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RESUMEN

La falta de sistemas eficientes de propagacién es un
factor que limita ¢l aprovechamiento racional de varias
espectes de Agave, que en muchos casos han tenido una
reduccidn peligrosa de sus poblaciones debido a la so-
breexplotacion de materiales silvestres. En este estudio
se desarrollaron protocolos para la propagacidn in vifre
de Agave cupreara. Como explantes se utilizaron teji-
dos meristemdticos extraidos de plantulas germinadas
in vitro. Se logrd la formacidn de brotes multiples en
meristemnos basales en medio MS adicienade con 30
g L de sacarosa, 8 g 1! de agar y varios tratamicn-
tos con citocininas [6-bencilaminopurina (BA), 6-y,y-
dimetilalilaminopurina (2iP}, cinetina (Cin}, tidiazurén
(TDZ) y meta-topolina o Né-{metu-hidroxibendil)
adenina {(MT)]. La eficiencia mds alta en produccién
de brotes se obtuvo con 1.5 mg L™ de BA, donde se
generaron 10.5 brotes por explante. El enraizamiento
de los brotes generados iz vifro se obtuvieron en medio
MS basal con una eficiencia del 93 %, y la frecuencia de
supervivencia de las plantas una vez transferidas a suelo

fue de 53 % en promedio.

Palabras clave: dgave cupreata, citocininas, micropro-
pagacion.
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INTRODUCCION

ara los pobladores de Meéxico desde tiempos

remotos las especies del género Agave han sido

importantes v se mantienen como una opaion
produ ctiva interesante en diversas zonas dridas v semid-
ridas del pats. Esto se debe a la amplia diversidad de
usos que poseen estos vegetales, ya que son producto-
res de alimento, de fibras naturales, de materia prima
para elaborar bebidas aleohslicas y de matertales para
la construccidn, ¥ por su importancia reciente como
vegetales ornamentales (Garcia-Mendoza, 1995). Por
ello ha cobrado interés el desarrollo de teenologias para
facilitar su manejo ¥ mejoramiento, como el cultivo ¥
propagacién mastva in vifre de metabolitos secundarios
o ¢l mejoramicnto mediante la ingenieria genética.

Existen trabajos acerca del cultivo y propagacion in
vitro en especies de Agave productoras de fibras, como
A. foureroydes (Robert et al., 1987}, A. cantala y /. sisala-
sa (Binh e af., 1990; Nikam, 1997; Hazra e 4/, 2002},
También se han estudiado especies que se emplean para
producir bebidas fermentadas y licores, como . an-
gustifolia (Enriquez-del-Valle er of,, 2005}, A. fequilana
(Valenzuela-Sinchez er af., 2006) v A, salmiana (Silos-
Espino ¢f al., 2007), asi como en la micropropagacion
de agaves amenazados de alto valor ornamental como
A. arizonica (Powers v Backhaus, 1989) v 4. victoriae-
reginae (Martinez-Palacios ef a/., 2003},

Tales especies fueron propagadas in vizre a partir del
cultivo de mertstemos basales o medtante embriogénesis
SOMALICA U OLganogenesis indirecta, dcspués de pasar por
una etapa de tt:_jido calloso. Pero win existen numerosas
espectes importantes del género que no han sido estu-
diadas desde el punto de vista biotecnoldgico, a pesar
del potencial de estas téenicas en el uso, conservacion y

En este trabajo se establecio

un protocolo para

la propagacién masiva

in vitro de A. cupreata

que es una

especie que se utiliza

para producir mezcal
en los estados de
Guerrero y Oaxaca,
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mejoramiento de las mismas, En este trabajo se estable-
cid un protocolo para la propagacton masiva in vizreo de
/f. ﬁ'ﬁp?’fﬂfﬂ (_IUC €5 U4 CSPCCiC (_IUC 50 Uti].‘lZ'd. P'cll."d. Produ—
cit mezcal en los estados de Guerrero y Qaxaca.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de 4. cupreara Trel. & Berger, se destntec-
taron mediante tres lavados por 10 min con detergente
liquido (Dermoclean®) al 1 % en agua corriente, luego
un lavado con etanol al 70 % durante 43 s, ¥ después se
sumergieron por 25 min en una solucién de blanguea-
dor comercial (Cloralex®} al 15 % (v/v). Finalmente se
enjuagaron cuatro veces con agua destilada estéril bajo
condiciones de asepsia, y se inocularon en el medio de
cultivo.

El medio basal que se utilizé tue el MS Murashige
y Skoog, 1962), 2 pH 5.7 con 8 g L de agar (Sigma-
Aldrich) como gelificante. Los cultivos se mantuvieron
a 25 + 2" C bajo luz continua (54 mmol m ' s '} por 30
a 45 d, hasta tener plantulas de 3 4 6 cm de altura. Este
medio basal v condiciones de tncubacién se aplicaron
en todos los experimentos posteriores. A partir de estas
plintulas se tomaron los explantes que se utilizaron en
los experimentos de multiplicacion in vitro. Para esto,
se eltiminaron sus hojas y raices, y la porcidn restan-
te gque contenia los tejidos meristemdticos se inoculd
en medio basal adicionado con diversos tipos y con-
centraciones de citocininas con el fin de determinar el
tratamiento hormonal mds eficiente para estimular la
generacion de brotes maltiples en los explantes.

Las citocininas probadas fueron: 6-bencilaminopurt-
na o benciladenina {BA}, 6-y,y-dimetilalilaminopurina



(2iP), ctnetina (Cin), tidiazurén (TDZ) y [N*-(meta-
hidroxibencil)adenina] o metatopolina (MT) (todas de
la marca Phyto Technology Laboratories), en las con-
centractones que se muestran en el Cuadro 1, Los cul-
tivos se mantuvieron en las condiciones antes descritas
y 4 los 90 d se registré el niumero de brotes generados
en cada explante. Se utilizé un minimo de diez explan-
tes por tratamiento. Los datos se sometieron a andlisis
de variunza y comparacion de medias con prueba de
Tukey (P < 0.05). Los brotes generados en los medios
de multiplicacion con citocininas se separaron del ex-
plante original y se transfirieron a medio basal sin re-
guladores del crecimiento, para promover la formacidn
del sistema radical. A los 30 d de incubacién se registre
el porcentaje de brotes enraizados, se eliming el sello v
se les aflojé la tapa para promover la adaptacién paulatina
de los brotes a las condiciones de humedad del medio
externo. Después de 15 d en estas condiciones, los brotes
se sacaron del medio de cultivo, se lavaron con agua co-
rriente para eliminar los restos del mismo, se sembraron
en una mezcla 1: 1 de arena y suelo comercial para ma-
cetas, y se transfirieron al invernadero.

La supervivencia en invernadero de las plantulas ge-
neradas in vitre se determiné entre los 30 y 45 d. Se
considers que la adaptat‘ién al suelo fue exitosa cuando
la planta dio sefiales de reiniciar su crecimiento. Para la
etapu de enraizamiento se evaluaron al menos 10 lotes
de 10 brotes cada uno, mientras que para la adaptacion y
transterencia a suelo se usaron 10 lotes de seis plintulas,

RESULTADOS Y DISCUSION

El porcentaje de contaminacion de las semillas fue in-

sropecuaria

ferior a 20 %. Ll porcentaje de germinacion in vites fue
de 68 %. De los 30 a los 45 d se tenfan ya plintulas de 3
46 cm, las cuales sirvieron como fuente de explantes para
los siguientes experimentos.

Los explantes basales provenientes de las plintulas
gt:rm_inadas in vitre generaron brotes mflltiplt:s en la
mayoria de tratamientos. Se SENETALOr brotes en todos
los tratamientos con BA, 2iP, Cin v TDZ (Tigura 1),
pero no hubo respuesta a la MT. Los mejores trata-
mientos fueron 1.5 mg L7 de BA, con un promedio de
10.5 brotes por explante; y 2.0 mg L ' de 2iP, con 10,0
brotes por explante (Cuadro 1). Comao los brotes mis
vigorosos se obtuvieron con BA, ésta se considera la ci-
tocinina mds recomendable para la propagacién masiva
in vitro de A. cupreata.

En todos los estudios consultados acerca de la propa-
gacién in vitre de especies de Agave se utilizaron BA,
2iP o Cin, solas o combinadas con auxinas.

En cuanto a la eficiencia de los protocolos, Nikam
(1997} report6 la generacién de 5.7 brotes por explante
enun tratamiento con 0.5 mg L de Cin en A. sisalana.
Santacruz-Ruvalcubu of &/, (1999) obtuvieron 22 bro-
tes por explante con 3 mg L' de BA en A, parrasana
Berger, mientras que Martinez-Palacios e o/ (2003}
reportaron 2.2 brotes por explante en A victoria-regi-
#ae cultivado con 1 mg L' de BA. Estos investigadores
también usaron meristemos similares como explantes, y
sus resultados confirman la respuesta heterogénea que
ocurre entre las especies de Agave, como se observd en
este trabajo. Valenzuela-Sinchez o¢ o/, (2006) reporta-
ron promedios de hasta 19.5 brotes por explantes en
A tegaifmm con un sisterna de organogeénesis indirecta,
sistema de regeneracién que al igual que la embriogéne-
sis somdtica puede ser mds eficiente que la formacién de

lioto: 1. AL

Agerve Cupreate 35



Teainar:

Las plantulas
pueden variar
en funcion
de las
condiciones
del habitat
natural
para esta
especie

brotes a partir de tejidos meristemiticos, Sin embargo,
el pasar por una fase de tejido calloso los hace proclives
a variacion somaclonal (Oliveira ez 4/, 1995), 1o cual es
indeseable cuando s¢ busca propagar masivamente para
conservar el acervo genético de los materiales originales.
Por ello en este trabajo se seleccionaron tratamientos
con bajos niveles de citocininas y sin auxinas, lo que
permitid generar brotes stn la formacién de tejido ca-
lloso en los explantes.

El enratzamiento de los brotes generados se logro en
medio basal sin reguladores del crecimiento, con una
eficiencia de 93 9. Aparentemente, las citocininas usa-
das para generar brotes no afectaron su capacidad de en-
raizamiento, Sin embargo los brotes generados con BA
y transferidos a medio sin reguladores de erecimiento
para su enraizamiento, siguicron gcncrando mis brotes
al mismo tiempo que producian raiz. Esto indica que en
esta especie la BA tiene una fuerte actividad residual, lu
cual no afecta lu capacidad de enraizamiento. Los siste-
mas radicales generados en el medio sin reguladores del
crecimiento fueron vigorosos (Figura 1)

Resultados similares se¢ han reportado para 4. ari-
zoniea (Powers Backhaus, 1989), A. parrasana (Santa-
cruz-Ruvaleabu ez /., 1999} v 4. victoria-reginae Mar-
tingz-Palacios ef 4/, 2003}, que mostraron altas tasas
de enraizamiento sin necesidad de auxinas. Solamente
en A, angustifolia se ha recomendado el uso de dcido
indolbutirico (AlB}) para inducir ¢l énraizamiento i
vitre (Enriquez-del-Valle e a/, 2005), v en A. salmiana
la auxina recomendada para el enraizamiento es el dcido
indolacético (ALA) (Stlos-Espino ef 2/, 2007). En cuanto
a la supervivencia en invernadero de las plantas tue de 53
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% (Figura 2 y Cuadro). El porcentaje de supervivencia
tal vez se podrfa incrementar usando otros sustratos, ya
gue los requerimientos de las plantulas pueden vartar en
funcién de las condiciones del hibitat natural para esta
especie. Todas las plantas que sobrevivieron al proceso
de adaptat‘ién al medio externo en condiciones de in-
vernadero, contindan vivas un afio dt:spués, ¥ muestran
un crecimiento vigotoso éx oo,

CONCLUSIONLES

Se demostr6 que es posible propagar in vitre de ma-
nera eficiente a la especie /. cupreata para la que no
extstian antecedentes en este sentido. El protocolo de-
sarrollado generd entre 0.2 y 10.5 brotes por explante
en promedio; estas tasas de propagacion se lograron con
tratamientos con citocininas, v después de 90 d de in-
cubacion. Este protocolo tiene el potencial de generar
13,890 nuevas plantas a partic de un solo explante, en
el lapso de un afo (cuatro ciclos de cultivo). El método
desarrollado puede aplicarse para la generacion masiva
de plantas para su aprovechamiento, y para disminuir
asi las presiones que la sobreexplotacion ejerce sobre las
poblaciones silvestres del agave. ﬁ

o
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Cuadro 1. Efecto del tipo y concentracian de citocininas en la generacidn de brotes a partir de meristemos basales en
Agave cupreata Trel. & Berger, a los 90 d de incubacién.
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BA = Benciladenina; 2iP = Dimerilalilaminopuring, Cin = Cineting; TDZ = Tidiazuren; MT = Metatopoling, Medias con letras iguales

dentro de la misma colunina no son estadisticamente diferentes { Tukey, 0.05).
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Tipura 1. Generacion de brotes en explantes basales cultivados en medio con citocininas (A}, brotes separados del explante

onginal antes de su transterencia a medio de enraizamiznlo (B) y brotes ya enrmizados tnvitre, hislas para su translerencia a suslo

(Chyde Agae cupreni.

Figura 2. Plantulas generadas m vilro creciendo en invemadero, a cualro meses de su translerencia a suelo de Agave cupreata.
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