua de lluvia

disponible de una manera mas eficiente (Gentry, 1982).

El sistema de la raiz de los agaves es superficial, lo cual facilita la absorcion de
agua de lluvia, generalmente escasa, que solo humedecen la superficie del suelo; de tal
manera que la probabilidad de supervivencia de una roseta en sequias prolongadas
depende del volumen de agua y de los carbohidratos almacenados durante la época
favorable. Asi mismo, en época seca el agua almacenada ayuda a mantener las
reacciones bioquimicas y la apertura de estomas para la asimilacion de carbono (COy),
aun en condiciones prolongadas de sequia, que pueden durar hasta siete afios. El
abundante desarrollo de fibras en los tejidos de las hojas mantiene su rigidez durante los
periodos de pérdida de agua, logrando con esto que no se deformen los tejidos; esta

funcién se complementa con la presencia de dientes en el margen y una espina terminal.
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Son varias las caracteristicas de los agaves que les permiten evitar una excesiva
transpiracién como lo son una reduccion en la superficie que transpira en relacion con el
volumen total del drgano, la presencia de una cuticula gruesa en la epidermis de la hoja,
la acumulacién de cera en la superficie y la presencia de estomas de naturaleza compleja
que aseguran una proteccién adicional conira la evaporacion durante los periodos de

sequia.

Sin embargo la principal caracteristica de adaptacion de este género es que
poseen el metabolismo acido de las crasulaceas (MAC), el cual permite efectuar la
fotosintesis y sobrevivir en condiciones de extrema sequia. Este metabolismo esta
asociado a un estricto control estomatico, que hace que los estomas se abran durante la
noche para fijar ¢! CO» atmosférico con el acido fosfoenolpiriivico y formar acido
malico, mientras que durante el dia los estomas se cierran para evitar la transpiracion
excesiva y asi el acido malico se transforma en acido pirtivico, que luego pasa a

carbohidratos y a almidon mediante el proceso fotosintético (Nobel, 1988).

Generalidades historicas del Agave

Las evidencias arqueologicas hacen referencia a que hace mas de diez mil afios
los grupos némadas y semindémadas hacian uso de distintos tipos de agaves.
Aproximadamente hacia el afio 200 a.c. el maguey ya se cultivaba en Tula, Tulancingo y
Teotihuacan (Oliver, 1995).

Segun la mitologia mesoamericana el descubrimiento del maguey fue un hecho
muy importante para ellos. Ellos aprovechaban el maguey de distantes maneras; Con los
quiotes elaboraban sus estructuras habitacionales y con las pencas se encargaban de
cubrir sus techos y paredes, las cuales a su vez se utilizaban como canales conductores
de agua, platos, Ademas se extraian las fibras necesarias para elaborar €l papel con que

se hacian los cédices, para la produccion de calzado y elaboracion de telas.

Es importante sefialar que cada parte del maguey se aprovechaba, las plas

servian como agujas de coser para la elaboracién de las mantas y telas y, las flores para
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la creacion de ricos platillos. El protomédico Francisco Hemnédndez afirma que: “E/
maguey estd compuesto de varias propiedades, las cuales pueden aprovecharse no solo
para elaborar telas, mantas v demds, sino también para uso medicinal’. Ya que por
ejemplo las pencas asadas y aplicadas calientes sobre el vientre de una persona enferma
no solo calmaban los dolores, sino que desbarataban los célculos renales y desalojaban
las vias urinarias. Asimismo, el jugo de las pencas asadas servian para curar malestares,

y con la tela que cubre la hoja, la gente cicatrizaba rapidamente sus heridas. (Oliver,

1995),

Durante la conquista europea y con la llegada de los espafioles a América llega
también el conocimiento de la destilacion, mismos que al observar el alto contenido de
azucares del agave cocido asi como de sus beneficios comenzaron a ensayar su
destilacion logrando asi que los derivados del maguey tuvieran un incremento, ahora el
pulque se consideraba libre para su consumo y esto fue lo que hizo que su venta fuera

aun mayor.

A principios del siglo XXI, debido a la irracional explotacién, a las siembras
inadecuadas y a las politicas que van dirigidas a sustituir el uso de fibras naturales por
sintéticas y del pulque por otras bebidas como cerveza, vino o ron, el maguey y sus
derivados tienden a desaparecer. No obstante, se contintan las investigaciones a nivel
de laboratorio para seguir aprovechandolo ahora a nivel industrial, como fibras
celulosas, papel para la elaboracion de billetes bancarios, aglomerados, fructuosa,

acetona, Saponina, sueros glucosados e insulina, plasticos y forrajes (Oliver, 1995).

Usos e importancia econémica de las plantas de Agave

Como ya se menciond, el maguey representa uno de los recursos naturales de
mayor importancia desde el punto de vista econdmico, Social y agroecologico en
Meéxico. La importancia del uso del maguey se remonta a la época prehispanica, cuando
los pueblos indigenas del centro y norte del pais encontraron en esta planta una fuente de

materia prima para elaborar una gran cantidad de productos.
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Fuente de Fibras

En el presente siglo, con el desarrollo de las técnicas de cultivo y maquinaria
para la cosecha las fibras de agaves dieron origen a una creciente industria. El sisal (4
sisalana) es un agave que se cultiva especialmente para la extraccion de fibras. Y es
originaria de Yucatin. En el siglo XIX su cultivo se traslado también a Florida, las

Antillas y Brasil y posteriormente a algunos paises de Aftica como Tanzania o Kenya.

La produccién anual de fibra del sisal es la segunda, después del algodon. Esta
especie, actualmente aporta el 70% de las fibras duras largas a nivel mundial. La planta
de sisal produce por 7 a 10 afios y produce 200 a 250 hojas comerciales. Cada hoja tiene
un promedio de 1,000 fibras. La fibra, que representa el 4 % del peso de la planta, se
extrae con el proceso de decorticacidon. Las hojas se transportan a una planta central de
descortezado, y luego la fibra se seca, cepilla y embala para exportar. La calidad

superior de sisal se encuentra en el Africa oriental.

Las fibras de agaves, pueden ser ampliamente utilizadas en la confeccion de
diversos productos como: hilos, cordeleria, tejidos, redes, bolsas, cestos, costales,
petates, mantas, vestimenta, tapetes, sandalias, cinchos, sudarios, hamacas, pencas para
tortillas, sombreros, soportes de alfareria, cuerdas para arcos de casa, cuerdas para sogas
y reatas, adornos para trenzas y otros objetos miscelaneos tejidos como cepillos para el
cabello. brochas para pintura, agujas e hilos, cuerdas para pescar, escudos, lanzas,
mstrumentos musicales y objetos ceremoniales (Castetter, 1938; citado por Gentry,
1982).

Construccion

Los materiales producidos por los agaves pueden ser utilizados en la
construccion. Los quiotes (inflorescencias) sirven como vigas, barrotes y pilotes. Y las
pencas (hojas) son utilizadas para construir cercas para delimitar terrenos, techos a modo
de tejado, canales para colectar agua de lluvia, bateas para mezcla, aditivo para mezcla.

Ademas de los residuos de fibra pueden ser extraidas resinas termoplasticas o termofilas.
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Doméstico

De los derivados del agave podemos obtener una gama de productos que son
utilizados para fines domésticos como son: jabdn para ropa, cepillo para lavar, cepillos y
escobas, canastas, clavos, aguja con hilo incluido, recipiente para comida, bateas para

masa y otros alimentos, recipiente para agua y como cubierta para barbacoa.

Alimentacion

La principal fuente de alimentos en agaves es la suave, blanca y almidonosa parte
meristematica del tallo, ademas de las bases de las hojas excluyendo la parte verde.
Conforme la planta madura, el contenido de azicar en esta parte del tallo aumenta;
incrementando a su vez su palatabilidad. Algunas especies y variedades tienen mejor
sabor que otras y en general se deben evitar las que contengan altas concentraciones de

sapogeninas u otras sustancias toxicas.

Otra parte comestible en la mayoria de las especies es el tallo floral cuando esta
en su fase tierna y turgente y en algunos casos las flores también llegan a consumirse
(Gentry, 1982). Generalmente, los agaves se preparaban cociendo las "cabezas" (parte
basal de la planta a la cual previamente se le han eliminado sus hojas) sobre rocas
calentadas por brasas y colocadas en grandes fosas, para obtener un producto dulce y
nutritivo. También se prepara una bebida dulce, hirviendo en agua los pedazos de agave
cocido y en ocasiones esta bebida se deja fermentar para obtener un licor (Canizales,

1995).

Ornato

Algunas plantas del género agave se usan en interiores y exteriores como
decoracion. También se usa al agave como adornos navidefios, base para adornos de
pluma y oro, fibras para arcos florales, adornos corporales, juguetes para nifios, sonajas

y tocado para mujeres (Oliver, 1995).
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Forraje
Los Agaves son una de las mejores opciones forrajeras, debido a la alta eficiencia
en el uso del agua v a la adaptacion del recurso a diferentes habitats, sobre todo en las

zonas semidesérticas (Oliver, 1995).

Del agave se utilizan las hojas e incluso la pifia para darlo como suplemento a los
animales ya que les proporcionan: altos niveles de energia digestible, minerales y agua,
los cuales cubren los requisitos de mantenimiento y produccion de ganado. Se hace notar
que para lograr obtener el beneficio del potencial de su alta digestibilidad, es necesario
suplementar con nitrogeno, mismo que las bacterias del rumen necesitan para digerir la
fibra. Los ganaderos acostumbran picarlo en el campo o en el corral y combinarlo con
otras fuentes de alimentos como los residuos de cosecha. Con esta practica se reduce la
tasa de mortalidad de ganado, s¢ reduce el consumo de agua, se reduce la compra de
forraje, pudiéndose tener mayor carga animal en los predios, asi como una mejor
distribucion y consumo de sales minerales lo que redunda en una mejor condicion fisica
del ganado. También el agave usado como forraje para rumiantes, tiene importancia por
su alta productividad, su empleo en periodos criticos del afio (estiaje) y sus ventajas
nutrimentales, como son su alto contenido de azucares, material mineral y fibra cruda, lo
cual se aprovecha si se emplea una base regular de alimentacion del ganado durante todo

el afio.

La calidad forrajera del maguey depende de la parte que sea utilizada, aunque el
uso méas comin son las hojas. En hojas de Agave salmiana, se determind que los niveles
de minerales como Ca, Mg, Zn, Fe y Cu, satisfacen los requerimientos diarios de ganado
lechero (Silos er al., 2005). En animales con raciones bien formuladas, donde se
combinan diversos alimentos para que se logre una Optima digestién, hay una
digestibilidad del maguey arriba del 80 %, dependiendo de la parte de la planta (penca,
pifia, ¥ quiote), de su edad y del estado fisiologico. Asi, el ensilaje del maguey es una

opcidn practica para administrarlo finamente picado y apropiadamente balanceado.



16

Usos Medicinales
Solo algunos componentes quimicos presentes en las hojas de ciertas plantas del
genero Agave han sido identificados, pero se sabe que las hojas contienen sapogeninas,

esteroles, terpenos y vitaminas.

[a hecogenina obtenida a partir de los agaves cultivados para fibra y la
esmilagenina extraida a partir de A vilmoriniana, son dos importantes productos
guimicos de alto valor comercial, dado que pueden ser utilizados como iniciadores en la

elaboracion de drogas esteroidales, cortisona y algunas hormonas sexuales (Gentry,
1982).

Fuente de Bebidas Alcohdlicas

Los agaves producen dos clases distintas de bebidas. La primera de ellas
comprende a un extracto obtenido de plantas vivas y consumidas en fresco, €l cual se
conoce como aguamiecl, ademds de un licor fermentado conocido como pulque. La
segunda clase es un licor destilado que ha sido denominado como mezcal o tequila. Este

licor fue desarrollado posteriormente a la ocupacién Espafiola en México.

El pulque se ha producido desde épocas prehistoricas, no obstante su consumo se
ha mantenido como local y endémico; pero su importancia estriba en que fue un
producto basico para las antiguas civilizaciones de México y por lo tanto fue una

motivacion para el cultivo de los agaves.

El Tequila y el Mezcal son obtenidas de la destilacién del producto fermentado
de las cabezas (meristemo y base de las hojas) de ciertos agaves. El tequila se produce
principalmente en Jalisco, mientras que el mezcal es originario de Oaxaca. La
manufactura del tequila en Jalisco data de méas de 150 afios, en compafiias bien
establecidas en el poblado de Tequila (de donde el producto toma su nombre) y sus
alrededores y aunque cada compaiiia fabrica tequilas con diferentes grados de calidad.
todos los productos son obtenidos a partir de algunas variedades cultivadas de Agave

tequilana Weber (Gentry, 1982).
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A través de los afios, la produccion de tequila se ha consolidado como una de las
principales industrias de Jalisco. Este producto se consume en varias partes del mundo y
es reconocido como una bebida de calidad que ha alcanzado la cima en sus
exportaciones. En lo que respecta al mezcal, es un producto destilado obtenido
principalmente de la fermentacion alcoholica de las cabezas de Agave potatorum y
Agave angustifolia cultivados en Oaxaca. Esta bebida también tiene gran aceptacion en
el mercado, aunque sus niveles de consumo y exportacion estan muy por debajo de los
del tequila, principal mente por la falta de sistemas adecuados de promocion y
mercadotecnia y porque su procesamiento ain continda siendo artesanal (Gentry, 1982).
Una bebida tipo mezcal es el bacanora, la bebida representativa del estado de Sonora.
Esta, al igual que el mezcal, también es obtenida mediante las operaciones de
destrozamiento y rectificacién de los mostos y fibras fermentadas, provenientes de

rosetas (cabezas o pifias) de Agave angustifolia previamente cocidas.

Agave parviflora

Agave parviflora es la més pequefia de las especies de agave. Se compone de un
pequefio rosetén que mide de 10 a 25 cm de alto, de 15 a 20 cm de ancho, sus hojas son
de 6 a 20 cm de largo y de 0.8 a 2 cm de ancho. Estas son de color verde oscuro con un
recubrimiento ceroso y vistosas matrcas blancas en ambas superficies y mérgenes de la
hoja, dichas marcas, son solo el resultado de la impresion de las yemas en desarrollo de
la hoja y se encuentran al centro de la roseta, mientras que en los bordes exteriores de
Jos margenes de las hojas se desprenden fibras blancas. Cabe mencionar que estas

plantas tienen su floracion entre los 10 y 15 afios de edad.

Otra caracteristica de Agave parviflora es que la inflorescencia mide entre 1y 2
m de altura, y tiene flores de color crema en racimos de 1 a 4 en ramas muy cortas y sus
frutos maduros son pequefias capsulas ovoides de 6-10 mm de didmetro. Agave
parviflora por ser una especie pequefia y por sus cualidades particulares ha resultado ser

muy atractiva para los coleccionistas y debido a esto, son muy deseables en interiores o
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colecciones de invernaderos, sus flores maduran desde fines de primavera al verano, y
son polinizadas por abejorros y abejas carpintero. Las semillas son liberadas
gradualmente de las capsulas secas de fruta durante el otofio y el inviemo. Viven tan

solo 15 afios, mds 0 menos, pero generalmente producen brotes libremente en el cultivo

(Gentry, 1982).

Debido al metabolismo acido de las crasuliceas, esta planta estd muy bien
adaptada al medio desértico en el que vive y posee alta tolerancia al calor. Resiste una
exposicion total al sol y requiere de poca agua para sobrevivir. Ademas, quiza debido a
la acumulaciin de inulina (principal polisacarido de agaves), presenta alta resistencia al
congelamiento, pudiendo sobrevivir hasta -12°C. De igual forma que la mayor parte de
plantas de su género, el Agave parviflora es monocarpica, lo que significa que toma
varios afios de desarrollo antes de su Gnico evento de produccion de flores y semillas,

posterior al cual viene la senescencia y muerte.

La distribucion de Agave parviflora oscila entre el sur de Arizona a Sonora,
México. Hay aproximadamente dos docenas de poblaciones de Agave parviflora
documentadas en el sur de Arizona. Estas plantas se producen en laderas rocosas del
desierto de pastizales y bosques de roble a elevaciones de 1100 a 2400 msnm (Gentry,

1982).

Ademas de su explotaciéon artesanal y ornamental, existen otras amenazas que
han afectado seriamente la poblacion silvestre de Agave parviflora; entre ellas, la
pérdida de habitat debido a la mineria y la construccion de carreteras, la degradacion del
habitat debido al pastoreo, la destilacién en exceso, la recoleccion ilicita y debido a que
las especies de agave generalmente forman hibridos cuando hay polinizacion cruzada
entre si, siempre hay un peligro de "contaminacién" de genes de una especie de reserva
genética con los de otra especie. Cada uno de estos factores agrava aun mas la situacion

de la especie, sl sc toma en cuenta su baja tasa de crecimiento y de propagacion.
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Aspectos generales sobre el cultivo de tejidos in vitro

La expresion cultivo i vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de un
frasco de vidrio en un ambiente artificial. Esta forma de cultivar las plantas tiene dos
caracteristicas fundamentales: la asepsia y el control de los factores que afectan el

crecimiento.

El avance alcanzado por las ciencias biolégicas ha permitido en los dltimos afios
el estudio detallado de las plantas tanto a nivel celular como molecular, y en condiciones
de laboratorio es posible actualmente reproducir todos los factores que puedan incidir en

el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Este principio general se aplica también al cultivo in vitro de plantas. Haberlandt,
un cientifico aleman, postulé a principios del siglo pasado que las plantas eran capaces
de reproducir su crecimiento a partir de células aisladas, originando la hipétesis de la
totipotencia celular en plantas. Sin embargo, este investigador no pudo demostrar en
forma practica su hipotesis, debido a que la mayoria de los componentes complejos que
integran los medios de cultivo actuales todavia no habian sido descubiertos. Seria recién
en la década de 1950 cuando se determina la importancia del balance hormonal en las

plantas, con el descubrimiento de las hormonas vegetales mas usadas en la actualidad.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro, consiste en cultivar pequefios segmentos
de las plantas sobre medios sintéticos estériles bajo condiciones controladas, con el
proposito de regenerar plantas enteras y esto se puede Jograr a partir de casi cualquier
parte de la planta como meristemos, tallo, raices, hojas, inflorescencias, pétalos, polen,
embriones, entre otros. Estas metodologias permiten la obtencién de plantas
genéticamente similares a una velocidad de produccion considerablemente superior a
cualquiera de los métodos tradicionales, ya que estas técnicas en realidad son
extensiones de los métodos convencionales de propagacién clonal, pero llevadas a cabo
a escala miniatura, bajo condiciones asépticas, razén por la cual a este tipo de

propagacion clonal, se le conoce como micropropagacion (Dodds y Roberts, 1990,
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citados por Moreno-Salazar 1995).

Reproducir en condiciones de laboratorio todos los factores que conforman el
ambiente de la planta en la naturaleza es técnicamente muy complejo. Por esa razon se
realiza una simplificacién de la realidad escogiendo aquellos factores que s¢ puedan
mantener controlados. Cuando no se realiza el estudio con todo el ser vivo sino con
solamente una parte del mismo, se utiliza el término explante para indicar la parte del

Organo O tejido vegetal que se cultiva in vitro.

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas
generalizadas del cultivo in vitro. A través de la micropropagacion, a partir de wn
fragmento (explante) de una planta madre, se obtiene una descendencia uniforme, con
plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. El explante mas usado para los
procesos de propagacion in vitro son las yemas vegetativas de las plantas. Los frascos
que contienen las plantas se ubican en estanterias con luz artificial dentro de la camara
de crecimiento, en donde la temperatura es controlada asi como la cantidad de horas de
luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone de una mezcla de sales minerales,
vitaminas reguladores de crecimiento, azicar, agua y agar. La composicidn del medio

depende de la especic vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion.

Etapas de la Micropropagacion
Dentro del proceso de micropropagacion diferenciamos varias fases o etapas:

» Fase 0.- Preparaciéon de la planta madre. Para poder establecer el cultivo en
condiciones de asepsia, s deben obtener explantes con un nivel nutricional y un
grado de desarrollo adecuado, por lo que es recomendable mantener a la planta
madre, en un invernadero bajo condiciones sanitarias dptimas y con un control
de la nutricion y riego adecuados, durante un periodo de tiempo que puede
oscilar enire unas semanas O varios meses.

» TFase 1.- Desinfeccion del material vegetal. Una vez elegida la planta madre, se
extraen los fragmentos a partir de los cuales sc obtendran los explantes. Antes de
obtener los explantes se hard una desinfeccion de los fragmentos de planta madre
para eliminar los contaminantes externos.

Los contaminantes mas comunes son los hongos y las bacterias que
habitan en forma natural en el ambiente. Generalmente la desinfeccidon del
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material se hace sumergiéndolo en una solucién diluida de hipoclorito de sodio
comercial, durante un tiempo de 5 a 15 minutos, seguido por 3 a 4 enjuagues en
agua esterilizada. Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en
condiciones de asepsia, preferentemente se debe trabajar en camaras de flujo
laminar. Los explantes serdan obtenidos por corte de material vegetal y se
introducirdn en un recipiente conteniendo el medio de iniciacion.

» Fase 2.-Introduccion del material in vitro. Luego de la desinfeccion superficial
del explante se pone en medio de cultivo estéril. En un periodo de una semana o
quince dias, comienza el proceso de germinacién o regeneracién de nuevos
tejidos, iniciando el ciclo de cultivo i vitro.

» Fase 3.- Multiplicaciéon de los brotes. Durante esta fase se espera que los
explantes que sobrevivieron las fases 1 y 2 originen brotes. Periddicamente estos
nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones y
resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. De esta forma
aumenta el numero de plantas en cada repique o division de las plantas. El
nimero de plantas que se obtiene por la via de la micropropagacion permite
alcanzar incrementos exponenciales, considerando que todos los factores que
afectan el crecimiento hayan sido optimizados.

Y

Fase 4.- Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantes. Los brotes
obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfieren a un medio libre de
reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo auxinas.
Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices
en el mismo medio de cultivo donde se desarrollan, por lo tanto el proceso de
multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma simultanea.

Fase 5.- Aclimatacién de los explantes enraizados. Los explantes recién
enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que el éxito
0 el fracaso de todo el proceso depende de la aclimatacion. En esta etapa las
plantas sufrirdn cambios que permitiran la adaptacion de las mismas a vivir en
condiciones naturales. En el momento en que se extraen los explantes enraizados
de los frascos, estdn poco adaptados a crecer en un invernadero, ya que estos
explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy
elevada y generalmente tienen estomas que no son completamente funcionales
frente a descensos de la humedad relativa, y por lo tanto demasiado lentos para
evitar la desecacién del explante. Por otra parte, crecer en ambientes tan
humedos también suele implicar la falta de una cuticula con cera bien
desarrollada, que representa la barrera fisica para evitar la pérdida de agua a lo
largo de toda la superficie de la planta.

Esta secuencia de etapas abarca el ciclo completo de la multiplicacion de plantas

in vitro y puede ser aplicada a diferentes especies vegetales, en cada caso se podran
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incluir simplificaciones o cambios de acuerdo a las caracteristicas de las plantas, pero en

términos generales son comunes al proceso de propagacion in vitro.

Tipos de explantes utilizados

Como ya sc menciond con anterioridad, se puede regenerar plantas a partir de
cualquier parte de la misma. Sin embargo, siempre es necesario seleccionar el explante
después que se hayan definido perfectamente los objetivos del trabajo; ya que la
seleccion de la parte de la planta a cultivar depende de si se desea realizar una
propagacion masiva, mejoramiento genético. mutagénesis, produccion de metabolitos,

entre otros.

En general se pueden distinguir dos tipos de explantes:
a) Explantes organizados; como meristemos, yemas, embriones, anteras, Ovulos,
polen, hipocotilos, etc.

b) Explantes no organizados: segmentos de algtin organo, normalmente considerado
como un explante.

El material experimental por si mismo, asi como €l medio utilizado y los factores
fisiolégicos de crecimiento, pueden influenciar el crecimiento y desarrollo de las plantas
in vitro. Sin embargo los factores relativos al material vegetal utilizado, que pueden
llegar a afectar el crecimiento y desarrollo in vitro son: El genotipo, la edad de la planta,
la edad del tejido u o6rgano, el estado fisiologico, condiciones climdticas y de
crecimiento de la planta, asi como de la posicion, tamafio, método de corte e inoculacion

del explante (Pierik, 1987).

Los tallos de plantas viejas no son fuentes apropiadas de explantes para la
iniciacion de cultivo de tejidos de agave. Son duros, fibrosos, tienen un meristemo
lignificado y muy probablemente estén infectados con algiin tipo de microorganismo.
Sin embargo la seleccién de materiales de elite solo puede ser llevada a cabo desde

plantas viejas gue han mostrado sus caracteristicas superiores.
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Esterilizacion de los explantes
Antes de iniciar cualquier trabajo de cultivo de células o tejidos vegetales, se
debe realizar una rigurosa asepsia sobre el material que vaya a ser utilizado como

explante. Los métodos mas utilizados son los siguientes:

e Destruccion fisica de microorganismos. Esto se hace usando aire caliente, vapor
o radiaciones gamma o ultravioleta.

e Remocién fisica de microorganismos. Por medio de lavado y/o filtracién.

e Destruccion quimica de microorganismos. Esta técnica de esterilizacion de
explantes es la mas comin, y se basa en la aplicacién de compuestos quimicos
desinfectantes, tales como: hipoclorito de sodio o de calcio, cloruro de mercurio,
alcohol etilico, oxido de etileno, antibidticos, etc.

Para la esterilizacion de los explantes es necesario tomar en cuenta las siguientes

consideraciones:

a) Las partes de los vegetales en contacto con el suelo, particularmente raices y
tubérculos deben ser esterilizadas lo mas cuidadosamente posible, b) Cuando utilizan
explantes provenientes de cultivos in vitro estériles, no se requiere ningun tratamiento de
esterilizacidn, solo es necesario realizar la manipulacién bajo condiciones de completa
asepsia en los subcultivos sucesivos, ¢) En el caso de meristemos obtenidos a partir de
plantas sanas la esterilizacion también puede obviarse, ya que los meristemos estian
protegidos por varias hojas y ramas pequeiias, las que si deben ser tratadas, d) En el caso
de que se vaya a utilizar material vegetal pubescente, se recomienda hacer inmersiones
previas en alcohol etilico o alguna soluciéon detergente, enjuagando el explante para
romper la tension superficial, de tal forma que el agente esterilizante pueda penetrar con
mayor facilidad, e) Todos los trabajos deben realizarse en un ambiente totalmente
estéril, por lo que se recomienda usar una cimara de flujo laminar, la cual debe ponerse
a funcionar una hora antes de empezar a trabajar. También debe hacerse una limpieza a
fondo con alcohol y posteriormente solo introducir material de trabajo estéril (bisturi,
cuchillas, pinzas, agujas, férceps, tijeras, cajas petri, papel filtro, frascos con agua,
alcohol, mechero, etc.), f) El laboratorista debe proveerse de ropa de laboratorio limpia,
asearse las manos y brazos con agua y jabOn y posteriormente con alcohol y debe evitar

hablar, toser, estornudar y comer durante su permanencia en el lugar de trabajo, g) Los
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instrumentos deben ser flameados completamente y enfriarse cada vez que sean usados

(Dodds y Roberts, 1990, Pierik, 1987).

Factores que afectan el erecimiento y desarrollo de plantas in vitro

El crecimiento y desarrollo de plantas in vitro estd determinado por un gran
numero de complejos factores, tales como: constitucién genética de las plantas,
nutrientes (agua, macro y micro elementos y azlcares), factores fisicos crecimiento
(temperatura, luz, pH y concentraciones de O, v CO,) y algunas sustancias organicas,
tales como: reguladores de crecimiento, vitaminas, aminodcidos entre otros (Dodds y

Roberts, 1990; Hurtado y Merino, 1988; Pierik, 1987).

Constitucion genética de las planta

La constitucion genética es un factor decisivo en cada etapa de crecimiento de la
planta, determina por ejemplo si una planta es monocotiledonea, la forma de sus hojas,
su temperatura optima de crecimiento y floracién, la forma y el color de sus flores, etc.
La expresién de la constitucion genética, en conjunto con las condiciones fisicas y
quimicas creadas en el ambiente in vitro, controla también la respuesta de la planta bajo

estas condiciones (Hurtado y Merino, 1988; Pierik; 1987).

Composicion de los medios de cultivo

Los nutrientes son esenciales para un buen crecimiento y desarrollo de la planta:
sin agua y nutrientes minerales una planta no puede sobrevivir in vivo ni in vitro. Se
deben adicionar azlicares dado que las plantas en estas condiciones no son
completamente autotroficas. Para el cultivo de tejidos vegetales, es indispensable la

presencia en el medio de cultivo de los siguientes componentes:

a) Agua: debido a que el 95% del medio de cultivo esta constituido por agua, debe
ponerse especial atencion en su calidad. Para propdsitos de investigacion se
recomienda el uso de agua destilada y deionizada, pero para investigaciones con
protoplastos células y meristemos ¢l agua debe ser doble destilada.

b) Agar: este compuesto es un polisacdrido de alto peso molecular derivado de
algas marinas y que obtenido en forma de polvo es usado como agente
gelificante en la mayoria de los medios de cultivo.
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La concentracion de agar en el medio de cultivo es muy importante, debido a que
una alta concentracion ocasionard que no haya buen contacto entre el tejido y los
nutrientes, y por otro lado, una baja concentracién de agar ocasionard que no
haya una buena gelificacion. En general para el cultivo de tejidos vegetales se
recomienda usar agar al 0.6-0.8%. La pureza del agar es importante, se
recomienda usar Baeto agar Difco y para el cultivo de protoplastos o células
sencillas se recomienda usar un derivado mas puro, la agarosa.

Azicares: el azicar es uno de los principales componentes del medio de cultivo,
su adicién es esencial para un buen crecimiento y desarrollo de la plantas, debido
a que bajo las condiciones de cultivo in vitro, la fotosintesis es insuficientc, dado
que el tejido de color verde existente no es totalmente autotrofico. Las
concentraciones de sacarosa recomendadas usualmente varian de 1 a 5%
dependiendo del tipo de planta, dado que este azicar también es sintetizado y
transportado en forma natural por la planta. También se puede usar otro tipo de
carbohidratos como glucosa y fructuosa. La concentracion de azucar a utilizar
también depende de la edad del material vy tipo de explante a utilizar, por
ejemplo, el cultivo de embriones muy jovenes requiere de elevadas
concentraciones de carbohidratos.

Nutrientes minerales: después de los carbohidratos, los minerales son el segundo
grupo de nutrientes mas importante de los medios de cultivo. Hay una gran
combinacién de macro y micro nutrientes minerales que pueden ser empleados in
vitro. Aunque la mezcla de macro y micro sales depende del tipo de planta a
utilizar, la mezcla formulada para el medio de Murashige-Skoog (1962) es
ampliamente utilizada, debido a que responde favorablemente a las necesidades
de la mayoria de las plantas. Sin embargo, debe tenerse presente en esta mezcla
mineral no siempre es la 6ptima debido a su alto contenide de sales.

Rcguladorcs de crecimiento: las hormonas por definicion son compuestos
orgénicos sintetizados en las plantas superiores, que influencian el crecimiento y
desarrollo, son activos en muy bajas concentraciones en sitios diferentes a los
lugares donde se sintetizan. Aparte de estos compuestos naturales, existe otro
tipo de compuestos sintéticos que afectan el crecimiento relativo de organos y
tejidos vegetales; en conjunto ambos tipos de compuestos se denominan como
reguladores de crecimiento. En el cultivo de plantas superiores in vitro, los
rcguladores de crecimiento son muy importantes, especialmente las auxinas y
citocininas. La adicién de auxinas y/o citocininas al medio de cultivo, ya sea para
obtcner extension y/o division celular, depende del tipo de explante y de la
especic a cultivar. Las auxinas generalmente favorecen la elongacion celular y la
hinchazén de los dos, la division celular (formacién de callos y raices
adventicias), la inhibicién de rebrotes axilares y adventicios y con frecuencia
provocan la embriogénesis en cultivos en suspension. Las auxinas mas utilizadas
son: Acido indolacético (AlA), dcido indolbutirico (AIB), cido naftalen-acetico
(ANA) cl 24-dicloro-fenoxi-acetico (2,4-D). En lo que se refiere a las
citocininas, estas son usadas para estimular el crecimiento y desarrollo de los
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explantes, mediante un incremento en la division celular especialmente cuando
se adicionan junto con auxinas. En altas concentraciones (de 1 a 10 mgl™),
pueden inducir la formacion de rebrotes adventicios y axilares, disminuir la
dominancia apical, inhibir la formacién de raices y retardar el envejecimiento.
Las citocininas mas importantes, son: cinetina, zeatina, 6-benciladenina (BA o
también llamada 6-bencifaminopurina BAP). y N-isopentenilaminopurina (2iP).

f) Vitaminas: en general son compuestos quimicos que favorecen el crecimiento
general, las mas empleadas son tiamina, piridoxina, riboflavina y biotina.

g} Aminoacidos: generalmente como fuente de aminoacidos se utilizan:
hidrolizados de caseina, peptona, triptona, extractos de maita y levadura.

h) Mezclas de origen natural: Este tipo de sustancias deben ser evitadas en los
trabajos de investigacion, ya que su composicion es variable y en muchos de los
casos desconocida. Sin embargo suelen usarse en otro tipo de trabajos como
enriquecedores del medio; entre los mas usados son: agua de coco, pulpa de
platano y emulsion de pescado (Dodds y Roberts, 1990: Hurtado y Merino, 1985;
Pierik, 1987).

1) Antibioticos: El uso de estas sustancias para controlar la contaminacion in vitro
no esta recomendado por:

1) El alto costo que implica

2) La disponibilidad himitada

3) La mayoria de ellos son toxicos para los tejidos vegetaies.
4) No son efectivos contra la contaminacion por hongos.

Ademds, antes de aplicar cualquier antibidtico a un sistema de cultivo de tejidos,
aislamientos bacteriales y antibiogramas deben llevarse a cabo para asegurarse de su
efectividad. El grado de toxicidad en el tejido vegetal también debe ser determinado

previo a su uso (Robert e al., 2006).

Factores Fisicos

La importancia de los factores fisicos in vivo, también es aplicable a las
condiciones in vitro. Los principales factores fisicos que deben considerarse son:
temperatura, fotoperiodo, intensidad luminica y calidad del espectro de luz (Dodds y
Roberts, 1990; Pierik, 1987).
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Reguladores de Crecimiento

Anteriormente todos los reguladores de crecimiento eran considerados como
hormonas vegetales, los cuales son sustancias orgdnicas sintetizadas en alguna parte de
la planta, capaces de translocarse a otra zona, donde en concentraciones muy bajas
causan una respuesta fisiologica. Actualmente éstas se encuadran dentro de una
denominacién mas amplia, la de “reguladores de crecimiento vegetal”, en razon de que
existen otras sustancias, entre las que pueden mencionarse a poliaminas, brasinolidos,
acido salicilico y jasmonatos, que no cumplen con la caracteristica de ejercer efecto a
distancia propia de las hormonas vegetales, pero que pueden regular y alterar tanto el
crecimiento como el desarrollo vegetal provocando en numerosos casos respuestas

fisiologicas similares a las de las hormonas vegetales.

A medida que los reguladores de crecimiento fueron identificados comenzaron
los estudios sobre sus efectos, mucho antes de poder determinar sus concentraciones
endogenas debido a limitaciones instrumentales actualmente superadas. Estos
desencadenan respuestas en muchas partes del vegetal mismas que varian con la
especie, organo que se estudie, estado de desarrollo, concentracién e interaccion
hormonal y diversos factores ambientales. Por estos motivos resulta riesgoso

generalizar acerca de los efectos de estos reguladores sobre los procesos de crecimiento.

En la actualidad se considera que existe un sistema de respuesta que hace que los
reguladores de crecimiento resulten activos y especificos. Este sistema, aplicable a un
gran numero de reguladores de crecimiento y consta de tres puntos; el regulador debe
encontrarse en la cantidad adecuada, debe ser reconocido por los receptores de las
células blanco y debe existir la presencia de mecanismos de amplificacién de las sefiales

del mensajero hormonal.

Como se menciond anteriormente la concentracion de los reguladores es
fundamental para la accién de ellos mismos. Durante el desarrollo de un tejido la
concentracion enddgena de las hormonas pueden sufrir variaciones, esto provoca

cambios en el sistema de recepcion afectando la sensibilidad del mismo.
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La sensibilidad en el sistema de recepcion puede ser afectada por diferentes
factores; en el nimero de receptores (receptividad), la afinidad por el receptor (afinidad)
asi como en la capacidad de respuesta, en los eventos posteriores a la recepcion. Los
cambios que pudieran ocurrir sobre cualquiera de los factores descritos, durante el
desarrollo de un tejido ocasionarian modificaciones sobre la sensibilidad de estos

sistemas (Davies, 1995).

Auxinas

Son compuestos caracterizados por su capacidad de inducir elongacion en células
de vastagos. La auxina natural de mayor distribucion es el dcido 3-indolacético (AlA),
aun cuando el acido 4-cloroindol-3-acético ha sido aislado de plantas superiores. En
general este grupo de hormonas afecta ofras caracteristicas fisioldgicas, ademas de la

elongacién, pero esta accion es considerada critica.

Auxinas naturales

CH, —COOH| a CH, —COOHI
N N
N N
\ \
H H
Acido indol-3-acético Acido 4-cloroindol-3-acético
(AIA) (4-CI-AlA)

Figura 2.-Estructura Quimica de auxinas naturales.

La caracteristica estructural principal de todas las moléculas con actividad auxina
es que, a pH neutro, tienen una fuerte carga negativa en un carboxilo separada de una
carga residual positiva por una distancia de 0.55 nm. Esta separacion de carga parece ser

esencial para la actividad de la auxina.

Son numerosos los €jemplos de auxinas sintéticas utilizados en cuitivo de tejidos
vegetales, fundamentalmente porque su accién es mas prolongada que la de sus analogos

naturales y su costo inferior.
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Auxinas sintéticas

CH, —CH; —CH, —COOH -

O-CH,—COO0H
\ O-Cl,—COOH KI
/@[ . i}
a

! a
H
Acido indel-3-butirico Acido 2,4-diclorofenoxiacético  Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético
(AIB) (2,4-D) (2.4,5-T)

Figura 3.-Estructura guimica de auxinas sintéticas

Las auxinas pueden ser transportadas por el floema de forma apolar. El AIA se
sintetiza principalmente en el apice de las yemas, y se transporta polarmente hacia la raiz
a través de las células parenquimaticas asociadas al tejido vascular. Una vez llegada al
tejido receptor, el transporte de las auxinas es a traveés de las células de forma polar,
activa y unidireccional con el consiguiente consumo energético. De acuerdo con un
modelo quimiosmético, el gradiente de pH entre la pared celular (pH~5) y el citoplasma
(pH~7) facilita la entrada de la forma reducida de las auxinas (AIAH) a través de la
membrana citoplasmatica, mientras que impide la salida de la forma oxidada de la
auxina (AIA) de la c€lula. Esta se lleva a cabo a través de transportadores especificos

situados en la parte basal de la membrana celular.

La respuesta de la planta a las auxinas para un tejido determinado depende de su
concentracion y sensibilidad a ellas. La degradacién de las auxinas es irreversible, asi,
como la forma de control de su concentracion. Las auxinas suelen encontrarse de forma
conjugada o ligada con otras moléculas, estas formas son inactivas pero tienen varias
funciones: almacenamiento, transporte, proteccion y desintoxicacién. De esta manera, el
nivel intracelular de auxina activa depende de su sintesis, transporte, degradacion y

compartimentacion.

Efectos fisiologicos de las auxinas
Las auxinas afectan tanto a la divisién, como al crecimiento y diferenciacion

celular, por lo que estdn implicadas en numerosos procesos del desarrollo, muchos de
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ellos en interaccion con otras hormonas; regulan el fototropismo, el gravitropismo y el
tigmotropismo mediante la redistribucion lateral de la auxina, provocan la elongacion
celular mediante el incremento de la extensibilidad de la pared celular, estimulan el
crecimiento de los tallos y los coledptilos, inhiben el crecimiento de la raiz y estimulan
la formaciin de raices secundarias, inducen la formacion de raices adventicias a partir de
esquejes, causan dominancia apical, retardan la abscision de los érganos, inducen el
desarrollo floral, contribuyen a la regulacion del desarrollo del fruto e inducen la

dif erenciacion vascular (Osborne y McManus, 2005).

Mecanismos de accion

Las auxinas promueven el crecimiento principalmente por aumento de la
expansion celular. De acuerdo con la hipotesis de crecimiento por acidificacion, las
auxinas estimularian la actividad H'-ATPasa del plasmalema y provocarian el bombeo
de protones hacia la pared celular (aun por dilucidar si por activacién de las bombas
existentes y/o por induccién de sintesis de nuevas H'-ATPasas). Ello causaria una
disminucion del pH que provocaria la activacién de expansinas, que rompen enlaces de
hidrégeno y debilitan la pared, permitiendo el depésito de nuevos materiales, cuya

sintesis y transporte también son activados por auxinas.

Se han detectado muchos genes cuya expresién se modifica por auxinas. Entre
ellos, genes de repuesta a gravitropismo, genes reguladores del ciclo celular, proteinas
moduladas por calcio de union al ADN o asociadas a paredes celulares, asi como
algunos relacionados con metabolismo secundario y estrés. Las auxinas también inducen
la sintesis de giberelinas, hormonas que promueven el crecimiento del tallo; por tanto,

también estimulan de esta forma indirecta el crecimiento (Osborne y McManus, 2005).

Citoquininas o citocininas

Se definen como citoquininas a los compuestos naturales o de sintesis que en
presencia de adecuadas concentraciones de auxinas inducen la division celular en
cultivos de tejidos vegetales. Estas son un grupo de fitohormonas que regulan la divisién

celular y la diferenciacién en tejidos vegetales, participan en el control del desarrollo y



31

la senescencia.

En 1956 se aisld una aminopurina, a partir del ADN de esperma de salmon
autoclavado, con capacidad para inducir division celular en tejidos vegetales. Se le llamo
quinetina (cinetina). En estudios llevados a cabos en células aisladas de tabaco, se
observé que las auxinas solo podian estimular un alargamiento celular y era
imprescindible la presencia de cinetina para inducir la division celular. En general, las
citocininas (de citocinesis) no sélo inducen division celular, sino que, como el resto de
hormonas, tienen otros efectos fisiologicos. La primera citocinina natural purificada fue
la zeatina, que es la mas abundante en plantas. Posteriormente, se han descubierto mas

de un centenar de productos con efectos parecidos.

NH-—CII;—@

(8]
N
\> Kinetina
3\;‘ (K)

H

Figura 4.-Estructura quimica de la kinetina

En Ja mayoria de los procesos en que estan implicada, las citoquininas participan
junto con otras hormonas, especialmente auxinas. Asi, ambas controlan el ciclo celular,
actuando de forma sinérgica: las auxinas inducen la expresion de genes de CDKs (genes
Cde o “cell division cycle®), que se sintetizan inactivas por la presencia de un grupo
fosfato mientras que las citoquininas inducen la sintesis de fosfatasas encargadas de

activar a las CDKs.

Ademss de la induccion de la division celular, las citocininas estan implicadas,
entre otros procesos, en diferenciacion de las células indeterminadas de agallas y callos
a 6rganos dependiente del cociente citocinina/auxina. Si es favorable a las citoquininas,
se induce formacion de yemas y tallos (caulogénesis), y si lo es a las auxinas, se inducen
raices (rizogénesis), la proliferacion de yemas axilares (disminucion de la dominancia

apical), por una razén elevada citocinina/auxina, el retraso de senescencia foliar por
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represion de genes promotores de la misma asi como desarrollo de cloroplastos por

induccién de sintesis de sus componentes de forma sinérgica con la luz.

Giberelinas

Las giberelinas son terpenoides de 19 o 20 atomos de carbono, cuya estructura
quimica estd constituida por un anillo ens-giberelano. Su aplicacion estimula el
crecimiento en plantas mutantes deficientes en su produccién, que suelen tener
fenotipos enanos. No obstante, sélo un reducido nimero de giberelinas tiene realmente

actividad hormonal en las plantas. Las demds son formas precursoras e inactivas.

dcido giberélico
(GA3)

Figura 5.-Estructura quimica del acido giberelico

Efectos fisiologicos de las giberelinas

Los principales efectos de las giberelinas sobre el desarrollo son: la induccién del
crecimiento del tallo, regulacion de la transicién entre la fase juvenil y adulta, induccién
de la floracién y determinacion sexual de la flor, promocién de la produccion de frutos

asi como la induccién de la germinacion de semillas.

Acido abscisico

El 4cido abscisico (ABA) reune todas las condiciones para ser considerado una
hormona, presenta efecto inhibidor sobre el crecimiento al ser aplicado a plantas intactas
y antagoniza la accién de las hormonas promotoras del mismo; ademas ejerce una gran

variedad de efectos sobre el metabolismo vegetal. El nombre de acido abscisico deriva
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del antiguo rol que se le atribuia a esta hormona en la abscision de las hojas (Osborne y

McManus, 2005).

Efectos fisiologicos del ABA

Dentro de los numerosos efectos fisioldgicos que €l ABA presenta podemos citar
su participacién en el cierre estomdtico que preserva la reserva hidrica del vegetal,
ademds de tener otras funciones en la planta. Muchas de ellas relacionadas con la
maduracion y proteccion de las semillas como por ejemplo: induce la acumulacidn de
proteinas de reserva durante la embriogénesis, inhibe el viviparismo © germinacion
precoz en el fruto, induce tolerancia a la desecacion de los embriones, promoviendo la
sintesis de proteinas que favorecen la resistencia a la desecacion y junto con las
giberelinas, controla la dormicién de las semillas que poseen esta caracteristica, inhibe
enzimas inducibles por giberelinas, induce el crecimiento de la raiz e inhibe el
crecimiento del tallo en estrés hidrico, induce la senescencia foliar independientemente
del etileno y se incrementa en respuesta a estrés, no solo hidrico, sino de otros tipos,
como salino, térmico, o heridas mecdnicas, por lo que puede ser una sefial anti-estrés

bastante generalizada (Osbone y McManus, 2005).

Técnicas de Micropropagacion

Multiplicacion de nudos simples

Este es un método de aislamiento de yemas junto con un pedazo de tallo, con el
propésito de formar un rebrote mediante el desarrollo de la yema. Es la forma mas
natural de propagacién vegetativa de las plantas in vifro debido a que también es
aplicable in vivo. En este caso las yemas en las axilas de las hojas son capaces de formar
nuevas hojas, las cuales pueden ser subcultivadas y alcanzar su desarrollo, y asi
sucesivamente hasta obtener un gran nimero de rebrotes, los cuales pasaran a un medio

de enraizamiento y posteriormente serdn transferidos al suelo.

Hay que tener en cuenta ciertas consideraciones para el uso de este método, por
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ejemplo: a) es practicamente imposible usarlo en la propagacion de plantas rosetadas, ya
que las probabilidades de contaminacién son muy altas; para reducir las probabilidades
de infeccién es mejor utilizar solo las yemas cerradas; b) asi hay infecciones internas es
preciso recurrir al cultive de meristemos; c) la velocidad de propagacion es dependiente
de numero de yemas disponibles; otro factor especialmentc importante en el caso de
plantas lefiosas, es la dormancia, ya que estas presentan problemas en climas templados;
para romper la dormancia es necesario hacer una bucna seleccion del material iniciador
(es importante: la edad, la posicion y la época del afio en que se realiza su obtencidn),

también influyen los factores fisicos y la composicion del medio de cultivo.

Algunas de las formas para romper la dormancia durante el cultivo in vitro, son:
el tratamiento a baja temperatura (0-5°C), dias largos (16 hrs por dia) y la combinacién
de los dos. Por otra parte algunas giberelinas y/o citocininas pueden promover el
rompimiento de la dormancia; ) los brotes juveniles se desarrollan mas rapidamente que
los adultos los cuales necesitan ser rejuvenecidos, aunque el cnraizamiento de los
rebrotes maduros es mas facil. Los primeros reportcs en el aislamiento de yemas y su
subsecuente enraizamiento, fueron realizados en esparragos por Galston, 1947 y 1948
(Galston 1961). De ahi en adelante esta técnica se ha aplicado a un gran nimero de
especies. El problema encontrado por los primeros investigadores fue la dificultad para
el enraizado, encontrado que para un buen cnraizado se requiere condiciones de

oscuridad y la presencia de altas concentraciones de acido naftalenacético (pierik, 1987).

Multiplicacion mediante rebrotes axilares y apicales
En principio este método es muy similar al de cultivo dc nudos simples; la gran
diferencia estriba en que en este ultimo método, los explantes incluyen parte del tallo,

por lo que generalmente no requieren de citocininas para el desarrollo de las yemas.

Sin embargo, en la practica el método de nudos simples se usa en combinacion
con ¢l de yemas axilares y con frecuencia también se utilizan citocininas para promover

la formacidn de rebrotes axilares.
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Los rebrotes axilares son aquellos que emergen a partir de su posicion normal en
la planta en las axilas de las hojas, mientras que los rebrotes apicales son aquellos que
ocupan las puntas de crecimiento de la planta. Ambos tipos de rebrotes contienen

meristemos (yemas) activos o en reposo dependiendo del estado fisioldgico de la planta.

la mayoria de las plantas vasculares tienen un crecimiento de tipo
indeterminado, en el cual las axilas de las hojas contienen meristemos subsidiarios, cada
uno de los cuales es capaz de desarrollar un nuevo ejp similar al eje principal
Dependiendo del grado de ramificacion desplegado de la especie en particular, solo un
pequefio numero de meristemos axilares se desarrolla, la mayoria de ellos permanece
inhibido por la dominancia apical. Sin embargo, en la mayoria de las plantas la
expresion de los rebrotes axilares parece depender del suplemento de citocinina hacia el
meristemo. Asi, cuando las puntas de un rebrote son cultivadas en un medio basal hbre
de reguladores de crecimiento, desarrollan un solo rebrote tipico de la dominancia
apical. Pero cuando el mismo material se coloca en un medio con presencia de
citocininas, las yemas axilares con frecuencia se desarrollan prematuramente, orientando
el desarrollo hacia el crecimiento secundario, luego terciario, etc., esto ocasiona que los
rebrotes proliferen en racimos. Una vez que los racimos se han formado, se dividen en
pequefios segmentos amorfos o en rebrotes separados ios que tomaran nuevamente la

forma de racimos al ser cultivados en medio fresco.

Si se provee una formulacion adecuada de nutrientes basicos para el crecimiento
normal, este proceso de subdivision puede continuar indefinidamente. Asi, este
procedimiento ha sido usado para mantener la proliferacion de algunas especies sin
deterioracion aparente. Las velocidades de proliferacion que pueden alcanzarse por este
método obviamente varian con la capacidad relativa para la produccion de hojas del
genotipo a propagar. Sin embargo, si se emplean los niveles Optimos de citocinina
(generalmente en un rango de 0.5 a 10 mg/l) y el cultivo se mantiene en las condiciones
Optimas, pueden alcanzarse a velocidades de multiplicacion de 0.1 a 3.0 millones de

rebrotes al afio.
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En general las técnicas de proliferacion por rebrotes axilares son aplicables a
cualquier tipo de planta que produzca brotes axilares y que responda favorablemente a
citocininas tales como: 6-bencilaminopurina (BAP), N-isopentenilaminopurina (2-iP) y
zeatina, Los brotes apicales (normalmente de 1 a 5 mm de tamafio), generalmente se
cultivan en un medio de contiene mezclas de auxinas y citocininas (0.01 a 0.1 mgl'f y de
0.05 a 0.5 mgl™' respectivamente). El uso de citocininas generalmente se eleva en los
subcultivos sucesivos, a fin de alcanzar una velocidad alcanzable de proliferacion,

tratando de evitar a la vez el amarillamiento o distorsion de los rebrotes (Pierik, 1987).

Cultivos de meristemos
El uso de pequefias puntas de brotes o meristemos apicales que incluyen solo una
pequefia parte del primordio foliar es una extension de este tipo de micropropagacion

apical y es la base para muchos procedimientos de eliminacién de virus.

Debido a la aplicacion extensiva del cultivo de épices de brotes en horticultura y
patologia de plantas, se han introducido nuevos términos botanicos como cultivo de
meristemos y mericlones, para el cultivo de punta de tallos relativamente grandes (de 5-

10 mm).

Los meristemos apicales se refieren exclusivamente a la porcién distal por debajo
del primordio foliar mas joven; mientras que los rebrotes apicales se¢ refieren al
meritsemo apical mas parte del primordio foliar subyacente. El uso de meristemos
apicales como explantes, debido a su diminuto tamafio presenta ciertas desventajas
como: dificultades en su corte y manejo, ademas de muy bajas probabilidades de
supervivencia esto los hace impracticos para usarse en la propagacion in viiro de plantas;
sin embargo como ya se establecio en parrafos anteriores, el cultivo de meristemos es
una técnica de suma importancia en la obtencién de plantas libres de patogenos (Pierik,
1987).

Multiplicacién de brotes adventicios

La regeneracion de 6rganos que no estan presentes en el explante al momento del
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aislamiento, es un proceso extremadamente complicado ya que:

1) Consiste en una serie de eventos que deben ser inducidos:

e Des-diferenciacién de células diferenciadas (posiblemente orientadas hacia la
re-determinacion y rejuvenecimiento de células).

¢ Division celular.
e Iniciacion y formacion de érganos.
e Desarrolio de los 6rganos.

2) Esta limitado tanto cualitativamente como cuantitativamente por un gran namero de

factores:

e Inherentes al material vegetal, como: las condiciones de crecimiento de la
planta, posicién original de la planta en el explante, época del afio, niveles
endégenos de hormonas y tamaiio del explante.

e Inherentes a las condiciones de cultivo, como: presencia de reguladores de
crecimiento, nutrientes disponibles, factores fisicos de crecimiento y la adicion
de otras sustancias al medio de cultivo.

Uno de los factores mas importantes que afectan la formacion de brotes
adventicios es la relacion auxina-citocinina. La determinacion de los requerimientos

auxina-citocinina en la formacion de brotes adventicios, es algo complicado:

1. El namero de plantas que pueden formar brotes adventicios irn vive y/o in vitro
es mucho mas pequefia que aquellas que son capaces de formar raices
adventicias.

2. La probabilidad de obtener mutantes aumenta con este método, mucho més que
en el de nudos simples o en el de brotes axilares.

A pesar de no ser un método muy popular, la formacion de brotes adventicios ha
sido usada en la horticultura como una forma de propagacion vegetativa para un gran
nimero de plantas. Algunas especies de los géneros Nerine, Begonia y Saintpaulia, ya
han sido clonadas por este método (Pierik, 1987). Los brotes adventicios son tallos y
estructuras foliares que se dan en forma natural en sitios distintos a las regiones axilares.
Este tipo de estructuras incluyen tallos, bulbos, cormos, tubérculos y rizomas entre otros.
Estructuras similares pueden ser obtenidas i vitro mediante la manipulacion adecuada
de los niveles en los reguladores de crecimiento y el pre-acondicionamiento de las

plantas y explantes, cuidando de no crear condiciones que favorezcan el desarrollo de
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callos. La técnica consta de los siguientes pasos: a) promover la formacién de rebrotes
en forma de racimos sobre los explantes; b) podar los rebrotes a 2-3 mm de la base en el
explante, en dngulos rectos o en corte transversal, ¢) propagar bulbillos y/o minicormos

cortados por ciclos repetidos (Pierik, 1987).

Multiplicacion a través de tejido de callo

La proliferacion de callos a partir de un explante en particular, es el resultado de
la activacién mit6tica de un pequefio grupo de células colocadas normalmente en la
superficie de corte del explante. Todos los vegetales por si mismos poseen un potencial
endogeno para la formacion de callo dado que en forma natural, al recibir una lesién en
algiin érgano, esta puede ser reparada por este tipo de tejido. Sin embargo dichas

respuestas se manifiestan en diferentes grados, entre las distintas especies.

El proceso de desarrollo de callos a partir de un fragmento vegetal, puede ser

dividido en 3 fases: induccion, division y dif erenciacion.

Durante la fasc de induccion se activa el metabolismo celular y las células se

preparan para su division, manteniendo constante su tamarfio.

En la fase de division, conjuntamente con una activa sintesis metabdlica decrece
el tamafio celular y ocurre un cambio regresivo al estado meristcmatico (des-
diferenciacién) de las células de las capas exteriores del explante. Hay un incremento en
el contenido de proteinas y dcidos nucleicos, ademas de la acumulacién de paredes
celulares que contribuyen también al incremento de materia seca. En el cultivo de callos

la division celular ocurre en todas direcciones, sin seguir patrones de polaridad

definidos.

Finalmente en la fase de diferenciacion, ocurre la maduracion de algunas células
y la expansion de otras, con la formacion de estructuras organizadas. La division y la
diferenciacién celular no son eventos incluyentes y pueden presentarse a un mismo

tiempo, caracterizandose ambas por el crecimiento en el tejido.
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El cultivo de células y tejidos vegetales que derivan en la formacién de callo con
la posterior organogénesis o embriogénesis, es una técnica menos apreciada como
método de micro propagacion. Esto es debido a la alta incidencia de aneuploidia y
poliploidia. Sin embargo esto no significa que la micro propagacion via callos sea
incapaz de producir regenerantes uniformes, en la primera fase de aparicion de los
rebrotes, el investigador debe darse cuenta de la presencia de rebrotes aberrantes, por su
apariencia vitrificada o vidriosa y eliminarlos. No obstante este no es un procedimiento

confiable como garantizar la ausencia de rebrotes quiméricos o mutantes.

A pesar de lo anterior, esta es una técnica que ha sido empleada en la
propagacion de ciertas especies econdmicamente importantes como: cereales, forrajes,

legumbres, arboles y palmas tropicales (Dixon, 1986).
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MATERIALES Y METODOS
Material vegetal utilizado

Como fuentes de explante, se utilizaron plantulas de Agave parviflora de un mes
y medio de edad obtenidas mediante la germinacion de semilla. Dichas semillas fueron

colectadas en el Rancho el Bajio situado en el municipio de Nacori Chico.

Ya en el laboratorio, se seleccionaron las semillas con caracteristicas viables
(bien formadas, rigidas, y de color negro) y se sometieron a un proceso de esterilizacion
que incluyé las siguientes operaciones: inmersiones por 10 minutos en una solucién al
70% de alcohol etilico, seguida de una inmersidon en hipoclorito de sodio al 2.5% por
espacio de 30 minutos y 3 lavados consecutivos en agua destilada-deionizada estéril.
Una vez esterilizadas las semillas se sembraron en cajas de Petri, conteniendo el medio
base de Murashighe & Skoog (MS), conteniendo 3 ol de sacarosa y 8 gl de agar. En
todos los casos se ajustd el pH a 5.8. Enseguida las cajas se pasaron a incubacion bajo
condiciones de oscuridad a 28°C. Una vez que las pléntulas emergieron, desarrollaron su

primer par de hojas vy alcanzaron una talla de 3-5 cm, se procedié a tomar los explantes.

Métodos de multiplicaciéon en estudio

La técnica de multiplicacién estudiada fue la regeneracion de brotes a partir de
tejido de callo. Para la produccioén de tejido de callo, se utilizé un disefio completamente
al azar en arreglo factorial 3x3x3. Como explantes se utilizaron segmentos de: a) hoja,
b) raices v ¢) tallos, de las plantulas germinadas. En medio MS se probaron tres
concentraciones (1.13, 3.39 y 5.61 uM) de Acido 2-4 Diclorofenoxiacetico (2,4-D) y
tres concentraciones (2.22, 6.66, 11.1 pM) de Bencil Adenina (BA).
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La produccién de embriones € induccion de brotes se manejé inicialmente en un
ensayo de 3x2, con las concentraciones de 2.4-D y BA que mostraron buena respuesta
en la induccion de callo, posteriormente se elimind BA del medio de crecimiento,

adicionando cinetina en concentraciones de 5, 10y 15 mgl” (Cuadros 1 y 2).

Cuadro 2.-Tratamientos usados para organogénesis en Agave parviflora.

Tratamiento 2-4 D (UM) BA(pM)
1 0 212
- 0 66.6
3 0 LIEE
4 1.13 227
5 3.13 33.3
6 .13 111.0

Cuadro 3.-Modificacion al ensayo de organogénesis en Agave parviflora.
Tratamientos 2.4 D (mg/1} Cinetina (mg/1)
7 0.25 5
8 0.25 15
9 0.25 25
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Sembrado y crecimiento
La siembra de los explantes se realizo en condiciones de asepsia utilizando una

camara de flujo laminar y el cultivo se desarrollé bajo una cdmara de crecimiento

controlado a 25 °C y fotoperiodo de 12 h (figura 6).

Figura 6.-A) Proceso de sembrado en camara de flujo laminar. B) Trasplante de masa de
callo a un nuevo medio de cultivo. C) Camara de crecimiento utilizada. D)
Camara de crecimiento vista por dentro.

Variables Respuesta

Como variables respuesta se analizaron, la biomasa de callo producido usando
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una escala arbitraria donde se clasificd la cantidad de biomasa en tres rangos (mucho,
medio y poco) de acuerdo con el crecimiento relativo al explante inicial. Se registraron
también las caracteristicas del callo producido en cuanto a coloracién y apariencia. La
capacidad de desarrollo de brotes u organogénesis, se evalué contabilizando el nimero

de brotes por explante.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se han desarrollado diferentes protocolos de técnicas de cultivo de tejidos para la
propagacion masiva para algunas especies del genero Agave. La investigacion del
cultivo de tejidos en agaves ha sido desarrollada principalmente con fines de
propagacién masiva para diferentes especies como A fourcroydes (Robert ef at, 1987),
A. cantala (Binh ef at, 1990), A tequilana (Castro-Concha ef at., 1990), A angustifolia
(Moreno-Salazar, 1995), A parrasana (Santacruz-Ruvalcaba ef al, 1999), A victoria-
reginae (Rodriguez-Garay et at., 1996, y A. sisalana (Nikam, 1997; Hazra et at., 2002;
Nikam et at, 2003) . Todos estos sistemas de regeneracién son diferentes debido a las

respuestas especificas de cada especie y no existen reportes del uso en Agave parviflora.

Los resultados del experimento de produccién de callo, mostraron una relacion
directa entre la concentracién de reguladores de crecimiento y la produccidn de masa de
callo, Ademas el callo obtenido es mas turgente y de un color verde mas intenso (Cuadro

3). Este tipo de callo generd mayor nimero de embriones.

Para €] caso de los explantes colocados en concentraciones mas bajas de
reguladores de crecimiento por lo general fueron menos compactos, de color amarillento
o café y, no resultaron embriogénicos. Esto concuerda con el trabajo de Tejavathi ef at,
(2007) en embriogénesis somatica de Agave Vera-cruz Mill., en €l que se menciona que
el color del callo embriogénico también era de color verde obscuro y que a las 8
semanas de haber transferido el callo embriogénico a un medio de cultivo con varios
reguladores de crecimiento hubo formacion de brotes con raiz y subsecuentemente estos
se separaron de Ja masa de callo y cayeron al medio de cultivo. No asi en este
experimento en €l que si bien, hubo formacion de brotes con raiz estos rara vez se
desprendian de la masa de callo, motivo por el cual tuvieron que ser removidos

manualmente para su posterior sub cultivo en un medio enraizador.
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De acuerdo con Robert et al, (1992), una alta concentracién de reguladores de
crecimiento y/o el potencial de agua del medio de cultivo pueden inducir un exceso de
agua en las células, lo cual produce una apariencia vitrea en los tejidos conocida como
vitrificacién. En este trabajo de acuerdo con los niveles de concentraciones de
reguladores en estudio, se observé que entre mas alta fue la concentracion de
reguladores de crecimiento hubo mayor produccion de callo fotosintético y aunque en
ciertas partes se presenté una ligera incidencia de vitrificacién, también se observé que

este tipo de callos producian embriones sanos.

Por otra parte se observd que los segmentos de tallo resultaron ser mejores
explantes que los de hojas, y éstos que los de raiz. Respecto de los segmentos de raiz, se
encontré que la mayoria se oxidan y pierden su viabilidad antes de generar callo. Esta
observacion concuerda con lo que se encontrd en los experimentos de embriogénesis
somatica en ajo, llevados a cabo por Fereol e al., (2002), en los que mencionan que el
callo proveniente de explantes de hoja jovenes produjeron un nimero significativamente

mas alto de embriones comparado con el callo proveniente de secciones de raiz.

De acuerdo con los resultados mostrados en el cuadro 4, es posible observar que
el mejor tratamiento para la produccion de callo fue el correspondiente a 5.61 pM de
24-Dy 11.1 uM de BA.

Cuadro 4.- Reguladores de crecimiento, produccion de biomasa de callo y sus
caracteristicas en Agave parviflora.

Regulador de crecimiento (WM)

2.4-D BA

1,13 pas Baja Café necrotico
1.13 6.66 Baja Café

1.13 11.1 Media Verde amarillento
3.39 207 Baja Caf€é necroético
3.39 6.66 Media amarillo
3.39 11.1 Alta Verde amarillento
5.61 2.22 Media verde

5.61 6.66 Alta Verde oscuro
5.61 11,1 Muy alta Verde obscuro

Al finalizar la etapa de produccion de callo, se modifico el medio de crecimiento,
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con tratamientos disefiados para producir diferenciacion como se indica en materiales y
métodos. Respecto de la capacidad para generar nuevos Organos a partir del callo, se
encontrd que los tratamientos con 2,4-D son los que propician la mayor produccién de
hojas y raices (Cuadro 4), mientras que los callos sin éste tratamiento por lo general se

tornaron de color amarillento u oscuro y murieron.

Cuadro 5-Reguladores de crecimiento y organogénesis de Agave parviflora.

Regulador de crecimiento  (mgL ) Numero de Brotes
2,4-D BA

0.25 5 11

0.25 15

0.25 5 3

a) Promedio de al menos 3 repeticiones

Los resultados obtenidos muestran que es posible la organogénesis indirecta en
Agave parviflora, donde los segmentos de tallo resultan ser los mds apropiados para
iniciar la propagacion in vifro, ademas se tiene que el regulador 2,4-D es importante en
este proceso. Respecto de la organogénesis resulta importante la adicion de cinetina cuya

interaccion con 2,4-D resulta en una mayor diferenciacion de brotes (Figura 7).

Se observdo que al ser transferidos los brotes al medio enraizador, hubo
proliferacion de nuevos brotes a partir de la parte basal, aparentemente por produccion
lateral de brotes o por yemas axilares. Resultando en pequefios grupos de brotes pegados
entre si. Esto concuerda con lo observado en el trabajo de Robert e al, (1987) para
propagacion in vitro de Agave fourcroydes, quienes mencionan que los brotes
micropropagados son demasiado pequefios para ser sacados del cultivo in vitro y debe
darseles la oportunidad de desarrollar su aparato fotosintético y radicular, para la
absorcion de nutrientes, lo cual se logra dejandolos en el mismo medio de cultivo libre
de hormonas a 27°C y con un fotoperiodo de 16 horas (70 mol m’ s™). Esto no solo les
permite crecer sino también usar todos los reguladores de crecimiento que pudieron
haber acumulado durante el proceso de multiplicacion, Esto puede manifestarse con la

formacion de algunos brotes nuevos adicionales.
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Figura 7.-A) Masa de callo en proceso de multiplicacion, B) Callo nodular con tejido
embriogénico y brotes. C) Embriones somaticos globulares. D) Tejido de callo
con 2 hojas bien diferenciadas. E} Tejido de callo altamente embriogénico, y
con varias estructuras diferenciadas F) Tejido de callo con estructuras bien
diferenciadas. (3) Plantas jovenes obtenidas, en proceso de aclimatacién.

Adn cuando ya se tienen brotes completamente enraizados, todavia no estan
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aptos para sobrevivir en condiciones naturales, Las hojas de los agaves cultivados in
vitro no son normales, en la mayoria de los casos sus estomas no son funcionales,
ademas de que carecen de cera epicuticular. Esto las hace muy susceptibles a la
desecacion. Ademas debido a la alta concentracion de azicares en el medio de cultivo,
las plantas dejan de fotosintetizar eficientemente. Es por esto que las plantas sufren al

cambiarlas del comodo y aséptico medio de cultivo a tierra.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Comparado a las técnicas de propagacion vegetativa de plantas convencionales,
donde el numero de brotes producidos por los rizomas estd limitado al nimero de yemas
laterales disponibles, el cultivo de tejidos in vitro es una alternativa segura y eficiente

para la propagacion de uso comercial o con motivos ecologicos de Agave parviflora.

También es una técnica recomendable en el caso de las plantas cuyas semillas
son susceptibles a las condiciones ambientales y a los depredadores naturales y por lo

tanto sus poblaciones son muy escasas, como €s en €l caso de los agaves.

El cultivo in vitro a través de la formacion de callo y posterior brotacidn es una
técnica empleada ampliamente en transformacién genética por lo tanto puede ser util

para €l mejoramiento genético de agaves.

Es recomendable que su tltima etapa de crecimiento se lleve a cabo en un medio
de pre adaptacidn sin azicares y reguladores de crecimiento. Asi, como una
concentracion de agar mas alta que limitara la disponibilidad de agua. Ademads, estas

plantas deben ser expuestas a luz de alta intensidad, de preferencia luz natural.

Se recomienda continuar investigando el efecto de los reguladores de crecimiento
en el proceso de diferenciacion. Para encontrar la concentracidn Optima que mas

produzca dif erenciacion a partir de masa de callo.
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