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INTRODUCCION

Las técnicas de micropropagacion o propagacion in vitro tienen la ventaja de
producir grandes cantidades de plantas en espacios relativamente reducidos y
durante todo el afio; a diferencia de los métodos convencionales de propagacion,
ya sea por semilla, hijuelos (rizomas) o bulbillos, con los cuales sélo se realiza la

actividad una vez por afio.

Generalmente, las técnicas de propagacion in vitro mimetizan eventos naturales,
como la produccion de embriones. Estas formas de propagaciéon no siempre se
utilizan simplemente con el propésito de una producciéon masiva de plantas de alto
valor, sino que también para mejorar genéticamente alguna especie de interés
para el hombre. La produccién de variacion genética y la seleccién celular son,
entre otras, técnicas que se pueden realizar a nivel celular en lugar de manipular

plantas completas en grandes extensiones de tierra.

A partir del descubrimiento de que las plantas pueden ser clonadas con mayor
rapidez in vitro, en los Ultimos afos se ha incrementado el conocimiento

concerniente a la micropropagacion.

La relacion entre la cultura prehispanica con los magueyes era muy intima como
fuente primordial de sustento, alimento y vestido, tradicion que no ha sido
heredada por las generaciones actuales. Aln asi, es usado para la produccion de

bebida, cuerdas, madera, forraje en zonas marginadas.

El uso como bebida se conserva en determinadas regiones del pais como Oaxaca,
Michoacan, Guerrero, Jalisco, Guanajuato, Zacatecas, Durango, Sonora,
Tamaulipas. Obteniendo el Mezcal o bacanora como bebida. En la actualidad esta
fuerte bebida ha tenido una gran demanda nacional e internacional y la produccién
actual ha sido rebasada por la misma.



Esto provocé una explotacion irracional y desmedida del recurso natural, por lo
cual las autoridades han exigido a los productores que produzcan su propia planta
a través de la enorme variedad de germoplasma que existe en las diversas
regiones del pais.

Es por eso importante que las instituciones proporcionen tecnologia de produccion
de planta a los productores de mezcal.

En el trabajo realizado se busca la produccién de planta genéticamente vigorosa
de Agave durangensis in vitro como alternativa sustentable para la region de

Durango.

El uso de semilla como germoplasma, su germinacién, crecimiento y su posterior
micropropagacion o multiplicacién in vitro se realiza en laboratorio de cultivo de
tejidos.

Los resultados obtenidos son positivos y alentadores ya que la produccién masiva
de plantas por esta técnica se puede desarrollar ampliamente, con bajo costo y

conservando la variedad del germoplasma.



CAPITULO |
1.1. Planteamiento del problema

La escasez de la planta de agave utilizada con fines de produccién de mezcal, y el
consecuente riesgo de extincion de la especie, esta ocasionando problemas de
tipo ecoldgico, social y econdémico, ya que en la actualidad la practica de
produccion genera empleos para los habitantes de las comunidades de las

principales entidades en las cuales el agave se presenta de manera natural.

Actualmente el territorio nacional se caracteriza por presentar una amplia
diversidad vegetal dada sus caracteristicas topograficas. A Ultimas fechas, esta

diversidad se ha visto afectada.

Algunas causas de extincion de especies son: exceso de recoleccidn de las
mismas, la cual excede a la tasa natural de reproduccion; el gran desarrollo

demografico, el cual limita el habitat caracteristico de estas especies.

La alteracion de los ecosistemas por accién antropogénica actta directamente en
la disminucion de los individuos, ocasionando con ello pérdida de la diversidad
genética.

La explotacién se realiza sin técnica alguna, la recoleccién de material es
indiscriminada, sin considerar la edad o madurez de la planta, sin tomar en cuenta
la variedad de los individuos en una comunidad.

En la actualidad algunos productores forman sus parcelas de magueyes por medio
de la recoleccion de hijuelos de las plantas adultas, siendo esto una especie de

clonacion, esto es lento y no hay informacion de la edad del producto.

(OS]



Se considera que produciendo la planta a través de semilla se mantiene la
variacion genética, es importante porque se localizan y conservan las areas de

posibles bancos de germoplasma de las regiones productoras del recurso.

Es necesaria la concientizacion de los productores de que esta es una alternativa
de produccion redituable, que les permitira una rapida recuperacion del recurso y
les permitira llevar un control de la edad de sus plantas para realizar una rotacion
de produccion, también se podra determinar los ejemplares con mejores
caracteristicas para una mejor produccién de tipo sustentable

1.2. Justificacion

El mercado de las bebidas producidas a partir de agave, esta adquiriendo
importancia internacional, razén por la cual los esfuerzos de investigacion deben
ser mayores, con la finalidad de encontrar respuestas cientificas a los problemas
de seleccion y mejoramiento genético, que acorten tiempos de maduracién de la
planta, y paralelamente cuidar la sobreexplotacién de la misma, con la finalidad de
preservar el ecosistema.

Para ayudar a minimizar los dafos ecolégicos causados por la devastacion de
este tipo de especies, y con la finalidad de apoyar a los productores a seguir
utilizando estas especies pero de una manera controlada, en las regiones
semiaridas, se propone el presente proyecto, el cual consiste en la produccion de
planta de agave, por medio de la micropropagacion del cual se espera obtener
plantas genéticamente vigorosas, y de rapido crecimiento, del cual los

conocimientos generados seran transferidos a los productores.

Esta transferencia hacia los productores es necesaria, la determinacién de todo un

paquete tecnologico sustentable sobre el cultivo es funcién principal de las
universidades del pais.



La escasez de la planta de agave utilizada con fines de produccion de mezcal, y el
consecuente riesgo de extincion de la especie, va a ocasionar problemas de tipo
ecoldgico, social y econémico, ya que en la actualidad la practica de produccion
genera empleos para los habitantes de las comunidades de las principales
entidades en las cuales el agave se presenta de manera natural.

Los efectos de la degradacion del suelo son numerosos: deterioro de flora y fauna,
desequilibrio del ciclo hidrolégico, disminucion de la diversidad, disminucién de la
capacidad alimentaria, etc. Esto provoca la atencion en el ambito mundial, por la
produccion de la desertificacion, una medida de apoyar a este problema es la

propagacion rapida de vegetacion propia de estas zonas.

En la actualidad ya existe el problema de la falta de planta para la produccion de
mezcal en el area de Durango, es adecuada la vinculacion entre los productores y
la Universidad Antonio Narro para la produccién de planta y que sea éprovechada
por los grupos marginados de la region.

1.3. Objetivos

General:

Produccion de plantulas de Agave durangensis. Como alternativa sustentable.

Particular:

Multiplicacion de plantulas de Agave durangensis in vitro.

1.4. Metas

Al término de la investigacion se pretende determinar la metodologia que permita
obtener plantas de esta especie mediante la técnica de cultivo de tejidos, mismas
que podran ser utilizadas en posteriores investigaciones encaminadas a la
obtencion de plantas genéticamente vigorosas a partir de la técnica de cultivo de
tejidos.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucién

Los agaves son plantas monocotiledéneas, pertenecientes a la familia agavaceae
en la cual se incluyen cerca de 300 especies, habitantes comunes en regiones de
baja precipitacion conocidas como aridas y semiaridas, las cuales comprenden
alrededor del 25 % de la superficie de América del Norte y del Sur. De las
especies registradas, mas de 150 son endémicas de México. Los estados mas
ricos en diversidad de especies de agaves son: Chihuahua, Sonora, Coahuila,
Durango y Jalisco. El agave forma parte de la vegetacion natural del Estado de
Durango, mas de 40 especies de Agave se encuentran en el mismo. (Ramirez
1996).

El genero agave tiene su centro de origen y diversidad en México; su distribucion
geografica natural se extiende hacia el norte del pais hasta el sureste de Estados
Unidos y hacia el sur del pais hasta Nicaragua (Martinez 1994).

Al nombre maguey se le atribuye un origen Caribefio- Antillano, aunque hay
referencias ~ al uso de este nombre para la planta en México desde la época

colonial (Goncalves 1956).

El genero agave, cuyo nombre viene del griego y significa admirable, fue descrito
inicialmente por Linneo en 1753 siendo la primera especie Agave americana.
Existen en la republica mexicana 272 especies de las 310 que existen en el

continente del género agave, de la familia agavaceae (Granados 1999).

Existen otras plantas productoras de aguamiel que son de menor importancia, ya

sea por que su cultivo es de poca produccion y también por que el producto tiene

6



menos calidad, entre estas variedades se encuentran los magueyes conocidos:
cimarrén, penca larga, cenizos, etc.; se diferencian unas especies de otras por el
color, longitud, anchura y la forma de sus hojas, ademas por la cantidad y relativa

apreciacion popular de sus productos como aguamiel y forraje (Ramirez 1996).

La clasificacion de los magueyes (Ramirez 1996) se basa principalmente en las

siguientes caracteristicas:

a) Disposicion y numero de hojas.

b) Forma, tamafio, color, consistencia y textura de las hojas.

¢) Forma, tamafio, color y disposicion de las espinas marginales y de la pta
terminal.

d) Forma del eje floral y de la yema central.

e) Tipo de inflorescencia y forma de la flor.

f) Existencia de estolones o rizomas secundarios.

g) Forma del tallo.

2.2. Descripcion Botanica

Las plantas del género Agave se caracterizan por raices duramente fibrosas,
radiadas y extendidas superficialmente; tallos gruesos, muy cortos, usualmente
mas cortos que la yema terminal, simple o ramificada; hojas largas, generalmente
suculentas, protegidas o desprotegidas con dientes sobre los margenes, con una
espina aguda muy dura; la presencia de una roseta suculenta monocarpica o
policarpica, perenne o multianual con larga vida de sus hojas; floracion Unica
después de ocho a veinte afios; frecuentemente con vastagos en la base y
ocasionalmente propagulos en la inflorescencia; inflorescencia con escapo alto,
espigada o racimosa o paniculada con las flores en grupos umbeladas,
bracteadas: flores en su mayoria largas, generalmente proterandras; perianto
tubular o superficialmente conico, los seis segmentos erectos o variablemente

curvos, similares o dimorfos, imbricados en la yema. Seis estambres; filamentos

7



largamente proyectados, insertados en tubo o sobre la base del tepalo; anteras
versatiles; ovario infero, con tres celdas, suculento, paredes gruesas con
numerosos 6vulos afilares en dos filas por celda; pistilo elongado, filiforme, tubular,
estigma trilobular, con papilas glandulares; el fruto es capsular dehiscente

loculicida; las semillas son planas (viables), (Valenzuela 2003).

El maguey florece solo una vez, ya que poco después de este muere. Cuando va
a florecer sale de su cogollo un tallo floral llamado quiote que se desarrolla
rapidamente, si se toma en cuenta el lento crecimiento de la planta. El quiote
alcanza de 4 a 5 metros de altura y en su extremo superior se desarrolla la
inflorescencia en forma de racimo con varias ramificaciones que tienen varios
grupos de flores, de color verde amarillento. La edad de floracion depende de la
variedad, del suelo, clima, cultivos. Los magueyes cultivados florecen entre los 8 y
12 afos y otros mas tiempo (Ramirez 1996).

2.3. Clasificacion taxondmica

Reino : Vegetal.
Sub-reino: Cormophyta.
Tipo: Angiospermas.
Clase: Monocotiledénea.
Orden: Amarilidaceae.
Familia: Agavaceae.
Sub-familia: Agavoideae.
Género: Agave

Especie: Duranguesis
(Luna 2003).



2.4. Aspectos generales de la germinacion

La semilla esta formada por un embrién, con provisién almacenada de alimento en
los cotiledones, rodeados por cubiertas protectoras. En la época en que la semilla
se separa de la planta madre, su metabolismo se encuentra en un nivel muy bajo y
no hay en ella senales de actividad de crecimiento. Durante la germinacién de la
semilla el metabolismo celular se incrementa, el embrién reanuda su crecimiento
activo, las cubiertas de la semilla se rompen y emerge la plantula (Hartmann y
Kester, 1996).

La semilla es una unidad reproductiva compleja, caracteristica de las plantas
vasculares superiores, que se forma a partir del 6vulo vegetal, generalmente
después de la fertilizaciéon (Vazquez 1997).

Las caracteristicas estructurales y funcionales de las semillas juegan un papel
substancial en la sobrevivencia de los individuos y determinan en gran parte el

éxito o el fracaso de las especies en un habitat particular (Granados 2001).

Para la iniciacion de la germinacién, se deben de cumplir tres condiciones
importantes:

Primera: La semilla debe ser viable, esto es que el embrién debe estar vivo y tener

condiciones para la germinacion.
Segunda: Las condiciones internas de la semilla deben ser favorables.

Tercera: La semilla debe encontrarse en las condiciones ambientales apropiadas.
Los factores principales para la germinaciéon son: humedad, oxigeno,' temperatura
y luz (Hartmann y Kester, 1996).

Bassin y Baskin (1990). Freeman (1994), Nébel (1991), al germinar semillas de

Agave virginica, Agave lechuguilla y Agave deserti, obtuvieron los mas altos
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porcentajes de germinacion, los cuales fluctuaron de 94% a 95% de 7 a 8 dias a
temperaturas de 25° a 30°C. Sin embargo Miller (1995) al germinar semillas de

Agave parry y Agave americana a temperaturas de 20° a 25°C con 80% en 7 y 20
dias respectivamente.

Las semillas de agaves de porte pequefio tienden a perder viabilidad mucho mas
rapido que las grandes, debido a que el embrion es mas susceptible a sufrir
danos por factores ambientales (Raven y Curtis 1985).

2.5. Brotacion de la hoja cotiledonar

Hartmann y Kester, (1996) realizaron estudios sobre conservacion de especies del
genero Agave y determinaron que los dias a emergencia de la hoja cotiledonar

son mas prolongados en semillas que presentan germinacién menor del 86%.

2.6. Suelo y clima

Por la rusticidad propia del maguey se acostumbra plantarlos en terrenos cerriles
ya que en estos se desarrolla bien y casi no hay cultivo que se adapte mejor en
este tipo de suelos. Puede cultivarse desde luego en terrenos planos y fértiles y no
obstante su rusticidad y resistencia responde bien a los fertilizantes pero por no
ser tan remunerativo econémicamente como otros cultivos por el largo periodo de

tiempo que tarda en llegar a su madurez, no se prefiere para el maguey esta
clase de suelos (Ramirez 1996).

2.7. Propagacion

La propagacion de la planta puede hacerse en dos formas: Sexual (semilla) y
Asexual (hijuelos o propagulos)..
La primera forma ha caido en descenso y en la actualidad nadie la practica debido

a que es mas tardada la obtencion de plantas y porque se obtienen variedades
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diversas de la especie, originadas por la fecundacion de la semilla con polen de
otras plantas y no es posible propagar lo que realmente se desea y se prefiere ya
seéa por su mayor produccion de aguamiel, por la calidad de esta, por el rapido
desarrollo de la planta (Ramirez 1996).

El' mismo autor menciona que la propagacion por semilla es poco usada porque
tiene el inconveniente de que la planta tardara mas en llegara su madurez, pues
necesita hasta 20 afios o mas para ello y ademas una parte de las. semillas son
esteriles. Siendo la propagacion por hijuelos el método mas usado: se dejan los
hijuelos junto a la planta madre de 2 a 4 afios hasta que alcancen 1 metro de ahi
se plantan en su lugar definitivo.

2.8. Usos

Innumerables son los usos o aportaciones que esta planta ha brindado para la
humanidad. Toda entera sirve como lefia y para cercar los campos, sus tallos se
aprovechan como madera, sus hojas para cubrir los techos, como tejas, como
platos, o fuentes para hacer papiro (papel), para hacer hilo con que se fabrica
calzado, telas y toda clase de vestidos que entre nosotros suelen hacerse de lino,
cafiamo, algodon u otras materias semejantes, de las puntas hacen clavos y puas
con que solian los indios perforarse las orejas para mortificar el cuerpo cuando
rendian culto, hacen también alfileres, agujas, abrojos de guerra y rastrillos para
peinar la trama de las telas, del jugo que mana de el y que destila en la cavidad
media cortando los renuevos interiores u hojas mas tiernas con cuchillos de iztli ( y
del cual produce una sola planta cincuenta anforas), fabrican vinos, miel, vinagre,
azucar, dicho jugo provoca las reglas, ablanda el vientre, provoca la orina, limpia
riiones y la vejiga, rompe los célculos y lava las vias urinarias. También de la raiz
de hacen sogas muy fuertes y tiles para muchas cosas. Las partes mas gruesas
de la hojas asi como el tronco, cocidas bajo la tierra (modo de coccién que los
chichimecas llaman barbacoa) son buenos para comerse y saben a sidra
aderezada con azucar, cierran ademas de modo admirable las heridas recientes,
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En 1922 Haberlant y Kotte cultivaron apices radiculares de chicharo y maiz en un
medio enriquecido con sales inorganicas, glucosa, peptona, asparagina y varios
aminoacidos, partiendo de la idea de obtener condiciones alimentarias semejantes

a los tubos de floema.

Robbins (1922) con la misma idea enriquece el medio de cultivo con glucosa,

agar y sales inorganicas para el cultivo de apices radiculares de varias especies.

Gutheret (1934) reporta que los cultivos de cambium de Salix caprea'y Populus
nigra se observa un desarrollo semejante al crecimiento de las. algas, si el
cambium se cultiva en medio solidificado, conteniendo solucién de Knop, glucosa
y cisteina hidroclorada.

Robbins (1936), estudio el efecto de los microelementos inorganicos y sefalo que

el zinc, manganeso y boro son necesarios para el cultivo de apices radiculares.

Morel y Martin (1952) son los primeros investigadores que logran obtener plantas
libres de virus en dalia a partir de meristemos apicales de tallo.

Murashige y Skoog (1962) desarrollaron un medio nutritivo con el que lograron un
crecimiento rapido en tejidos de tabaco, en la actualidad las sales inorganicas de

ese medio de cultivo se usan con bastante éxito en casi todas las especies.

Durante 1974, los estudios que se realizaron fueron sobre citologia, fusion de
protoplastos, produccion de metabolitos secundarios, fitomejoramiento,
propagacion y mutagenesis.

Murashige, Serpa y Jones (1974) por medio del uso de yemas apicales como

inéculos iniciales, obtuvieron un método para la multiplicaciéon masiva de Gerbera
Jjamesosonii.
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Marton y Maliga (1975) demostraron que la resistencia adquirida mediante la
utilizacion de la técnica de cultivo in vitro no persiste en la regeneracién de

plantas, porque esta controlada por un factor mendeliano simple.

Osborme (1976) sugiri6 que el gradiente de auxinas y etileno se puede ajustar
entre las células. Con la interaccién se explican algunos aspectos de control de la
velocidad, extension y orientacion del crecimiento celular; en este caso, el etileno

puede ser un factor critico en la expresion morfogénica.

Knauss y knauss (1979 ) sugirieron que unos de los problemas de mayores
consecuencia en cultivo de tejidos vegetales es la contaminacién bacteriana que
se presenta en las etapas de multiplicacién y/o enraizamiento. Frecuentemente,
la  desinfeccion previa es insatisfactoria, por lo que opinan que el
preacondicionamiento del inéculo en un ambiente frio y seco es util para resolver
el problema de la contaminaciéon, ademas mencionan que no es conveniente el

uso de gentamicina en cultivo de células vegetales.

Marg, Umiel y Nitzan (1983) observaron que los cultivos de tejidos no
diferenciados (callos) de tabaco fueron mas sensibles la cloranfenicol (CAF) que
los tejidos diferenciados (yemas). La diferencia se manifiesta especialmente en un
régimen de oscuridad por la falta de luz azul y ultravioleta. La fotodegradacion del
cloranfenicol se mostré en intervalos de afluencia de luz moderada (6-15 W/m?)
evidentemente, los productos finales de la fotodegradacién pueden ser o no
toxicos , de acuerdo con el régimen de irradiacion. Ellos discuten el
establecimiento de un sistema de seleccion para la resistencia a quimicos,

especialmente los usados en cultivo de tejidos vegetales.
2.10. Micropropagacion de Agaves

La utilizacion del cultivo de tejidos en el género Agave, se ha llevado a cabo sobre

todo en especies de importancia econémica o en especies en peligro de extincion.

14



00262

Enseguida (Cuadro 1) se resumen las especies en las cuales se han realizado

trabajos con cultivo de tejidos.

Cuadro 1. Propagacién in vitro de diversas especies del género Agave

Especie

Explante

Respuesta
morfogénica

Referencia

A. arizonica Gentry Weber Bulbilos

A. atrovtrens Karw
A. cantala Robx
A. fourcroydes Lem

A. schidigera Lem

A. sisalana Perrine

Agave sp
A. tequilana Weber

A. victoriae-reginae
Moore

Yemas
axilares

Rizomas
Rizomas

Tallos
Rizomas
Rizoma
Hijuelos

Rizomas
Rizomas
Hojas
jévenes

Semillas
Tallos

Hojas

Embriones
somaticos

Callo
Organogénesis

Organogénesis
Organogénesis
Proliferacién de yemas
axilares y
organogénesis

Organogénesis
Organogénesis
Proliferacién de yemas
axilares
Organogénesis
Proliferecién de yemas

axilares

Organogénesis
Organogénesis

Organogénesis

Proliferacion de yemas
axilares

Powers y Backhaus
1989

Madrigal-Lugo et al.,
1989

Binh et al., 1990
Robert e/ al., 2987

Madrigal-Lugo et al.,
1989

Binh et al., 1990
Rodriguez-Garay
(no publicado)
Binh et -al., 1990
Das, 1992

Greenewald et al.,
1977

Castro C. et al. 1990
Santacruz-Ruvalcaba

y

Rodriguez-Garay

(no publicado)
Rodriguez-Garay y et
al.,

(en prensa)

Las técnicas que utiliza la micropropagacion son esencialmente sencillas y pueden

realizarse satisfactoriamente

satisfacer las condiciones de asepsia requeridas. El trabajo puede

aun en casa; el requisito principal inicial es

facilitarse
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destinando areas y equipo apropiado para las diferentes tareas, que incluyen la

preparacién del medio de cultivo y la siembra e incubacion de los inéculos.

La asepsia se define como el conjunto de técnicas que impiden el acceso de
microorganismos a un lugar determinado, siendo en este caso, el frasco con el
medio de cultivo. La propagacion in vitro se lleva a cabo en un laboratorio
conformado basicamente por tres salas o areas, en ellas se llevan a cabo las
labores de preparacién del medio de cultivo, siembra in vitro de los indculos asi
como la incubacién del material sembrado, requiriéndose en las dos ultimas un
control sanitario estricto (Barba 2001).

El cultivo de tejidos es un termino usado para indicar el cultivo aséptico in vitro de
las diferentes partes de la planta, considerandoseles a estas, como explantes o
indculos que pueden variar desde pedacitos de tallos, hojas, yemas raiz, hasta
células individuales, los cuales tienen la potencialidad de diferenciacion en una

dieta balanceada de nutrientes y hormonas (Barron 1999).

Los métodos de cultivo de tejidos estan ya establecidos en la agricultura y en la
horticultura para la propagacion clonal de genotipos selectos. Esta importante
funcién de la tecnologia de cultivo de tejidos (in vitro) ha aumentado enormemente
con los adelantos que se han producido durante los ultimo afos en los método
para la erradicacion de patégenos, manipulacion genética, conservacion genética
y el adelanto mas reciente adquisicion y distribucién de germoplasma (withers,
1985).

El cultivo in vitro es un poderoso auxiliar para confirmar o descubrir estructuras y
su metabolismo celular y subcelular, actualmente se esta utilizando, para
reproducir, condiciones asépticas en mayor cantidad y menor espacio, organismo
de interés alimenticio, medicinal, ecoldgico e industrial.
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El obstaculo inicial para el cultivo de tejidos fue mantener viva la porcién extraida,
esto permitié conocer mucho de la fisiologia del organismo estudiado, el otro paso
fue procurar la multiplicacién celular de tal modo que se crearon lineas completas

del organismo (Ramirez 1999).

El cultivo de tejidos de plantas depende de la seleccién de los nutrimentos del
medio de cultivo e indican que las células de muchas especies de plantas pueden
crecer en medios completamente definidos. Sin embargo el criterio varia y
muchos medios que han sido reportados como 6ptimos frecuentemente responden
a la adiciéon de un suplemento organico, lo que indica un requerimiento. En
muchos casos éstos pueden suplementarse incrementando las concentraciones
de sales inorganicas.

La eficiencia de un medio de cultivo debe ser adecuadamente probada y
comparada con un medio ya existente, para demostrar su reproducibilidad, asi, es
necesario un minimo de tres subcultivos con mediciones cuantitativas de
crecimiento contra un medio estandar, para determinar el merito de un nuevo
medio (Ramirez J. 1996).

La micropropagacion es un area en la que se puede obtener aplicaciones a mas
corto plazo no solo por ser la mas sencilla, si no porque se puede emplear de

inmediato en forma comercial (Robert 1985).

La biotecnologia es considerada como un area de la ciencia y la tecnologia de las
conocidas actualmente como “tecnologias de punta”, de acelerado desarrollo en la
ultima década, es definida como un conjunto de técnicas que emplean sustancias
vivas para modificar un producto o servicio.

Después de un amplio anadlisis de la misma como posible alternativa de
mejoramiento en los niveles de vida de la gente que habita en los paises en vias
de desarrollo.
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En particular, el cultivo de tejidos vegetales como una rama de Ia biotecnologia,

ofrece importantes aplicaciones en la agricultura, tal eg el caso de |

2.10.1. Etapas de] desarrollo de pPlantulas in vitro

Estas fueron descritas por Murashige (1974), las cuales han sido adoptadas ahora
Para un amplio nimero de variedades de Mmaterial vegeta| propagado para
investigacién o comercio (Barrén 1999), estas etapas son:

Etapa 1.- desinfeccion Yy establecimiento de| explante. En estg etapa se
selecciona e| explante, se desinfecta Superficialmente para la eliminacion de
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patégenos. La desinfeccién de la superficie generalmente involucra el lavado del

tejido, seguido por esterilizacién con uno o mas desinfectantes.

Etapa 2.- multiplicacién del tejido. Se refiere a la rapida multiplicacién del material
de la etapa 1, que es repentinamente subcultivado en la etapa2, hasta tener un

numero de propagalos o plantas deseadas.

Hay tres procedimientos usados para la multiplicacion clonal de las plantas

durante la etapa 2 y se enumeran a continuacion.

1. Embriogénesis somatica.
2. Desarrollo de ramificacién axilar.

3. Desarrollo de brotes adventicios.

Etapa 3.- Enraizamiento in vitro, los brotes derivados de la micropropagacion
pueden ser inducidos para producir raiz, los mejores resultados son obtenidos

cuando los brotes de la etapa 2 son transferidos a un medio de enraizamiento.
Etapa 4.-Aclimatacion. Es el proceso por el cual la planta in vitro, se adapta al
cambio ambiental. Es necesaria la aclimatacion, porque las plantas no estan
adaptadas a las condiciones in vivo.

2.10.2. Principales aplicaciones de cultivo de tejidos

Esta tiene 4 aplicaciones potenciales:

a. Produccion de metabolitos secundarios.

b. Mejoramiento genético y almacenamiento de germoplasma.

c. Produccién de plantas libres de enfermedades.

d. Rapida propagacion (micropropagacion).
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De las anteriores, son dos las areas en que son de importancia comercial
principalmente, la micropropagacién y la produccion de metabolitos secundarios
(Barrén 1999).

2.10.3. Tipos de propagacion in vitro

Barron 1999, menciona que existe gran variedad de procesos, para el
mejoramiento genético y para una rapida multiplicacion vegetativa, entre ellos

estan:

1. Cultivo de embriones maduros e inmaduros.

2. Cultivo de érganos: cultivo de un érgano de la planta con el fin de propagarla,
por ejemplo: meristemos, apices, yemas axilares solas o segmentos nodales.

3. Cultivo de callos: corresponde al conjunto de células procedentes de la
desorganizacion de un tejido y presenta células no diferenciadas que conservan
el poder de dividirse.

4. Cultivo de células en suspension: La suspension de células consiste de celulas
libres y microagregados de células en un medio liquido en movimiento.

5. Cultivo de protoplastos: Es el cultivo de células sin pared pectocelulésica, es
decir células con sus componentes vivos, rodeados solamente por la membrana
citoplasmatica, este es el caso adecuado para la manipulacion genética.

6. Cultivo de haploides o anteras: Consiste en el cultivo de anteras con polen
inmaduro, donde el polen se divide para formar callo o embriones, utilizado

principalmente para la obtencién de plantas haploides.
2.11. Medio de cultivo

El medio de cultivo es una combinacién de sustancias quimicas descritas por los
investigadores después de numerosos experimentos, el cual permite que las

plantas crezcan y se multipliquen in vitro.



El exito de cultivo de tejidos, esta determinado grandemente por la calidad del
medio nutritivo, ya que la composicion de este gobierna el crecimiento y
morfogénesis del tejido vegetal cultivado.

Una vez elegido el objetivo deseado, es importante seleccionar el medio de cultivo
apropiado. El medio de cultivo se selecciona o define por sus propiedades
quimicas y fisicas, por ello es recomendable hacer una revision de literatura con el
fin de seleccionar el medio, de no haber trabajos disponibles, se desarrolla un
trabajo basado en prueba y error. Los medios de cultivo mas comunmente usados
son formulaciones establecidas por Gamborg, Séller, Linsmaier y Skoog,
Murashige y Skoog, Schenk y Hildebrandt y White, sin embargo existen otros con
variaciones de estos medios basicos. De cualquier manera la eleccion del medio
dependera de factores como: especie con la que se trabaja, edad del érgano,

edad de la planta, tipo de érgano y necesidad de reguladores.

El medio tiene basicamente dos funciones:

a. Proporcionar los nutrientes para el crecimiento continuo de los explantes
aislados y propagulos siguientes.

b. Dirigir el crecimiento y desarrollo mediante el control hormonal (auxinas,
citocinonas, giberelinas y ac. Abscisico).

2.11.1. Componentes del medio de cultivo

El crecimiento y desarrollo in vitro de la planta esta determinado por un numero
complejo de factores. En la actualidad existen innumerables formulaciones cada
una de las cuales contiene entre 15 y 35 compuestos quimicos que se suministran
y se clasifican en 8 categorias.

Cualitativamente los medios de cultivo aportan los mismos elementos (macro y

micro) que se consideran esenciales para el crecimiento de las plantas.



1. Macronutrientes: se proveen los 6 macroelementos esenciales N, P, K, Ca, Mg,
y S. los iones K+, NO3- y NH4+, son los que ejercen la influencia importante en el
crecimiento de los tejidos. El ion amonio (NH4+) no es conveniente para ciertos
tejidos por lo tanto, es importante conocer la composicion idnica exacta de las
diferentes soluciones minerales propuestos para el cultivo de tejidos.

2. Micronutrientes: para el cultivo in vitro, incluye Fe, Mn, Zn, B, Cu y Mo, pero en
ocasiones es necesario adicionar, dependiendo de la especie los micronutrientes:
Co,l, Nay Cl.

El hierro, se considera como un elemento esencial para el crecimiento del tejido,
mientras que el Zn, Bo, Cu, Co y Mo son esenciales para la sintesis de clorofila y
la funcién del cloroplasto, aunque los tres Gltimos se desconoce o se sabe muy
poco de su influencia en el crecimiento de los tejidos, pero se les agrega a los

medios de cultivo como una medida de precaucion, en concentraciones bajas de
0.00003 a 0.03 mM/I.

Las investigaciones en diversas especies han permitido la regeneraciéon de un
gran numero de medios nutritivos, el mas comunmente usado es la formulacion
desarrollada por Murashige y Skoog (MS) en 1962, (Tisserat, 1985).

2.12. Fuentes de carbono

Muy pocos cultivos in vitro son autétrofos y por lo tanto es necesario agregar al
medio una fuente de carbono, el carbohidrato preferido en el cultivo de tejidos es
la sucrosa, aunque la glucosa y fructuosa la pueden sustituir en algunos casos, la
glucosa es tan efectiva como la sacarosa, siendo la fructuosa menos efectiva.
También se han usado otros carbohidratos como la lactosa, galactosa, rafinosa,
maltosa y almidén, pero estos generalmente producen resultados inferiores a los
obtenidos con la sacarosa o glucosa.
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Los carbohidratos juegan un papel muy importante en la nutricion y estructura de
la planta, son fuente de energia, por lo que no solamente es importante la

concentracion para la organogénesis, si no también la fuente de carbon.

2.13. Vitaminas

Las vitaminas utilizadas por lo general son del grupo B, siendo la mas importante
al parecer, la vitamina B1 o tiamina, normalmente las plantas sintetizan las
vitaminas requeridas para su desarrollo o crecimiento, pero cuando estas crecen
in vitro, es necesario adicionarlas, pero no se consideran esenciales, excepto la
tiamina de tal manera que se agregan al medio como una medida de precaucion. ,
o bien, son adicionadas para estimular procesos especifico (catalisis enzimatica,

crecimiento, etc.)
2.13.1. Vitaminas cominmente usadas

1. Tiamina: esencial para el crecimiento celular, funciona como coenzima para el
ciclo de krebs.

2. Acido nicotinico: constituyente de coenzimas activas en las reacciones
luminosas, es una vitamina adicional, pero no es esencial.

3. Piridoxina (B6): Sirve como coenzima en la ruta metabélica y es adicionada
como piridoxina- HC.

4. Acido pantoténico: es otra vitamina B, se activa como coenzima del
metabolismo de las grasas y se adiciona en forma de sal de Ca.

5. Acido Félico: Al igual que la vitamina B, tiene actividad como coenzima, ayuda
en la proliferacion.

6. Riboflavina (B2): es ocasionalmente usada en el medio.

7. Biotina (vit H): Activa como coenzima en el metabolismo graso.

8. Tocoferol (vit E).

9. Acido p-Aminobenzoico.
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2.15. Suplementos orgéanicos indefinidos

La adicién de una amplia variedad de extractos organicos al medio de cultivo
nuchas veces resulta en una respuesta favorable del tejido, sin embargo estos
componentes deben ser utilizados como ultimo recurso.
Algunos ejemplos son:
* Leche de coco (endospermo liquido).- produce una fuerte division
celular en los tejidos, este tiene un compuesto analogo a la kinetina.
Puede ser usado junto con una auxina.
= Caseina hidrolizada: es una mezcla de proteina, la caseina es de forma
lechosa, es hidrolizada para formar un acido débil.

* Extracto de levadura: es una fuente natural de vitaminas en forma de
polvo.

* Extracto de malta.

* Jugo de naranja y tomate.

= Platano molido.

= Peptona y tristona.
(Barrén, 1999).

2.16. Reguladores de crecimiento

Las hormonas de crecimiento, son sustancias que se producen o sintetizan en una
parte de un organismo, son transferidas a otra, en donde interviene en un proceso
isiologico especifico. En sentido estricto, las sustancias de crecimiento, extraidas
de los tejidos vegetales y las sustancias sintéticas con efectos reguladores, no
oueden ser llamadas hormonas. Por lo anterior, fue creado el término “regulador
Je crecimiento vegetal”, que define a los compuestos organicos distintos de los
wtrientes, que en pequefias cantidades (1 micromolar) estimulan, inhiben o

nodifican de algun modo, cualquier proceso fisiolégico en la planta.




Los reguladores de crecimiento, al igual que las hormonas, no actian solas, si no
en conjunto o en oposicion, es como producen los efectos fisiologicos. Los
reguladores de crecimiento mas importantes son: auxinas, citocininas, giberelinas
y acido abscisico (Barron 1999).

2.16.1. Auxinas

Fueron descubiertas por Wenten 1926 cuando sustrajo una sustancia de la punta
del coleoptilo de la avena, que causa la curvatura en otros coleoptilos. Esta se
identifico como una auxina. Las auxinas mas comunmente usadas en el cultivo de
tejidos son: Acido-3-indolacético (AlA), Acido-3-indolbutirico (IBA), Acido -4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y Acido1-naftalenacético (ANA).

El AIA, se produce en forma natural en las plantas. El AIA, es degradado en pocos
dias por la accioén de la luz y en pocas horas o dias en el tejido vegetal, también se
puede destruir por PH bajo, oxigeno y peroxidasas.

El IBA, ANA, y 2,4-D son auxinas sintéticas, aunque el IBA se ha encontrado en
maiz y en otras pocas especies en forma natural. El AIA es una auxina débil,
mientras que el ANA es una auxina fuerte, el 2,4-D es 8 a 10 veces mas activo
que el AlA y el ANA es 2 veces mas activo que el AlA.

Las auxinas, son generalmente incluidas al medio de cultivo para:

% Estimular la produccion de callo y crecimiento celular.
< Estimular la formacioén de la raiz.
% Inducir a embriogénesis somatica.

% Estimular el crecimiento de apices y meristemo.

También pueden causar inhibicion de la formacion de brotes axilares vy

adventicios, el 2,4-D inhibe la fotosintesis y puede inducir a mutaciones.
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En forma general, podemos decir que las auxinas a bajas concentraciones,
inducen la formacién de raices adventicias, mientras que altas concentraciones,
no se producen raices y tiene lugar, en cambio la formacién de callo (Barrén

1999).

Se generan principalmente en las partes jovenes de las plantas, las cuales
estimulan el crecimiento por alargamiento de los tallos y participa en la formacion
de las curvaturas fototrépicas (hacia la fuente de la luz) promueve la formacion de
las raices laterales y adventicias, participa en la inhibicion correlativa de las yemas

axilares y brotes por el apice del brote principal y por sus hojas juveniles.

Estas estimulan en algunas especies de plantas para formar frutos
partenocarpicos (sin la fecundacién del ovulo).

En muchas especies de plantas, en los fragmentos de tallo destinados a esquejes

o estacas, las auxinas favorecen la regeneracion de raices, (Jankiewicz 2003).

El mismo autor menciona que se descubridé que las auxinas sintéticas como el 2,
4-D a concentraciones relativamente altas, pueden ser utilizadas corho herbicidas
y de esta forma siguen siendo ampliamente aplicadas en diferentes ramas de la
agricultura.

Asi mismo se sabe que las auxinas aplicadas por fuera (exdgenas), especialmente
a concentraciones altas, provoca el aumento de etileno y se presenta algunos
fenomenos, que se distribuyen a las auxinas pero pueden ser en realidad una

respuesta de la planta al alto contenido del etileno.
El acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) su nombre en ingles es, 2,4

Dichlorophrnoxyacetitic acid. , la concentracion comparativa para este compuesto

es 1-5 mg/l. se utiliza en cultivo de tejidos.
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A concentraciones mas altas es muy toxico para muchas especies de plantas y
por esto es popular como un herbicida, las auxinas sintéticas cuando son

aplicadas a las plantas forman los conjugados semejantemente como AIA (acido
indol-3 acetico).

Asi, 2,4-D forma glucésidos y ademas adjunta el grupo —OH en la posicion: 4.
también forma conjugados con diferentes aminoacidos, por ejemplo con el acido
aspartico.

Solo después de algun tiempo desde la aplicacion el 2,4-D es liberado
gradualmente en cantidades necesarias para el crecimiento de las células en
cultivo de tejidos.

El transporte de la auxinas es que se mueven en los coledptilos y apices de los
tallos de una gran variedad de especies en forma basipétala a una velocidad de 5-
20 mm/h. se sabe también que el transporte acropétalo de auxinas en estos

organos es minimo (Jankiewicz, 2003).

Las antiauxinas son compuestos que inhiben la accién de las auxinas, compitiendo
con ella quiza para obtener los mismos puntos de enlace sobre una o varias
sustancias receptoras. El efecto inhibitorio de algunas auxinas puede superarse
completamente, mediante un aumento de la concentracion de auxinas. Debe
sefalarse que esos términos no se excluyen mutuamente, por ejemplo en
determinadas circunstancias, algunos compuestos pueden ser lo mismo auxinas
que antiauxinas.

Hay otros inhibidores de la accién de las auxinas que no pueden clasificarse como
antiauxinas y que no se cree retarden la accién de las auxinas, compitiendo

directamente con ellas para obtener los mismos puntos de enlace.
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El aumento de la concentraciéon de auxinas no permite vencer completamente sus
efectos inhibitorios (Weaver 1982).

2.16.2. Citocininas

Es una sustancia del crecimiento de las plantas que provoca la divisién celular (su
sinénimo fitocinina tiene mucha menor aceptacion. Muchas citocininas exdégenas
y todas las endégenas derivan probablemente de la adenina, una base
nitrogenada de purina (Weaver 1982).

Haberlandt en 1913 observé un compuesto desconocido, presente en el tejido
vascular que promovia la division celular, esto era lo que hoy conocemos como
citosina. A través del cultivo de tejidos, en 1950 se uso agua de coco, que
contenia varias citocininas que favorecian la division celular en zanahoria. Pero no
fue hasta 1964 que se descubrio en si la primera citocinina en el endospermo
lechoso del maiz dandose el nombre de zeatina, desde entonces, se han
identificado otras citocininas con estructura semejante a la adenina. Las
citocininas, comunmente usadas en el medio de cultivo son: 6-benzilamino-purina
(BAP) o 6 benziladenina (BA), 6- - -dimetilaminopurina (2ip o IPA), N-(-2-
furanilmetil)-1H-purina-6-amina (cinetina o kinetina) y —(4-hidroxi-3-metil-trans-2-
butenilamino) purina (Zeatina). La zeatina y 2ip, son consideradas como
citocininas naturales, mientras que la BA y cinetina son derivados sintéticos de las
citocininas. La adenina es otro compuesto natural con estructura y accién similar.

Las citocininas, se utilizan frecuentemente para favorecer el crecimiento y
desarrollo, estimular la division celular y promover la produccion de brotes. En el
medio de cultivo se adiciona para lograr cierto tipo de morfogénesis, dependiendo
de la proporcién con la concentracién de auxinas, asi, podemos lograr la
estimulacion de la formacion de raiz, embriogénesis o iniciacion de callo,
ocurriendo cuando la proporcién auxina-citocinina es alta, sin embargo cuando la

proporcion es baja, se produce proliferacion de brotes axilares y adventicios,

29



00262

elevada la proporcion de citocininas, producen brotes adventicios, e inhibe la
formacion de raiz (Barrén 1999).

El descubrimiento en las plantas de compuestos con propiedades semejantes a
las de la cinética estuvo relacionado con el desarrollo de al técnica de cultivo de
tejidos in vitro. Se habia observado que las células de tejidos cultivados in vitro se
dividian mas intensamente en presencia de agua de coco. Por lo tanto, se penso
que en el agua de coco se encuentran sustancias con propiedades semejantes a
las de la cinética (Jankiewicz 2003).

El mismo autor menciona que la caracteristica mas importante es que estimulan
las divisiones celulares en las plantas y retrazan el envejecimiento. Estos influyen
en multiples proceso bioquimicos, como la estimulacion de la biosintesis de los
acidos nucleicos y de diferentes proteinas, entre otras enzimas, como las
proteasas y ribonucleasas.

Las citocininas afectan también a multiples e importantes procesos fisioldgicos,
por ejemplo en estimulan la germinacién de las semillas que necesitan luz y
acortan el periodo de latencia de las yemas.

El fenémeno de induccion de la formacién de yemas adventicias o estimulacion de
crecimiento de yemas axilares por las citocininas es muy utilizado por la técnica
de micropropagacion.

En el cultivo de tejidos se puede dirigir el desarrollo del material vegetal, aplicando
citosina al medio, lo que regula el numero de divisiones celulares, la formacion de
yemas y el crecimiento de los brotes. Dichos cambios morfolégicos del tejido u
oérgano cultivado in vitro son frecuentemente el resultado de la estimulacién de la
actividad mitética puede ser también el resultado de la diferenciacién del sistema
vascular por lo que en forma directa influye en el crecimiento de las plantas. En

experimentos con cultivos in vitro se ha encontrado que en muy pocas cantidades
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de C-BA se trasnlocan a la parte apical de los brotes. Casi toda la cantidad de BA
absorbida se quedaba en la parte basal del brote. El transporte limitado de las
citocininas se ha demostrado también en experimentos con plantas enteras, la
posibilidad de que haya poca movilidad de citocininas se debe tener en cuenta al
tratar a las plantas con estas (Jankiewicz 2003).

2.17. Organogénesis

La organogénesis es el evento morfogénetico mediante el cual se producen
organos tales como raices y tallos, pero en momentos diferentes. Por el contrario
en la embriogénesis somatica se producen plantas completas (estructuras
bipolares) en un solo evento.

El potencial morfogenético de las plantas se da gracias a la totipotencialidad de las
células vegetales. La totipotencialidad es la capacidad morfogénica que tienen
las células vegetales para producir un organismo completo.

La produccién de érganos puede ser directa e indirecta:

Organogénesis directa. Este proceso se da con cierta frecuencia en explantes

relativamente grandes de un grupo cada vez mas numeroso de especies
vegetales. El tipo de explante, asi como la salud y el estado fisiologico de la
planta madre (donadora del explante), son factores importantes para el buen
estado de la propagacion. En este tipo de organogénesis, la formacién de brotes

y/o raices se da directamente en el explante inicial sin la previa formacion de callo.

La ausencia de callo en los explantes da un alto porcentaje de seguridad de que
los brotes producidos sean idénticos (clones) a la planta madre, siendo por esto un

medio de propagacion comercial adecuado.



Los brotes adventicios se originan principalmente a partir de células epidémicas
del explante, sin embargo, también pueden formarse a partir de células
subdermales. La formacion de brotes adventicios es frecuentemente acompanada
de produccién de callo, por lo que es necesario hacer ajustes en las
concentraciones de reguladores de crecimiento para evitarlo, ya que su presencia

puede dar lugar a la produccion de brotes con cambios genéticos.

Normalmente, la produccién de brotes se da en individuos cuyos explantes
(peciolos, tallos, hojas, raices, etc.) ya estan predeterminados para la
morfogénesis y necesitan un estimulo relativamente leve con bajas
concentraciones de reguladores de crecimiento, por ejemplo, la produccion de
brotes en hojas de violeta africana se obtiene agregando 0.4 mg/l Acido

Indolacético (IAA) + 0.08 mg/I Bencilaminopurina (BA) al medio en cultivo.

Organogénesis indirecta. Contrariamente a lo que sucede en la organogenesis

directa, en este tipo de organogénesis si existe la desorganizacion de las células
(formacién de callo) del explante original.

Este tipo de propagacion clonal no es recomendable para fines comerciales, ya
que existe una gran probabilidad de que se produzca variacion genética, también
llamada variaciéon somaclonal.

La organogénesis indirecta, es un proceso que puede ser utilizado en trabajos de
mejoramiento genético en donde es importante la produccion de variacion
genética.

La variacién somaclonal es el producto de diversos eventos cromosémicos como

inversiones, delecciones y amplificacion génica, entre otros.
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Generalmente, las condiciones de incubacién (fotoperiodo y temperatura) para la
organogénesis son las que mas comunmente se utilizan para la propagacion de
yemas axilares.

Por otra parte, aun cuando el medio basal y otros ingredientes como vitaminas,
fuente de carbono, agar y otros aditivos organicos son importantes, el control de la
organogeénesis esta dado principalmente por la accién de auxinas y citocinas
(Valenzuela 2003).

2.18. Etileno

Es una hormona gaseosa, que es producida por 6rganos y callos. ‘El cultivo de
tejidos requiere de recipientes cerrados, por lo cual es necesario evitar la
acumulacion de etileno.

No existe unanimidad de criterios, en las referencias bibliograficas, en lo que se
refiere al papel que juega el etileno en la organogeénesis in vitro, alguna habla de
que no hay influencia y otras de que tiene un efecto positivo, por ejemplo: en
callos de tabaco, se ha encontrado mayor concentracion cuando se forma el brote
0 brotes adventicios. Algunas veces el crecimiento in vitro puede ser estimulado
por el etileno, parece que en cierta concentracion de este induce a division celular,
en células en suspension. Hay que tomar en cuenta que el 2,4-D mduce ala
formacién de etileno (Barrén 1999).

2.19. Agente gelificante

El agar es el material de soporte mas ampliamente usado en el culti\)o de tejidos,
pues provee al medio de cultivo un excelente gel humedo, que sirve de soporte
para los explantes, aunque se Supone que es un material inerte en el medio,
frecuentemente contiene trazas de elementos, dependiendo del alga y el método

de manufactura (Cl, sulfato, Ca, Mgy Fe), pero los agares purificados, usualmente
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son lo suficientemente limpios para el cultivo de tejidos. El agar clarifica entre los
60 y 100°C vy solidifica a los 45°C, es estable en las temperaturas de incubacién,
no reacciona con el medio y es digerible enzimaticamente por las plantas. La
firmeza del agar depende o puede ser controlada por la concentracién y marca del
agar usado y el pH del medio, las concentraciones mas usadas son de 0.5 a
1.0%, las cuales proporciona la firmeza en el pH tipico del medio de cultivo.

Otros gelificantes cominmente usados son: Phytagel y Gelrite, los cuales son
productos sintéticos que dan como resultado un gel claro, deseable para detectar
contaminacion. Otros medios de soporte que han utilizado para el caso de medios
liquidos son: papel celofan, puentes de papel filtro, mechas de papel filtro, espuma
de poliuretano y velldn de poliéster (Barrén 1999).

2.20. Agua

La calidad del agua es importante, ya que se constituye el 95 % del medio
nutritivo. Para los trabajos de investigacion, se recomienda que el agua haya sido
destilada, en el caso de trabajar con protoplastos, células o meristemos, se debe
utilizar agua bidestilada, también puede ser utilizada agua purificada por osmosis
inversa. Cuando no se utiliza agua destilada, puede usarse agua desionizada,
aunque debe de tomarse en cuenta que puede llegara tener contaminantes
organicos o incluso microorganismos. Sin embrago, el agua desionizada se utiliza
frecuentemente en practicas elementales, en las que se cultiva “in vitro” grandes
explantes (Barrén 1999).

2.21. Factores que intervienen en el cultivo de tejidos
Se ha encontrado que el tipo de explante, la intensidad, tipo y duracion de la luz, la

temperatura, la relacion 02/CO2, la concentracion de otros gases y la composicion

quimica del medio, juegan un papel muy importante en la morfogénesis del cultivo.
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Explante u inoculo: es el érgano, tejido o fragmento de tejido, células, etc.
Tomado del material parental para iniciar el cultivo in vitro. La elecciéon del
explante es el primer paso para el establecimiento del cultivo aséptico, este
variara de acuerdo al objetivo perseguido y los factores a considerar son:
genotipo, edad de la planta y su estado fisiolégico.

2.22. Propiedades fisicas del medio

El metabolismo de los tejidos puede ser totalmente diferente dependiendo de si se
encuentra en un medio semi-sélido o liquido.

El' medio sélido se agrega agar como agente gelificante, mientras que el medio
liquido carece del agente gelificante.

La concentracion del agente gelificante (agar, phytagel o gelrite) es muy
importante, ya que dependiendo de la consistencia del medio, se puede orientar el
cultivo hacia la formacién de brote o callos también puede influenciar en
fenémenos de hiperhidratacion.

El medio liquido es importante para el cultivo de células y protoplastos, también
para la fase de crecimiento y alargamiento de brotes de yema aunque se ha visto
un mejor resultado para estos ultimos en medios sélidos (Barréon 1999).

2.22.1. Factores fisicos

El pH (grado de acidez y alcalinidad) del medio de cultivo es especifico para cada
tipo de planta al igual que ocurre en los suelos, por lo que se hace necesario
ajustarlo a los requerimientos de cada especie en estudio, sin embargo, el pH
adecuado estara en el rango de 4.5 a 7.0 para la mayoria de las plantas (Barrén
1999).
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2.22.2. Intercambio gaseoso

Los gases mas comunes son el O,, CO, y etileno (C,H,). Muy raramente se cuida

el intercambio de gases, sin embargo, puede ser muy importante, asi se pudo

demostrar que |Ia embriogénesis somatica, es favorecida por bajas

concentraciones de O, y altas concentraciones de COy, las divisiones celulares y

el establecimiento de callos o células en Suspension se favorecen con altas

concentraciones de O, y Altas concentraciones de CO,, si se acumula con la
intensidad luminosa, favorece Ia fotosintesis. La acumulacic
una disminucion del crecimiento, reduccién de la superficie foliar y caida de hojas

reduccion de la concentracion de clorofila e inhibicion de Ia raiz (Barrén 1999).

2.22.3. Humedad

En condiciones in vitro, \a humedad dentro del recipiente es casi 100 % por eso la
planta in vitro, en general, no desarrolla adecuadamente los sistemas de

regulacion hidrica tales como ceras, estomas, cuticula, etc. (Barrén 1999).
2224, Luz

En condiciones in vitro clasicas, la intensidad luminica es muy baja, de 5-25 W/m?
(1000-5000 lux), en comparacion con las condiciones naturales donde la luz puede
representar hasta 900 W/m? La calidad de la luz es muy baja (longitud de onda)
manifestandose la necesidad de cubrir la amplia gama de longitudes de onda
naturales ya que la calidad de luz afectara a dos fendmenos importantes

dependientes de la luz. Fotosintesis y fotomorfogénesis (Barron 1999).
2.22.5. Temperatura

La temperatura de los cuartos de cultivo oscila entre 21- 27°C, dependiendo si el
cultivo es de zona templada o tropical, lo importante es tomar en cuenta que la
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temperatura interna de lo recipientes de cultivo puede ser de 2-4 °C mas alto, por
el “efecto invernadero”. La temperatura éptima para el crecimiento y desarrollo in
vitro, es generalmente 3-4 °C mas alta que la correspondiente para el crecimiento
in vitro (Barron 1999).

2.22.6. Factores quimicos

El medio de cultivo, la sustancia dentro del cual crecen los explantes influiran
dependiendo de la especie que se trabaje. Y se seleccionara de acuerdo a los
requerimientos del mismo (Barron 1999).

2.23. Fotosintesis

Por medio de este proceso, la planta en presencia de luz y agua incorpora el
dioxido de carbono para formar compuestos organicos que le permiten crecer y

reproducirse. Esta reaccion se lleva a cabo en los cloroplastos (Barron 1999).

2.24. Fotomorfogénesis

La mofogénesis funciona con la presencia de un pigmento susceptible al rojo
llamado fotocromo, el cual trabaja entre los 660 — 730 nm de longitud de onda.
Procesos tales como: expansion foliar, elongacién de entrenudos, diferenciacion
de estomas, sintesis de clorofila, etc. Son influenciados por este pigmento.

Hay que considerar, que la luz natural es rica en azul y remarcablemente
constante en la proporcion rojo: Rojo- lejano (1.1), y que los cuartos de incubacion
in vitro, la fuente de luz es con lamparas fluorescentes, que tienen relativamente

poca radiacion rojo- lejano y también mas baja en azul.

Esto produce una diferencia muy marcada con el azul del espectro solar, es por
ello que se debe poner cuidado en el tipo y marca de la fuente de luz a seleccionar

manifestandose la necesidad de cubrir la amplia gama de longitudes de onda
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naturales, ya que la calidad de luz afectara a dos fenémenos importantes

dependientes de la luz. Fotosintesis y fotomorfogénesis (Barron 1999).
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CAPITULO I1lI

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimento

El experimento se establecié en el laboratorio de biotecnologia ubicado dentro de
las instalaciones del laboratorio de biologia de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro Unidad Laguna, con direccién en carretera a Santa Fe y Periférico,
Torre6n Coahuila, México.

3.2. Estructura fisica

El laboratorio de biotecnologia en el cual se realizé el experimento cuenta con tres
principales divisiones en los cuales, la primera es el lugar de recepcion donde se
revisa que se cuente con el material necesario para el trabajo a realizar, la
segunda divisién es el lugar de siembre, donde se encuentra la campana de flujo
laminar y demas accesorios ahi se realizan todos los trabajos de siembra y
transplante segln sea el material vegetativo a utilizar, y la tercer divisién es el
cuarto de crecimiento, que cuenta con canceles adaptados con lamparas de luz
fluorescente, en los cuales se colocan los frascos con medios de cultivo, aqui se
cuenta con sistema de enfriamiento adaptado con regulador de temperatura y se

mantiene el cuarto de crecimiento en rangos de temperatura de 25 a 27°C.

3.3. Disefio experimental

Porciento de germinacion.

Se utliz6 un disefio completamente al azar con dos tratamientos y 18 repeticiones,
cuyo modelo fue Yij = p + Ti + €ij con :

i =1, 2 tratamientos.

j = 18 repeticiones
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Donde:

Yij = Variable aleatoria observable de i-ésimo tratamiento y la j-ésima repeticion

M = Media general
Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento

€ij = Error experimental.

Multiplicacién in vitro.

Para la multiplicacién de in vitro Agave durangensis, se desarrollo un disefio

completamente al azar, con 2 tratamientos y 18 repeticiones.

En donde el tratamiento 1 consiste en la siembra de semilla con 24 horas de

remojo y el tratamiento 2, siembra con semilla sin remojo.

3.4. Material vegetal

Semilla de Agave durangensis, recolectada posiblemente de diferentes plantas vy

proporcionada por productores de Tuitan, Mpio de Nombre de Dios, Dgo.

3.5. Preparacién del medio de cultivo para germinacién y para inducir
brotacion

Medio para germinacion
El medio utilizado fue el propuesto por Murashige y Skoog (1962), suplementado
con 30 gr de sacarosa y 8 gr. de agar el pH se ajustd a 5.7 una vez clarificado se

se distribuyé en frascos gerber de 200 ml, los cuales se sellaron con una tapa

magenta, esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a una presion de 15 libras.
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Posterior a la esterilizacion se retiran de la autoclave, se mantiene en refrigeracion

hasta el dia de su utilizacién.
Medio para inducir la brotacién

Se prepar6 el medio de cultivo en base a la formulacién de MS modificada por
Robert M. L. el proceso es similar a la de la germinacion solo que en este caso se
agregan las siguientes hormonas (reguladores de crecimiento) para la induccién
de brotes axilares, el 2,4 D (auxina) es preparada en una concentracion de 0.002
g. el cual se disuelve en 0.5 de hidroxido de potasio 1 N (KOH). o alcohol etilico,
posteriormente se agrega un poco de agua destilada y se afora a 100 ml. Del cual
se toma 1 ml. para cada litro de medio a preparar. La Benzylaminopurina
(citocinina) se pesa 0.01g. y se disuelve en 0.5 ml de KOH (1N) se adiciona un
poco de agua destilada y se agrega al medio, esta cantidad es para cada litro.
Una vez clarificado el medio se vacian ahora en recipientes de plastico
transparente con una capacidad de 500 ml y se esterilizan en autoclave durante
20 minutos a una presién de 15 libras en autoclave, después se retiran de la

autoclave, se mantiene en refrigeraciéon hasta el dia de su utilizacion.

3.6. Marcha para la siembra

Tratamiento 1.- La semilla a utilizar se puso a remojar en agua destilada 24 horas,
teniendo en cuenta de que se colocarian 4 semillas por frasco.

Para el tratamiento 2.- en este caso sélo se seleccioné el nimero de semillas a
utilizar y se colocaron en una charola para ser llevadas a la campana y seguir los

pasos a continuacién descritos para su desinfectacion.

3.7 Limpieza de la campana laminar

Se prepar6 una solucion QRIT al 1 % y con algodén se limpia perfectamente Ia

campana de flujo. Esta se enciende % hora antes de realizar la siembra. Una vez
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que se limpia la campana se colocé en su interior todo el material a utilizar

previamente esterilizado y asperjandolo previamente con alcohol etilico. (Vasos

de precipitado, pinzas, mangos para bisturi, navajas de diseccion, cajas de petri,

soluciones a utilizar, recipiente en alcohol etilico para flamear, etc.).

3.8. Desinfeccion y siembra de la semilla para los tratamientos 1y 2

1. Se introduce el vaso que contiene la semilla en la campana laminar.

Se agrega el hipoclorito al 10 % + 3 gotas de tween 20, en el cual
permaneceran durante 20 minutos, agitando constantemente.

Se drena el hiplocorito de sodio y se da un enjuague con agua destilada
estéril.

Se drena el agua y se agrega el alcohol al 70 % agitando constantemente
durante 30 a 60 seg.

Se drena el alcohol y se agrega el microdine® al 20 % agitando
constantemente durante 10 min.

Se drena el microdine y se dan tres enjuagues con agua destilada estéril,

con una duracién aproximada de 1 min. Entre cada enjuague.

7. Se toma las semillas y se colocan en una media caja de petri.

8. Se flamea la boca y la tapa del envase y con las pinzas previamente

9.

flameadas se toman las semillas una por una y se siembran cuatro semillas
por envase.

Se sella con pelicula plastica.

10.Se rotulan (tipo de semilla, fecha, medio de cultivo, quien realiza la

siembra).

3.9. Siembra para germinacién de semillas y trasplante

La siembra se llevo a cabo el 04 de mayo de 2005 en medio MS. Sin hormonas,

Se realizo en la campana de flujo laminar, con el procedimiento antes

mencionado utilizando frascos de vidrio (gerber) con capacidad de 200 ml.
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colocando 4 semillas en cada una, cada frasco representa una repeticion y las
semillas submuestras respectivamente de cada tratamiento.

El 09 de junio de 2005 se realizo el primer trasplante de las plantulas en medio
MS. Con hormonas para la induccion de brotes axilares, esto corresponde a un
rango de 37 dias después de la siembra, utilizando como reguladores de
crecimiento el 2,4 D (auxina) y benzylaminopurina (citocinina) colocando 4
plantulas por cada recipiente, siendo los recipientes de plastico transparente con
una capacidad de 500 ml, los cuales contenian el medio de MS modificado por
Roberts para la etapa de induccién de brotes. Cada envase debidamente sellados
con membrana plastica y etiquetados, se llevaron al cuarto de crecimiento, donde
permanecieron bajo un fotoperiodo largo (16 horas luz.), a una temperatura de 25
+ 2°C durante 114 dias.

3.10. Variables Evaluadas

1.- Porcentaje de germinacién. Para la toma de datos de esta variable se tuvo
una observaciéon diaria para cada tratamiento con su respectiva repeticion y
submuestra, evaluando la semilla continuamente durante 6 dias después de la
siembra.

2.-Dias a brotaciéon de la hoja cotiledonar. Esta variable se evalué a partir de
haber obtenido todas las semillas germinadas, desde el dia 6 hasta el 17 después
de la siembra, donde se observo los diferentes tiempos de brotacion entre

tratamientos.
3.- Dias de aparicion de la 12 Hoja verdadera. Esta variable se determiné

mediante observaciones diarias a partir de la emergencia de la hoja cotiledonar,
hasta los 36 dias después de haber realizado la siembra.
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4.- Formacion de brotes axilares y callo. La toma de datos se realizé después
del primer trasplante al medio para induccion de brotes axilares (con hormonas), el
25 de agosto de 2005, (114 dias después de la siembra). Contando los brotes
formados en cada uno de los tratamientos; en el caso de formacién de callo se
establecié una escala de cuatro niveles (ausencia, escaso, abundante y muy

abundante) dependiendo de la presencia del mismo.

Cuadro. 2 Escala para evaluar la presencia de callo en cada uno de los
tratamientos.

CALLO
ausencia 0
Escaso 1
Abundante P
Muy abundante 3

Para la interpretacion de resultados se utilizo el programa de paquete de disefios
experimentales FAUANL de Olivares Saenz, Emilio. 1993. version 2.4. Facultad
de agronomia, UANL. Marin, N.L.

La comparacion de medias se realizdé con la prueba de Tukey. La parcela
experimental consistié de 18 recipientes, siendo la parcela util, un recipiente con 4
explantes en ella.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Porcentaje de germinacién

En base al analisis estadistico se determina que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos 1y 2 con respecto a la germinacién de semilla (cuadro 5),
presentandose un 93 % a los 5 dias y un 90 % a los 6 dias respectivamente
(cuadro 3y figura 1).

Para esta variable se determiné que existe un dia de diferencia entre los
tratamientos, siendo el tratamiento 1 el primero en germinar y con mayor
porcentaje de germinacioén, Es conveniente mencionar que las semillas utilizadas

fueron proporcionadas por productores de Tuitan, Mpio de Nombre de Dios, Dgo.

Los porcentajes de germinacion obtenidos se encuentran en el rango, ya que
Bassin y Baskin (1990). Freeman (1994), Nébel (1991), al germinar semillas de
Agave virginica, Agave lechuguilla y Agave deserti, obtuvieron los mas altos
porcentajes de germinacién, los cuales fluctuaron de 94% a 95% de 7 a 8 dias a
temperaturas de 25° a 30°C. Sin embargo Miller (1995) al germinar semillas de
Agave parry y Agave americana a temperaturas de 20° a 25°C obtuvo un 80%

de germinacion en 7 y 20 dias respectivamente.

Los resultados obtenidos en este experimento son superiores a los que se
reportan para las especies A. lechuguilla, A. virginica y A deserti. Ya que el tiempo
minimo reportado para germinacion de estas especies, es de 7 dias y en este
caso particular de Agave durangensis el tiempo minimo fue de 5 dias, no existen

antecedentes bibliograficos en especifico para esta especie.
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Cuadro 3. Resultados obtenidos sobre el porcentaje de germinacion de semillas

de Agave durangensis germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Variable :
Germinacion
(%)
93 90
DDS 5 6

T1= Semillas con 24 horas de remojo, T2= Semillas sin remojo, DDS = dias

después de la siembra.

% DE GERMINACION

1 2
TRATAMIENTOS

Figura. 1 Porcentaje de germinacién de Agave durangensis. T1 = 24 horas de

remojo T2 = sin remojo.
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Cuadro 5. Comparacion de medias para el porcentaje de germinacion de semillas

de Agave durangensis germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas.

TRATAMIENTO MEDIA
1 3.7222 A
P 3.6111A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
TUKEY =  0.3658
VALORES DE TABLAS (0.05), (0.01) = 2.88, 3.86

4.2. Dias a brotacién de la hoja cotiledonar

El analisis estadistico para esta variable no detectd diferencia significativa entre
tratamientos (cuadro 8).

De acuerdo a los datos obtenidos se puede observar que en el tratamiento 1 la
aparicion de la hoja cotiledonar fue a los 22 dias después de la siembra y en el

tratamiento dos fue a los 23 dias después de la siembra (cuadro 6 y figura 2).
Hartmann y Kester, (1996) realizaron estudios sobre conservacion de especies del
genero Agave y determinaron que los dias a brotacion de la hoja cotiledonar son

mas prolongados en semillas que presentan germinacién menor del 86 %.

Para este caso se tuvo un porcentaje de germinacion de 90 % por lo cual se

descarta el retrazo de la brotacion.
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Cuadro. 6 Resultados obtenidos para dias a brotacién de la hoja cotiledonar de

semillas de Agave durangensis germinadas en medio de cultivo MS.

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Variable '
Brotacién de la hoja
cotiledonar 22 23

(DDS)

T1= Semillas con 24 horas de remojo  T2= Semillas sin remojo, DDS = dias

después de la siembra.

Cuadro. 8 Comparacion de medias para la brotacion de la hoja cotiledonar de

Agave durangensis, germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas, con datos

ordenados en un cuadro completamente al azar.

TRATAMIENTO MEDIA
1 20.3889 A
2 20.1944 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
TUKEY =  2.1360
VALORES DE TABLAS (0.05), (0.01) = 2.88, 3.86
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BROTACION DE LA HOJA COTILEDONAR |
23

o
-

2281+
2261
DDELTT

DIAS 22.2
284
21.8+

. = |
1 2 |
TRATAMIENTOS i

|

Figura. 2 Dias de brotacién de la hoja cotiledonar de semillas de Agave
durangensis. T1 = 24 horas de remojo T2 = sin remojo

4.3. Dias de aparicion de la 12 hoja verdadera

Con los resultados del analisis estadistico se determina que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos 1 y 2 con valores de 32.6 ¥ o1.3

respectivamente (cuadro 11).

De igual modo se obtuvo un dia de diferencia en la aparicion de la 1° hoja
verdadera entre tratamientos (cuadro 9y figura 3).
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Cuadro. 9 Resultados obtenidos en los dias de aparicion de la 12 hoja

verdadera de Agave durangensis germinadas en medio de cultivo MS.

Variable Tratamiento 1 Tratamiento 2
Aparicion de la 12
hoja verdadera
(DDS) 35 36

T1= Semillas con 24 horas de remojo T2= Semillas sin remojo DDS = dias
después de la siembra.

Cuadro. 11 Comparacién de medias para la aparicién de la 12 hoja verdadera de

Agave durangensis, germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas, con datos

ordenados en un cuadro completamente al azar.

TRATAMIENTO MEDIA
1 32.6139 A
2 31.3472 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
TUKEY =  3.6633
VALORES DE TABLAS (0.05), (0.01) = 2.88, 3.86
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APARICION DE LA 12 HOJA VERDADERA

36
36 / |

35.81
356
3541
DIAS 35.2]
35|
3481

346
34.4 L

1 £
TRATAMIENTOS

Figura. 3 Dias de avparici()n de Ié 12 hoja verdadera de de
Agave durangensis. T1 = 24 horas de remojo T2 = sin remojo

4.4. Formacion de brote

Con el andlisis estadistico se determina que no existe diferencia significativa entre
los tratamientos 1 y 2 con respecto a la formacién de brote (cuadro 14 y figura 4),

presentando un promedio de 1 para el tratamiento 1 y O para el tratamiento 2.
(Cuadro 12).

La escasa presencia de brotes puede atribuirsele a que para esta especie la
concentracion utilizada de citocinina resulta alta y por lo tanto inhibe la formacion

de brotes axilares, y por el contrario estimuld la proliferacion de callo (Barrén
1999)

Por otro lado la variaciéon de la temperatura también puede ser factor para la
escasa formacion del brotes axilares, ya que la temperatura interna de los
recipientes de cultivo puede ser de 2-4 °C mas alto, y producir el efecto

invernadero, factor que favorece también la formacion de callo (Barrén 1999).
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Cuadro. 12 Resultados obtenidos para la formacion de brotes axilares en

plantulas de _Agave durangensis, germinadas en medio de cultivo MS con

hormonas, modificado por Robert, cuyos datos son analizados individualmente, de

acuerdo a cada tratamiento.

Variable

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Brotes axilares
(Promedio / tratamiento)

1

0

T1= Semillas con 24 horas de remojo T2= Semillas sin remojo

Cuadro. 14 Comparacion de medias para formacion de brotes axilares de Agave

durangensis, germinadas en medio de cultivo MS con hormonas, modificado por

Robert.

TRATAMIENTO MEDIA
1 0.0556 A
2 0.0000 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
TUKEY =  0.0658

VALORES DE TABLAS (0.05), (0.01) = 2.88, 3.86
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0.0556

0.06
0.05
0.04
MEDIA 0.03{

0.02 +
0.01
O_ o 2
1 2
TRATAMIENTO [

J
L o |

Figura. 4 Comparacion de medias en la formacién de brotes axilares de Agave
durangensis T1= Semillas con 24 horas de remojo, T2= Semillas sin remojo

4.5. Formacion de callo

Aunque la formacion de callo no se consideré como una de las variables a analizar
en el planteamiento de este experimento, se hace el analisis respectivo a cada
tratamiento utilizando la escala descrita en la metodologia.

Es conveniente mencionar que todos los tratamientos formaron callo. Mediante el
analisis de varianza se determina que no existe diferencia significativa entre
tratamientos (cuadro 17).

Analizando la figura (5) es posible determinar que el tipo de callo que se presenta
en mayor proporcion en ambos tratamientos es el tipo 2 (callo escaso),

presentandose en mayor proporcion en el tratamiento 2.

La formacion de callo pudo deberse a una concentraciéon inadecuada de los

reguladores de crecimiento, como es el 2, 4D que pueden causar inhibicién de la
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formacion de brotes axilares y adventicios, también inhibe la fotosintesis y puede
inducir a mutaciones (Barrén 1999).

La auxina, 2,4D a bajas concentraciones, induce también a la formacion de raices
adventicias, mientras que altas concentraciones, no se producen raices y tiene
lugar, en cambio la formacién de callo (Barron 1999).

Asi también a concentraciones relativamente altas, puede tener un efecto
herbicida (Jankiewicz, 2003).

Cuadro. 15 Resultados utilizados para el analisis de varianza para la formacion de

callo en plantas de _Agave durangensis, germinadas en medio de cultlvo MS con
hormonas, modificado por Robert.

CALLO

Muy
Ausencia Escaso Abundante abundante

™ 0 0.3055 0.2222 0.125
T2 0 0.4444 0.0555 0.2083

Cuadro. 17 Comparacion de medias para formacién de callo en cada uno de los

tratamientos en Agave durangensis, germinadas en medio de cultivo MS con

hormonas, modificado por Robert.

TRATAMIENTO MEDIA
1 0.1632 A
s 0.1770 A

NIVEL DE SIGNIFICANCIA = 0.05
TUKEY = 0.2915
VALORES DE TABLAS (0.05), (0.01) = 3.46, 5.24
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FORMACION DE CALLO  DTratamiento f

\ nTratamientOZ 5

‘ MEDIA

1 2 3 4
Ausencia Escaso Abundante Muy Abundante

S

Figura. 5 Formacion de callo en Agave durangensis. T1 = 24 horas de remojo
T2 = sin remojo
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1.- El remojo acelera la hidrélisis de las sustancias de reserva, desencadenando el

desdoblamiento y origina el desarrollo del embrién.

2.- La presencia de la primera hoja es lenta ya que el cotileddn realiza las
funciones fotosintéticas necesarias, pero posteriormente a la aparicion se tiene un
crecimiento sumamente acelerado.

3.- la formacion de callo dentro del proceso se considera que puede ser provocado
por la hormona (2,4D) y por la variacion de la temperatura en el cuarto de

crecimiento.

4.- Lo anterior modifica la presencia o aparicion de los brotes axilares.
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Germinacion

1.- A pesar de no haber diferencia significativa entre tratamientos, se sugiere el
remojo por 24 horas de la semilla. '

2.- Debido a que los reguladores de crecimiento funcionan de diferente manera

dependiendo de la especie, y para continuar con la investigacion en el cultivo in
vitro, se recomienda determinar la combinacion 6ptima para Agave durangensis,
en base a concentraciones de BIA Y BAP.
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ANEXO A

PREPARACION DEL MEDIO MS MODIFICADO POR ROBERT.
Soluciones stock.

Macronutrientes.

Solucion A

Solucién A Para 5 It.
1.- NH4NOs3 (Nitrato de Amonio) 729
2.- KNOs (Nitrato de Potasio) 2525¢
3.- KH2PO4 (Fosfato de Potasio) 0.85¢
4 .- MnSO4H20 (Sulfato de Manganeso) 0.0845 g
5.- ZnSO4 7H20 (Sulfato de Zinc) 0.043 g
6.- H3BO3 (Acido Bérico) 0.031 g
7.- Inositol 0.05¢

Preparacion de la solucion patréon

1. En un matraz Erlenmeyer de 500 ml agregar 200 ml de agua destilada.

2. Poner en agitacion. |

3. Pesar cada uno de los reactivos y anadir de uno en uno (disolviendo
perfectamente cada uno de ellos antes de agregar el siguiente).

4. Aforar a 500ml.

5. Guardar en frascos ambar y etiquetar con el nombre de la solucién, persona

que preparo la solucién y fecha de preparacién.
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Cloruro de Calcio CaCl22H:20

Se disuelve perfectamente 4.4 g. en 50 ml de agua destilada. Por cada litro de
solucion a preparar, tomar 10 ml de la soluciéon de cloruro de calcio y verter
cuando se esta preparando el medio antes de las hormonas. Se afade lentamente
por las paredes del matraz, ya que si se agrega rapido el medio puede

precipitarse.

Solucion B

Para 5

Solucién B (Macro) litros

1.-Mg SOu4 (Sulfato de Magnesio) 4.62 g/lt

Preparacion de la solucién patrén

1. Disolver el sulfato de magnesio en 200 ml de agua destilada y aforar a 500
ml.

2. Guardar en frascos ambar y etiquetar con el nombre de la solucién, persona
que la preparo y fecha.

Solucién C (Micros)

Solucién C (Micros) g/100 ml
1.- KI (Yoduro de Potasio) 0.0830 gr./100 ml
2.- Na2MoOs4 2H20 (Molibdato de
sodio) 0.0250 gr./100 ml

3.- CuS04 5H20 (Sulfato de Cobre) 0.0025 gr./100 ml

4.- CoCl26H20 (Cloruro de cobalto) 0.0025 gr./100 ml



Preparacion de la solucién patrén

1. En un matraz Erlenmeyer de 500 ml agregar 50ml de agua destilada.

2. Poner en agitacion.

3. Pesar cada uno de los reactivos y afadir de uno en uno (disolviendo
perfectamente cada uno de ellos antes de agregar el siguiente).

4. Aforar a 100ml.

5. Guardar en frascos ambar y etiquetar con el nombre de la solucién, persona

que la preparoy fecha de preparacion.

Solucién D (Edta-Hierro) (Micros)

Solucién D g/100 ml
1.- Na2EDTA 0.373 gr./100 ml
2.- FeS0O4 7H20 0.278 gr./100 ml

Preparacion de la solucion patrén

1. Disolver cada uno de los reactivos por separado en 25 ml de agua destilada
caliente.

2. Dejar enfriar.

3. Mezclar las dos soluciones en un matraz de aforacion y completar a 100 ml.

4. Guardar en frascos ambar y etiquetar con el nombre de la solucién, persona

que la preparo y la fecha de preparacion.



Solucién E (Vitaminas)

gllt.
Solucién E
1.- Glicina 0.0100 g/it. *10=0.1
2.- Acido nicotinico 0.0025 g/It. * 10 =0.025
3.- Piridoxina 0.0025 g/it. * 10 =0.02
4.- Tiamina 0.0200 g/It. *10=0.2
5.- Inositol 0.5 g/It. En 10 ml. de agua destilada

Preparacion de la solucién patrén
1. pesar cada uno de los reactivos por separado.
2. Disolver en 5 ml de agua destilada.
3. Aforar a 10 ml y distribuir 1 ml. En 10 recipientes pequefios color ambar,

estos se mantienen en congelacion.

Preparaciéon de hormonas (reguladores de crecimiento), para inducir
brotacion.

Auxinas.

2,4-D

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid.

1. Pesar 0.002 g. y disolver en 0.5 de hidréxido de potasio 1 N (KOH). O
alcohol etilico.

2. Agregar posteriormente un poco de agua destilada, aforar a 100 ml.
3. Tomar 1 ml. Para cada litro a preparar.

Citocininas.
6-Benzylaminopurina(Benziladenina)
Pesar 0.01g. y disolver en 0.5 ml de KOH (1N) agregar un poco de agua

destilada y agregar al medio que se prepara, esta cantidad es para cada litro.
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ANEXO B

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA GERMINACION

1 En un matraz Erlenmeyer se puso de 2 Lts. 400 ml, de H20 destilada y se
procedié como sigue agitando constantemente.

2.- Afadir 100 ml de la soluciéon A (macronutrientes)

3- Anadir 50 ml de la solucién B (macronutrientes)

4- Anadir 1 ml de la solucién C (micronutrientes)

S5.- Afiadir 5 ml de la solucion D (micronutrientes)

6.- Anadir 1 ml de la solucién E (vitaminas)

7.- Aiadir 10 ml del Cloruro de calcio.

8.- Pesar aparte 30 gr. De sacarosa, disolver en la solucion.

9.- completar el volumen a 900 ml con agua destilada.

10.- Ajustar PHa 5.7-5.8

11.- Aforar a 1 litro.

12.- Vaciar a 1 matraz de 2 It.

13.- Agregar 8 gr. De agar.

14.- Tapar con una torunda de algodén.

15.- Clarificar en mechero o en horno de microondas.

16.- Distribuir el medio en recipientes gerber de 200 ml vy esterilizar en autoclave a

una presion de 15 libras durante 20-25 minutos.



ANEXO C

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS TRATAMIENTOS 1Y 2

Germinacidn

Cuadro. 4 Analisis de varianza para el porcentaje de germinacion de semillas de

Agave durangensis, germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas.

FV GL SC CM F P>F

TRATAMIENTOS 1 0.111115 0.111115 0.3820 0.547

ERROR 34 9.888885 0.290850
TOTAL 35 10.000000
CV.= 1471 %

Dias a brotacién de la hoja cotiledonar

Cuadro. 7 Analisis de varianza para la brotacién de la hoja cotiledonar de Agave
durangensis, germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas, con datos

ordenados en un cuadro completamente al azar.

FV GL SC CM F ]
TRATAMIENTOS 1 0.339844 0.339844 0.0343 0.848
ERROR 34 337.097656 9.914637

TOTAL 35 337.437500

CV.= 1552 %
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Dias de aparicion de la 12 hoja verdadera

Cuadro. 10 Andlisis de varianza para la aparicién de la 1 hoja verdadera de

Agave durangensis, germinadas en medio de cultivo MS sin hormonas, con datos

ordenados en un cuadro completamente al azar.

FV GL SC CM F P
TRATAMIENTOS 1 14.437500 14.437500 0.4951 0.507
ERROR 34 991.562500 29.163603

TOTAL 35 1006.000000

CV.= 16.89 %

Formacion de brote

Cuadro. 13 Analisis de varianza para la formacion de brotes axilares de Agave
durangensis, germinadas en medio de cultivo MS con hormonas, modificado por

Robert, con datos ordenados en un cuadro completamente al azar.

FV GL SC CM F PaF
TRATAMIENTOS 1 0.027778 0.027778  2.9565 0.091
ERROR 34 0.319444 0.009395

TOTAL 35 0.347222

C.V.= 348.95 %
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Formacion de callo

Cuadro. 16 Andlisis de varianza para la formacién de callo ‘en Agave

durangensis, germinadas en medio de cultivo MS con hormonas, modificado por

Robert.

FV GL SC

CM F P>F

TRATAMIENTOS 1 0.000385
ERROR 6 0.170397
TOTAL 7 0.170782

0.000385 0.0136 0.907
0.028400

C.V.= 99.06 %



