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RESUMEN GENERAL

La produccion de agave (Agave tequilana Weber var. azul) en la zona de denominacion de
origen (DOT), se ha visto afectada por la incidencia de patdgenos, debido a la pobre variabilidad
genética del cultivo, ya que se reproduce asexualmente. Por lo tanto una alternativa para generar
variabilidad genética es la induccién de mutaciones a través de radiaciones ionizantes con Co® por
lo que se establecid un protocolo para la obtencidn de plantulas de agave in vitro mediante el cultivo
de yemas axilares, para posteriormente irradiarlas con rayos gamma Co® a las dosis de 0 (testigo),
10, 20, 30, 40 y 50 Gy para determinar la dosis letal media (DLsp). Adicionalmente, se establecio el
proceso de embriogénesis somatica indirecta a partir de vitroplantulas irradiadas, donde se estudio el
comportamiento de las mutaciones inducidas sobre la induccion de callo embriogénico, el desarrollo
de los callos durante la etapa de crecimiento, la maduracién y germinacion, asi como la obtencion de
plantulas. Por otra parte, se establecieron las pruebas de patogenicidad sobre las plantulas irradiadas
mediante la técnica de hoja desprendida. Se colecté muestras de tejido enfermo en campo y de ahi se
obtuvo el agente causal el cual fue Cercospora agavicola. Se cortaron hojas de las plantulas in vitro
previamente irradiadas, se colocaron en cajas de Petri con papel secante humedecido. Se hizo el
conteo de esporas en la cdmara Newbauer y se ajustd la concentracion a 20,000 esporas/mL™. Se
hicieron tres heridas en las hojas, se inocularon y se incubaron por 21 dias a 20 °C. En el cultivo de
yemas axilares se obtuvieron las plantulas in vitro mismas que se multiplicaron. Se implement¢ el
protocolo de embriogénesis somatica indirecta a partir de las vitroplantulas irradiadas. En las
pruebas de patogenicidad, la lesién ocasionada por C. agavicola tendié a disminuir conforme la
dosis de radiacién se incrementd, lo que sugiere un comportamiento genético aditivo tendiente a una
posible resistencia horizontal. Lo anterior debe confirmarse en vivero una vez que las hojas hayan

madurado.

Palabras clave: Agave, Cercospora agavicola, embriogénesis somatica, mutagénesis, rayos

gamma y patogenicidad.



GENERAL ABSTRACT

The agave crop (Agave tequilana Weber var. azul) into designation origin area (DOT), has
been affected by the occurrence of pathogens due the poor genetic variability of the crop since it
reproduces mainly asexually. One option is mutation induction thought Co®® gamma rays. However
the protocol to obtain Agave plantlets from in vitro axillary buds culture was established. Then the
plantlets were irradiated with gamma rays Co® by means of the following doses: 0, 10, 20, 30, 40 &
50 Gy, and determinate median lethal dose (LDsp). Indirect somatic embryogenesis process was
establishment from irradiated plantlets, determining behaviour embryogenic callus induction, callus
development, embryos growth, maturation, germination and plantlets conversion. Pathogenic test
were implemented on irradiated plantlets with detached leaf technic. Fungi (Cercospora agavicola)
was collected in the field from agave diseased leafs and brought to phytopathology laboratory. The
fungi was isolated, purified and culture for pathogenic tests. Spore counting was done with New
Bauer chamber establishment with only one concentration of 20,000 spores/mL™. Plantlets leafs
were cut and injured with needle and placed into petri boxes with wet towel, and were inoculated.
Plantlets were obtained from axillary buds in vitro culture and multiplied. Indirect somatic
embryogenic protocol from irradiated vitroplantlets was established and somatic embrioides and
plantlet conversion were obtained. In pathogenic test the injury size caused for C. agavicola (leaf
gray spot), was less when irradiated dose was increased. These results suggest that additive genetic
component is present in resistance behavior, and there is a tendency for a horizontal resistance. This

results most be confirmed when plants will be in nursery and leafs are thick and hardened.

Key words: Agave, cell culture, Cercospora agavicola, gamma rays, mutants, somatic embryogenic,

pathogenic.



INTRODUCCION

En la clasificacion de los centros primarios de origen de las especies cultivadas (Vavilov,
1992), México es considerado como uno de los que abarca una amplia diversidad de muchas
especies, entre los que destacan los agaves. No se tiene claro cuantas especies se han documentado
actualmente, pero algunos se menciona que se han reconocido entre 166 y 273. En esta
nomenclatura, el subgénero Agave lo integran 12 secciones con 82 especies, 21 subespecies y 23

variedades con un total de 197 taxas (Garcia, 2007).

Ademas, el mismo autor consigna que en la familia Agavaceae, el nimero cromosémico
haploide (n = 30) y diploide (2n = 60), por lo que se consideran organismos paleo poliploides, esto
implica que a partir de este nimero cromosoémico se pueden desarrollar poliploides secundarios, es

decir, especies con niumeros gaméticos que son multiplos del numero bésico actual (n = 30).

Dentro de la genética de los agaves, se presenta la caracteristica que se pueden propagar
asexualmente lo que representa una adaptacion importante para los productores de tequila, ya que se
pueden generar plantaciones uniformes, lo que ha sido importante para la produccién de azUcares,

ya que se tiende a hacer méas uniforme la produccién. Eguiarte, 2007.

Por su parte, el tequila ha adquirido una alta demanda tanto en el mercado nacional como en
los mercados internacionales, ademas que cuenta con la denominacién de origen que obtuvo el
gobierno Mexicano en 1977, la cual protege al pais como productor y procesador del cultivo
utilizado como materia prima para la obtencién industrial de ésta bebida, la cual se obtiene del
Agave tequilana Weber var. azul, siendo la Unica especie autorizada para la produccién del tequila
(Gonzélez, 2007)

El cultivo de A. tequilana asi como el tequila tienen alta importancia economica y social. El
tequila ha sido la bebida mas popular y tradicional del pais. Sin embargo en cuanto a investigacion

de las especies se le ha dado poca importancia en comparacion a otros cultivos (Gonzélez, 2007).

La investigacion que se ha llevado a cabo en el cultivo del agave se ha enfocado
principalmente en los aspectos de nutricion, manejo y establecimiento de las plantaciones con el

objeto de tener una produccion homogénea en un menor tiempo, ademas de los problemas



fitosanitarios que se han presentado con diversos insectos plaga, hongos y bacterias; sin embargo en
el aspecto de mejoramiento genético, se puede considerar que los trabajos han sido muy pocos o
nulos (CRT, 2005).

En este sentido destaca el hecho de que este cultivo requiere de seis a ocho afios para
alcanzar su madurez y pueda llevarse a cabo la industrializacion y por consiguiente la obtencion del
tequila, ademéas que en esta etapa de madurez es cuando la planta emite el vastago floral, el cual se
elimina para evitar la produccion de semilla, con la consecuente reduccion de la variabilidad

genética de la especie; por lo que la reproduccién se lleva a cabo mediante procesos vegetativos.

Si bien se han realizado investigaciones a nivel molecular con el objeto de determinar la
variabilidad genética que presenta el agave, se ha encontrado que esta es casi nula debido a la forma
de reproduccion asexual que se lleva a cabo, ya que los hijuelos que de forma natural emite la
planta, tienden a ser una copia del genotipo del cual proviene, y solamente la variabilidad se debe a
mutaciones espontaneas que se presentan en el tejido somatico en forma de quimeras (Gonzélez,
2007).

Arizaga (2008), menciona que la micropropagacion para el establecimiento de plantaciones
comerciales dentro de la zona de denominacion de origen, parte de la clonacion de un genotipo que
produce plantaciones homogéneas, aunque se ha reportado variabilidad dentro del género Agave a
pesar de la propagacion asexual (Torres-Moran 2005).

Tomando en cuenta la incidencia de insectos plaga y enfermedades que inciden en el cultivo,
la mejor alternativa con que se cuenta actualmente es el establecimiento de un manejo integrado
mediante el uso de agroquimicos, biol6gicos y practicas culturales, lo cual por una parte incrementa
los costos de produccion, asi como el riesgo que representa el uso indiscriminado de usar s6lo
agroguimicos, propiciando resistencia a los mismos, ademas de la contaminacidn que se genera de

una manera directa e indirecta (CRT, 2005).

Dentro de los programas de mejoramiento genético, la induccion de variabilidad se obtiene
mediante hibridacion en las especies de reproduccion sexual, o bien mediante la induccion de
mutaciones. Entre las alternativas para las especies de reproduccion asexual como el agave, se

encuentra la induccion de mutaciones mediante la exposicion de tejido somatico a radiacion



ionizante con el objeto de inducir cambios en el material genético, y obtener mutaciones positivas

como una posible fuente significativa para la induccion de variabilidad (Robles, 1986).

Por otra parte, la induccién de mutaciones es una alternativa viable para hacer frente a los
problemas fitosanitarios que actualmente se presentan en el cultivo del agave, ya que dentro de la
variabilidad que se induce, se obtienen cambios en el material genético, dentro de los cuales existe
la probabilidad de obtener plantas con resistencia a enfermedades fungosas como la causada por
Cercospora agavicola (mancha gris), o bacterianas como la pudricién blanda causada por

Pectobacterium carotovorum.

Al tomar en cuenta que las mutaciones que se generan en las especies perenes que se
propagan de una manera asexual corresponden a cambios en las células somaticas, y por
consiguiente no existe recombinacion genética; se visualiza por consecuencia una ventaja en el
mantenimiento y multiplicacién via cultivo de tejidos, por lo que en poco tiempo se puede disponer

de una gran cantidad de plantulas para incorporarlas a las producciones comerciales.

Por otra parte, debe tomarse en cuenta que con el material irradiado se podrian continuar
trabajos de investigacion orientados a los principales problemas fitosanitarios que se presentan en el
agave, e incluso obtener bibliotecas gendmicas (CDNA) que permitan identificar genes de interés

tales como, los que codifican para la produccién de inulinas 0 madurez.



HIPOTESIS

La induccién de mutaciones somaticas con Rayos Gamma Co® en plantulas de Agave
tequilana Weber var. azul, es una alternativa para generar cambios en el contenido genético de las

celulas e inducir resistencia al tizon foliar causado por Cercospora agavicola.



OBJETIVOS

General

Inducir mutaciones somaticas en plantulas de Agave tequilana Weber var. azul propagadas
in vitro a través de Rayos Gamma Co® y seleccionar genotipos resistentes al tizén foliar causado por

el hongo Cercospora agavicola.

Particulares

e Regenerar plantulas de agave azul tequilero a partir de yemas axilares in vitro.

e Inducir mutaciones somaticas en plantulas de agave a través de rayos Gamma Co®

e Multiplicar por cultivo de tejidos genotipos mutantes de agave azul tequilero

e Obtener plantulas de agave azul tequilero mediante embriogénesis somatica a partir de
vitroplantulas sometidas a Rayos Gamma Co®

e Seleccionar genotipos resistentes a C. agavicola a través de pruebas de patogenicidad in

vitro en plantulas de agave azul tequilero
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SUMMARY

Agave (Agave tequilana Weber var. azul), is
commonly called, “Blue Agave or Agave
Tequilero”. The agave plant is an important
economic product of Mexico due to its base
ingredient is Tequila, which is a popular distilled
spirit. Agave in vitro propagation is a new
technique to obtain rapid multiplication in a short
time. The plant response to hormones must be
evaluated for each species of Agave. The
objective for this research was to generate agave
plantlets from axillary buds by in vitro culture. Six
month aged plants were brought from the
production field. Buds were disinfected with 70%
alcohol and 3% sodium hypochlorite for 15
minutes and triple rinsed under aseptic conditions.
Explants were cultured in Murashige & Skoog
(MS) medium, supplemented with 24.6 uM of AIB
and 46.46 uM of Kinetin, sucrose 30 g L™ and
agar 8 g L. Medium was added at 25 mL per
flask and sterilized at 121°C for 15 minutes. One
explant per flask was cultured and incubated at
27°C and 16 hours light. The bud induction
appears in four weeks after it was cultured and
then they were subcultured in MS supplemented
with 0.5 uM of AIB and 46.46 uM of Kinetin.
The plantlets development was reached at four
weeks after the buds induction. Agave
micropropagation from auxiliary buds was
completed within 10 weeks. The time required to
get in vitro-plants were demonstrated using the in
vitro technique propagation. It is an efficient
process of mass multiplication to obtain healthy,
pathogen free and vigorous plants.

Key words: Axillary buds; blue agave;
micropropagation.

E-mail: botin77@gmail.com
* Corresponding author

RESUMEN

El agave (Agave tequilana Weber var. azul), se le conoce
cominmente como “Agave Azul o Agave Tequilero”. La
planta de agave es un producto econémicamente importante
de México debido a que es el ingrediente base del Tequila,
el cual es una bebida popular destilada. La micropropagacion
es una técnica importante para la multiplicacién masiva en
agave y la respuesta a los reguladores de crecimiento debe
considerarse en el desarrollo de cada protocolo. El objetivo
del trabajo fue obtener plantulas de agave a partir del cultivo
de meristemos in vitro. Se colectaron hijuelos de seis meses
en plantaciones de 3 afios de edad. Los meristemos se lavaron
y desinfestaron con alcohol al 70% y una soluciéon de
hipoclorito al 3% por 15 minutos y se dio triple enjuague en
condiciones de asepsia en la cdmara de flujo laminar. Los
explantes se sembraron en el medio Murashige y Skoog
(MS), suplementado con 24.6 uM de AIB y 46.46 uM de
Cinetina, 30 g/L de sacarosa y 8 g/L de agar para su
solidificacion. El medio se verti6 en frascos de 100 mL de
capacidad a razon de 25 mL y se esteriliz6 en autoclave
por 15 min a 121°C. Se sembré un explante por frasco y
se colocaron en la camara de crecimiento a 27°C con 16 horas
luz. La induccion de los brotes se presentd a partir de la
cuarta semana posterior a la siembra. Los brotes obtenidos se
multiplicaron transfiriéndose a medio MS suplementado con
0.1 mg L* de AIB y 46.46 uM de Cinetina. El desarrollo
de las plantulas se obtuvo a la cuarta semana después del
inicio de la induccion de los brotes. La micropropagacion de
plantulas de agave a partir de yemas axilares, se complet6 en
un lapso de 10 semanas a partir de la siembra de los
meristemos. Al considerar el tiempo requerido para la
obtencion de vitroplantulas de agave, se confirmé que la
técnica  de micropropagacion es un proceso eficiente para
la obtencion masiva de plantulas sanas, vigorosas Y libres de
patégenos.
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INTRODUCCION

El cultivo de agave azul tequilero (Agave tequilana
Weber var. Azul) tiene alta importancia econémica
y social dada la superficie plantada en la zona de
denominacion de origen del tequila (DOT) y las
familias que dependen de la generacion de empleos
tanto en campo como en el proceso de
industrializacion. En  los  programas de
mejoramiento genético, la biotecnologia vegetal
ofrece  herramientas  valiosas como la
micropropagacion in vitro, debido a que es un
proceso que permite incrementar de una manera
significativa y en poco tiempo la produccién de
vitroplantulas que mantienen las caracteristicas
fenotipicas de la especie y variedad de la que se
inicia la multiplicacion (Gonzélez et al., 2004).

Se reportan 197 especies incluidas dentro de los
dos subgéneros reconocidos (Littaea y Agaveae),
de las cuales 136 se encuentran en Meéxico,
presentando factores que limitan la multiplicacién
masivamente por métodos convencionales. Una
alternativa es la aplicacién de las técnicas de
propagacién y mejoramiento derivadas de la
biotecnologia vegetal, siendo la micropropagacién
la que aporta mayores ventajas, ya que es clonal y
mantiene las caracteristicas genotipicas del
progenitor, ademas; la multiplicacion sucede en
lapsos cortos y poco espacio en comparacion a la
multiplicacién tradicional, y se obtienen plantas
sanas y libres de patégenos. Adicionalmente, la
biotecnologia aporta otras técnicas de propagacién
que pueden resultar importantes para el
mejoramiento y conservacion de los agaves
(Dominguez et al., 2008a).

Durante los ultimos afios el cultivo de tejidos ha
emergido como una potente herramienta para la
propagacién de varias especies de agave, de
manera directa o indirecta mediante organogénesis
(Santacruz et al., 1999).

El agave requiere entre seis a ocho afios para que
alcance su madurez y pueda llevarse a cabo la
industrializacién y por consiguiente la obtencion
del tequila. Ademas en esta etapa de madurez es
cuando la planta emite el vastago floral, mismo que
se elimina para evitar la produccidon de semilla, con
la consecuente reduccion de la variabilidad
genética de la especie; por lo cual dicho cultivo se
lleva a cabo mediante propagacion vegetativa
(Gonzélez etal., 2004).

micropropagacion.

La investigacion que se ha llevado a cabo en el cultivo del
agave azul tequilero se ha enfocado principalmente en los
aspectos de nutricién, manejo y establecimiento de las
plantaciones, ademas de algunos problemas fitosanitarios
tales como insectos plaga, hongos y bacterias; sin embargo
en el aspecto de mejoramiento genético, se puede
considerar que no hay estudios suficientes al respecto
(CRT, 2005).

Cabe destacar que la biotecnologia vegetal ademas es una
herramienta valiosa que permite el mejor aprovechamiento
de estas plantas y aseguran al mismo tiempo su
conservacion (Dominguez et al., 2008a).

Dada la importancia que tiene la biotecnologia, el contar
con una metodologia que provea de individuos en tiempos
relativamente cortos, el objetivo del trabajo fue obtener
plantulas de agave azul tequilero a partir del cultivo de
yemas axilares in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron hijuelos de agave azul tequilero como material
bioldgico, cuyo tamafio oscil6 entre los 4 y 8 cm (tamafio
limén), vigorosos y sin dafio por fitopatégenos, procedentes
de plantas de dos a tres afios de edad. La colecta de los
hijuelos se llevé a cabo en predios comerciales de las
zonas productoras de agave en los municipios de Tequila,
Jalisco ubicado a 20°52°52” latitud norte, 103°49°48
longitud oeste y a 1,189 msnm y el Municipio de Arandas
en la zona de los Altos de Jalisco ubicado a 20°41°58”’
latitud norte, 102°21°57°’ longitud oeste a 2,049 msnm.

El experimento se llevo a cabo en el laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales del Departamento de Botanica y
Zoologia del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias CUCBA de la Universidad de Guadalajara.
Los hijuelos se lavaron con agua corriente, se quitaron las
hojas exteriores dejando solamente las que rodeaban a la
yema. Los meristemos se colocaron en una solucion de
alcohol etilico al 70% por un minuto y posteriormente en
una solucién de hipoclorito de sodio al 3% por 20 min. En
la camara de flujo laminar bajo condiciones asépticas se
realizé triple enjuague con agua bidestilada estéril. Los
explantes se colocaron en cajas de Petri estériles y se
retir0 el tejido dafiado por el tratamiento de desinfeccion.

Se utilizd el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) suplementado con 24.6 pM de Acido Indol Butirico
(AIB) y 46.46 uM Cinetina y 8 g L™ de agar para su
solidificacion. Previo a la esterilizacion se ajustd el pH a
57 + 0.03 para transferir el medio fundido en
dosificaciones de aproximadamente 25 mL en contenedores
de 100 mL y se esterilizd en autoclave por 15 min a una

presion de 20 Ib/pulg? y a temperatura de 121°C.

Se colocaron dos explantes por contenedor, se sellaron,
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rotularon y se ftransfirieron a la camara de
incubacién a una temperatura de 27°C + 1°C con
un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad.

Los explantes que desarrollaron brotes, se
transfirieron a medio MS suplementado con 0.246
MM de AIB y 46.46 uM de Cinetina para
continuar con la multiplicacién. En esta etapa se
subcultivaron los brotes cada cuatro semanas, los
cuales se dividieron de acuerdo a su desarrollo.
Previo a la siembra se tomé una muestra de 30
pifias y se midi6 la longitud de cada unay se
correlacioné con los brotes obtenidos en cada
explante. A la tercera semana posterior al
desarrollo de brotes axilares se tomd una muestra
de 30 plantulas, en las que se contabiliz6 el nimero
de brotes, el nimero de hojas por brote y la
longitud del brote. Se hizo un andlisis estadistico
de datos apareados mediante una prueba de “t”
para el nimero de brotes emitidos por explante y
el nimero de hojas por explante. Ademas, se hizo
una regresion lineal simple para determinar el
comportamiento entre estas dos variables.

RESULTADOS Y DISCUSION

La induccion de los brotes se presentd con una
coloracion verde en el 80% de los explantes,
mientras que el 20% restante tuvieron una
coloracion verde amarillenta y retrasaron el
desarrollo de las plantulas. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Salazar et al.
(2009), quien trabajando con Agave cocui,
reportaron que los explantes que presentaron una
coloracion verde a partir de la segunda semana
después de la siembra, desarrollaron brotes en un
80%, lo cual es consecuencia de las altas
concentraciones de citocininas. Estas hormonas se
han sefialado que incrementan el  contenido de
clorofila a través de la diferenciacion de
cloroplastos y por consiguiente la capacidad
fotosintética; mientras que aquellos que no
desarrollan  la coloracion verde, presentan una
coloracion café y se necrosan a partir de la segunda
semana, No se recuperan y mueren.

La aparicion de los brotes se present6 a partir de
la cuarta semana posterior a la siembra, mientras
que el desarrollo se llevé a cabo conforme los
explantes fueron cambiando de color, de amarillo
crema a verde claro, y luego a verde intenso, lo
cual fue un indicador de la inducciéon y del
desarrollo de los meristemos a través de la
diferenciacion. Este comportamiento
posiblemente pueda estar influenciado por
factores que determinan el desarrollo de los brotes

como pueden ser el explante (genética), el nimero de
yemas presentes en cada explante, asi como el vigor y la
respuesta al medio de cultivo y la concentracidn de auxina
(AIB) y citocinina (Cinetina), hasta alcanzar la
organogénesis completa. El tiempo de induccién
concuerda con lo reportado por Gonzélez et al. (2007),
quienes trabajaron con henequén (A. fourcroides) logrando
la induccién de brotes entre 4 a 5 semanas después de la
siembra, cuyas plantas expresaron una organogénesis
completa.

De acuerdo a los resultados que se presentan en la tabla
1, la induccion de los brotes y el desarrollo de las
plantulas, fueron indicadores de la respuesta de los
meristemos a la concentracion de auxina (AIB) y citocinina
(Cinetina) que se aplicaron para promover la
organogénesis de los meristemos de agave azul tequilero,
desde la induccién de los brotes, hasta que las plantulas
completaron la organogénesis. El promedio de brotes fue
de 3.67 £ 1.24 con una varianza confiable de acuerdo al
coeficiente de variacion (6.18%); mientras que el nimero
de hojas tuvo un comportamiento similar con 4.43 + 1.14
en el mismo lapso. Sin embargo el desarrollo foliar fue
superior al de los brotes en 18%. Por otra parte, estos
resultados muestran que la induccién de brotes adventicios
se relaciona directamente con los meristemos presentes en
cada explante, mientras que el desarrollo foliar es una
respuesta posterior a la brotacion, lo que explica que el
desarrollo foliar haya sido estadisticamente superior (P <
0.05). Ademas, las diferencias significativas que se
presentan en cuanto al nimero de brotes y de hojas con
respecto a la longitud de estos, se explican por el
comportamiento de las variables, ya que el nimero de
brotes y de foliolos que se desarrollaron, fue independiente
a la longitud que alcanzaron (Figura 1).

En trabajos similares mediante el cultivo de meristemos in
vitro, Aureoles-Rodriguez et al. (2008), trabajaron con
maguey bruto (A. inaequidens Koch), obtuvieron brotacion
directa sin formacion de callo al utilizar secciones de tallo
y yemas axilares, lo que resulté en una respuesta positiva
en ambos explantes, ademas encontraron diferencia
significativa en las variables altura de planta'y nimero de
hojas con concentraciones de 1 y 3 mg/L de BA.

Como se observa en la figura 1, para nmero de brotes por
explante, el valor mayor (30%) se obtuvo entre 3 y 3.5
brotes promedio por explante, mientras que en nimero de
hojas, el 50% estuvo en un rango de 4 a 4.5 hojas en
promedio por explante, lo que concuerda con los valores
estadisticos obtenidos, ya que el nimero de hojas fue 18%
superior al nimero de brotes obtenidos por explante. En el
desarrollo de los brotes, el 23% tuvo una longitud menor al
valor promedio 3.48 + 0.86, el 20% en el rango de la media
y el 47% con un crecimiento superior (Figura 1). Estos
resultados indican que el crecimiento depende del vigor y
de la respuesta particular de cada brote al medio de cultivo.
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Cuadro 1. Efecto del AIB y la Cinetina en la induccion y desarrollo de plantulas de agave regeneradas in vitro, y

valores estadisticos de “t” para datos agrupados.

NVarmaple ———————————viedia_Desviacion esandar__Coeficieme ge vartacion T " To0
Numero de brotes 3.67 1.24 6.18% 9.76* 2.05
NUmero de hojas/brote 4.43 1.14 4.67% 2.12%* 2.05

Longitud de brote (cm) 3.48 0.86 4.54% _13.11%* 2,05

*Diferencia significativa al 5% de probabilidad. ‘Ntimero de brotes vs. Ntimero de hojas,
*Numero de brotes vs. Longitud de brote, *Ntimero de hojas vs. Longitud de brote.

El célculo de la correlacién entre la longitud (cm)
de las pifias y el nimero de brotes inducidos en
cada explante, tuvo un valor de r = 0.33, mismo
que no fue significativo al 5% de probabilidad, lo
gue indica que el nimero de yemas presentes en
cada explante fue independiente al tamafio de la
piia del hijuelo seleccionado para la
micropropagacion.

independiente y se explica por la ecuacion: Y = 0.881 +
1.026 (numero de hojas/brote) (Figura 2). El coeficiente de
determinacion indicé que el 88% de los cambios en el
desarrollo de las hojas, se debieron a cambios que se
presentaron en el comportamiento de los brotes.

En el proceso de micropropagacion que se establecio, en el

cual se obtuvo la organogénesis a partir de la siembra de
yemas axilares in vitro, intervinieron el medio de cultivo
(Murashige y Skoog, 1962) y las concentraciones de
auxina y citocinina que se utilizaron (24.6 uM de Acido
Indol Butirico (AIB) y 46.46 uM Cinetina), ya que
propiciaron la induccion de brotes y el desarrollo de las

Por otra parte, existio una correlacion positiva y
altamente significativa al 1% de probabilidad (r
=0.94) entre el nimero de brotes inducidos y el
namero de hojas que se desarrollaron en estos.

El comportamiento de estas variables no fue pléntulas.
60
Longitud de brote
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Figura 1. Valores porcentuales de acuerdo a la frecuencia y el valor de clase para nimero y desarrollo de brotes en A.
tequilana Weber var. Azul
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Dominguez et al. (2008b), quien trabaj6 con cuatro
especies de agave, encontrando que la respuesta a los
reguladores de crecimiento difiere de una especie a otra,
por lo que es indispensable desarrollar el protocolo de
propagacién particular para cada una de ellas.

En la figura 3 se muestra el desarrollo de brotes
adventicios y la obtencién de plantulas in vitro. Los

10 -

Numero de hojas por explante

Rsqr=0.88

explantes que desarrollaron brotes adventicios
presentaron la organogénesis completa, el 90%
de los brotes regeneraron en plantulas completas.
Las plantulas se transfirieron al medio de cultivo
MS suplementado con 0.246 uM de AIB y 46.46
uM de Cinetina obteniendo la multiplicacion
continua (Schenk y Hilderbrandt, 1972), mismas
que conservaron las caracteristicas fenotipicas de
la variedad.

Brotes por explante =0.881+ (1.026 * Numero de hojas/brote)

1 T T T T

2.0 5 3.0 3.5 4.0

T T T 1

4.5 5.0 55 6.0

Numero de brotes por explante

Figura 2. Regresion lineal para nimero de brotes y hojas por brote en A. tequilana Weber var. Azul.

Figura 3. Propagacidn in vitro de A. tequilana Weber var. Azul. A) Obtencion y desarrollo de brotes adventicios a la

sexta semana posterior a la siembra y B) Desarrollo de plantulas.
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CONCLUSIONES

La induccidn directa de brotes adventicios de A.
tequilana Weber var. Azul se presentd en la cuarta
semana después de la siembra a partir de yemas
axilares. Las concentraciones de auxina (AIB) y
Citocinina (Cinetina) utilizadas fueron esenciales
para el establecimiento del protocolo en la
induccién de brotes adventicios y el desarrollo de
la morfogénesis, obteniendo plantulas completas
de A. tequilana que conservaron las caracteristicas
fenotipicas de la variedad. El protocolo
desarrollado puede  aplicarse para la
micropropagacion masiva in vitro como una
herramienta significativa para los programas de
mejoramiento genético en A. tequilana.
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RESUMEN

El cultivo del agave (Agave tequilana
Weber var. ‘Azul’) utilizado para producir el
tequila tiene importancia econémica, cultural y
social en México, por la generacion de
empleos en el campo y la industria, asi como
el ingreso de divisas resultado de Ia
exportacion de esta bebida. La diversidad
genética de esta especie es muy baja por lo que
una opcion de inducir variabilidad genética es
via mutagénesis. El objetivo de la
investigacion fue determinar la dosis letal
media (DLsp) mediante la irradiacion con
rayos gamma Co®® en callos y plantulas de

agave obtenidas in vitro, como medio para

generar variabilidad genética. Las plantulas se
obtuvieron a partir de yemas axilares
promovidas mediante la aplicacion de
reguladores de crecimiento en el medio
Murashige y Skoog (MS). Se irradiaron callos
seis semanas posteriores a la induccion vy
plantulas a las 12 semanas después de la
emergencia. En ambos casos las dosis de
radiacion fueron: O (testigo), 10, 20, 30, 40 y
50 Gy. Hubo diferencias significativas tanto en
el desarrollo de las plantulas como del callo;
ambas estructuras mostraron una disminucion
significativa en su crecimiento cuando la dosis
de radiacion fue igual o mayor a los 20 Gy en

callos y 30 Gy en plantulas. Los modelos de
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regresion lineal y cuadratico entre dosis y
variables mostraron ajustes superiores de R’=
0.62 para el primero y de R? = 0.74 para el
segundo. La DLsy se ubico entre 20 y 25 Gy
para numero de brotes y tamafio de plantula y
16 Gy para el area del callo de acuerdo a la
regresion cuadratica.

Palabras  clave: Agave  tequilana,
micropropagacion, mutaciones, rayos gamma.

SUMMARY

The agave crop (Agave tequilana Weber
var. ‘Azul’) is the source for tequila. It has
important social, cultural and economic
impacts, particularly on employment needed to
fulfill the activities around the crop and
industry. Low genetic diversity is present in
the cultivar; thus, induction of genetic
variability via mutagenesis can be an option.
In this research the mean lethal dose (LDsp) of
Co® gamma rays for inducing genetic
variability on agave in vitro callus and
plantlets was quantified. Plantlets were
obtained by incubating agave explants on a
Skoog (MS)

containing growth regulators which promoted

Murashige and medium
growth of axillary buds. Calli were irradiated
six weeks after induction and plantlets at 12
weeks of development. In both cases, doses
applied were: 0 (control), 10, 20, 30, 40 and 50
Gy. Statistically differences were obtained for

plantlets and calli growth; significant effects

appeared at radiation level above 20 Gy for
calli and 30 Gy for plantlets. Linear and
quadratic regression models between doses
and variables were appropriate; R? for the
linear model was 0.62, while the quadratic
model had R? = 0.74. LDs, was fixed between
20 and 25 Gy for plantlets and 16 Gy for
callus, based on the quadratic model.

Index words: Agave tequilana, gamma rays,

micro propagation, mutations.
INTRODUCCION

El tequila tiene alta demanda en el mercado
nacional e internacional; ademés cuenta con la
denominacién de origen que obtuvo el
gobierno mexicano en 1977 (Gonzélez et al.,
2007a), la cual protege al pais como productor
y procesador del cultivo de agave (Agave
tequilana Weber var. ‘Azul’). Segin la Norma
Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994, el
agave es la Unica especie autorizada para la
produccién del tequila (Gonzalez et al.,
2007b).

El cultivo de A. tequilana, asi como el
tequila, tienen importancia econémica, cultural
y social en México. El tequila ha sido la
bebida méas popular y tradicional del pais, pero
la investigacion en esta especie ha recibido
menor atencidn que otras especies como
gramineas y hortalizas (Gonzélez et al.,

2007b). Al respecto, es conveniente destacar
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que se requieren de seis a ocho afos para que
la planta alcance la madurez comercial y se
pueda efectuar la cosecha o “jima” de la pifia
(tallo) para la posterior industrializacion y
obtencion del tequila. En esta etapa la planta
emite el vastago floral (quiote), el cual se
elimina para evitar la disminucion de azlcares
en la pifia, lo que impide la produccion de
semilla. Esto ultimo reduce la variabilidad
genética y obliga a que la reproduccién se

Ileve a cabo mediante estructuras vegetativas.

La incidencia de insectos plaga vy
fitopatdgenos en agave se ha incrementado en
la dltima década, y el control se realiza
habitualmente con plaguicidas quimicos,
bioldgicos, o0 con culturales
(Gonzalez et al., 2007b). La induccion de

mutaciones es una alternativa para inducir

practicas

variabilidad genética, y asi incrementar la
probabilidad de obtener segregantes con
resistencia a enfermedades fungosas, como la
mancha gris causada por Cercospora
agavicola, o bacterianas como la pudricion

blanda (Pectobacterium carotovorum).

En los programas de mejoramiento genético
convencional de especies de reproduccion
sexual, la induccion de variabilidad genética
generalmente se obtiene mediante hibridacion
y en menor grado por induccion de

mutaciones. Entre las opciones para las

especies de reproduccion asexual como el
agave, la induccién de mutaciones mediante la
exposicion de tejido somatico a radiacion
ionizante puede provocar cambios en el
material genético de las células y asi obtener

quimeras mutantes (Robles, 1986).

Las mutaciones que se generan en las
especies que se propagan asexualmente
corresponden a cambios en las ceélulas
somaticas 'y, por consiguiente, sin la
recombinacion genética que ocurre en especies
de reproduccion sexual. Una opcion para
mantener y multiplicar a estos tipos de
mutantes en especies de multiplicacion asexual
es el cultivo de tejidos, que a su vez permite
que en poco tiempo se disponga de una gran
cantidad de plantulas sanas para incorporarlas

a las producciones comerciales.

En la induccién de mutantes, los individuos
mutantes presentan cambios negativos en una
frecuencia creciente conforme aumenta la
dosis de radiacién, por lo que es importante
conocer la dosis letal media (DLsp). En el caso
de semillas, la DLsy corresponde a la cantidad
de radiacion absorbida con la cual sobrevive
50 % de la poblacion que ha sido expuesta,
proporcion que se considera como el rango
donde se favorece la aparicion de mutaciones
atiles en los programas de mejoramiento
genético (Morela et al., 2002).
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En el caso de plantulas, la DLsy 0 dosis
reductiva media (GRsp) se determina cuando
un caracter manifiesta una disminucion de 50
% en su expresion con respecto al tratamiento
testigo, pues la radicacion absorbida provoca
cambios en el ADN vy origina mutaciones
somaticas, mismas que causan alteraciones en
la fisiologia de la plantula (Gonzalez et al.,
2007a).

El objetivo de esta investigacion fue
determinar la DLsy al irradiar callos
embriogénicos y plantulas de agave (ambos

obtenidos in vitro) con rayos gamma Co®.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo inici6 con la siembra de tejido
meristematico in vitro para obtener plantulas,
de las cuales se utilizaron secciones de hoja
como explantes para producir callos.

Obtencidén de plantulas in vitro

Material bioldgico. Se utilizaron hijuelos
de agave con pifias del tamafio de un limén (4
a 8 cm), vigorosos Yy sin sintomas de
enfermedades, procedentes de plantas de 3
afios de edad, colectados en el municipio de
Arandas ubicado en la zona de los Altos de
Jalisco (20° 41 58°° LN, 102° 21° 57’ LO, y
2049 msnm).

Tratamiento de desinfeccion. Los hijuelos
se lavaron con agua corriente, y luego se le
eliminaron las hojas exteriores para dejar
solamente las interiores que rodean al tejido
meristematico. Los hijuelos asi preparados se
desinfectaron en una solucion de alcohol
etilico a 70 % por 1 min, y posteriormente en
una solucion de hipoclorito de sodio a 3 % por
20 min, en la camara de flujo laminar bajo
condiciones de asepsia. Se enjuagaron tres
veces con agua bidestilada estéril, se colocaron
en cajas de Petri estériles, y previo a la
siembra in vitro se retir6 el tejido dafiado por

el tratamiento de desinfeccion.

Medio de cultivo. EI medio de cultivo
usado para obtener las plantulas in vitro fue el
MS (Murashige y Skoog, 1962) suplementado
con 24.6 uM de é&cido indolbutirico (AIB),
46.46 uM de cinetina, 30 g L-1 de sacarosa y 8
g L-1 de agar para su solidificacion. EI pH del
medio se ajust6 a 5.7 £ 0.03, y luego el medio
con el agar fundido se vertié a razon de 25 mL
por contenedor, después de lo cual se
esterilizaron en autoclave por 15 min a una
presion de 1.4 kg cm-2 y una temperatura de
121 °C.

Siembra de meristemos in vitro. En la
camara de flujo laminar VECO® (Maryland,
USA) bajo condiciones de asepsia, los

meristemos apicales se cortaron en secciones
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de 0.5 cm de diametro aproximadamente que
constituyeron los explantes, y se sembraron
dos  explantes por  contenedor; los

contenedores se sellaron, rotularon 'y
transfirieron a la camara de incubacion a una
temperatura de 27 °C £ 1 °C con un
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. A
las 8 semanas de desarrollo las plantulas se
transfirieron a recipientes (una plantula por
contenedor) para su multiplicacién en un
medio MS en el que la concentracion de AIB
se redujo a 0.5 uM y se mantuvieron las
concentraciones de citocinina, que en este caso
se cambi6 a Benciladenina BA (44.4 uM), mas
sacarosa (30 g L-1) y agar (8 g L-1), como
propusieron Soltero et al. (1999; Com.

personal)*.
Obtencion de callo embriogénico in vitro

Medio de cultivo y siembra. Se utilizaron
las sales minerales del medio bésico MS
adicionando con 13.57 uM de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 8.87 uM de
Benciladenina (BA), 9.27 uM de cinetina, 30 g
L-1 de sacarosa y 8 g L-1 de agar. Los callos
se indujeron a partir de secciones de hoja de
las plantulas obtenidas in vitro. Bajo
condiciones de asepsia en la camara de flujo
laminar se abrieron los contenedores con las
plantulas, se pusieron en cajas de Petri

previamente esterilizadas, se cortaron las hojas

y se devolvieron a los contenedores, que luego
se sellaron y transfirieron a la camara de
crecimiento. Las hojas se seccionaron en
cuadros de 0.5 cm2 (explantes) y se colocaron
seis explantes por contenedor. A la cuarta
semana se presento la induccion de los callos
embriogénicos, mismos que se dejaron crecer
antes de aplicarles los tratamientos de

irradiacion.
Irradiacion con rayos gamma Co60

En el Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares (ININ) se utilizd un irradiador
Modelo GO-220®
Canada) para aplicar seis dosis de irradiacion:
0 (testigo), 10, 20, 30, 40 y 50 Gy con rayos

gamma de Co®. La irradiacion se llevé a cabo

Gammacell (Ontario,

seis semanas despuées de la induccién de los
callos y 12 semanas después de la emergencia
de las plantulas.

Posterior al tratamiento de radiacion, las
plantulas se transfirieron a un medio MS
suplementado con 0.53

naftalenacético (ANA) y 444 M de

uM  de é&cido

Benciladenina (BA) para su multiplicacion.
Por otro lado, los callos embriogénicos se
transfirieron a un medio MS sin reguladores de
crecimiento adicionado con 500 mg L™ de

caseina hidrolizada y 250 mg L™ de glutamina.
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Anadlisis estadistico

Se aplicd6 un disefio experimental
completamente al azar con seis tratamientos y
cinco repeticiones. La unidad experimental
consistio de una plantula o un callo por
repeticion (cinco plantulas o cinco callos por
tratamiento de radiacion). Se hizo anélisis de
varianza (oo = 0.01) para altura (cm), numero
de nuevos brotes de plantulas y area del callo
(cm?). Se utiliz6 la prueba de Tukey para la
comparacion entre medias. Para conocer la
magnitud de la respuesta de cada variable a las
dosis de radiacion, se evaluaron dos modelos
de regresion, lineal y cuadratica. Ademés se
hizo un analisis de correlacion lineal (P <
0.01), entre las dosis de radiacion como
variable independiente (X), y las variables
dependientes (Y): induccion de brotes,
crecimiento de las plantulas y el area del callo,
para determinar la dosis letal media (DLsp) 0
dosis reductiva media (GRsp). Se evalud la
altura de plantula (de la base al apice de la
hoja mas grande), niUmero de brotes nuevos y
el area de callo (largo x ancho). Las
mediciones se hicieron a las seis semanas

después del tratamiento de irradiacion.
RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de nuevos brotes, altura de

plantula y tamafio de callo

Los analisis de varianza indicaron que las
dosis de radiacion causaron diferencias
significativas (P < 0.01) en la induccion de
nuevos brotes, en la altura de plantula y en el

area del callo.

Al analizar el efecto de la radiacion
absorbida (radio sensibilidad) en la induccion
de brotes y la altura de la plantula (Cuadro 1),
se encontrd que ambas variables no difirieron
significativamente (P < 0.05) entre las
plantulas irradiadas con 10 Gy y el testigo,
aunque hubo reduccion de 19 % en la
induccion de brotes y de 5 % en altura. Esto
indica que el desarrollo de nuevos brotes es
viable cuando las plantulas se someten a esta
dosis de radiacion, sin afectar el porte de las

plantulas.

Al aumentar la dosis de radiacién a 20 Gy
se detectaron efectos negativos importantes
pues el numero de brotes por plantula se
disminuy6 en 42 %, y en 43 % la altura de las
plantulas. En las plantulas irradiadas con 30
Gy el efecto de la irradiacion fue mas severo,
pues la induccion de brotes se redujo 65 % y la
altura 56 %. Con dosis de 40 y 50 Gy el
namero de brotes fue estadisticamente similar
a 30 Gy y lo mismo sucedié para la altura de
las plantulas, excepto que a 50 Gy esta
variable disminuyo en 71 %. Estos resultados

indican que la induccion de brotes y la altura
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de plantula practicamente se detuvieron a

partir de la dosis de 30 Gy.

Al irradiar con Co60 apices de henequén
(Agave fourcroides Lemark) cultivados in
vitro con dosis de 10 a 50 Gy, Gonzélez et al.
(2007a) encontraron que al incrementar las
dosis de radiacion a 10, 20 y 30 Gy, el niUmero
de brotes por explante se redujo entre 40 y 60
%, con diferencias significativas entre el
testigo y esas dosis. La DLsg se ubico en este
rango por lo que esos autores recomiendan
aplicar tales dosis en el mejoramiento in vitro
a través de mutaciones. En la dosis de 50 Gy la
mortalidad fue de 90 %. Segun estos autores,

en henequén la reduccion del nimero de brotes

evidencio la ruptura del balance hormonal que
permite una buena proliferacion, y ademés de
que las variable peso del callo, mortalidad de
los explantes y produccién de brotes nuevos,
resultaron excelentes indicadores de la radio
reductiva media

sensibilidad, cuya dosis

(GRsp) se ubica entre 20 y 30 Gy.

Otahola et al. (2001) irradiaron explantes de

crisantemo  (Dendrathema  grandiflorum
Ramat) con dosis de 5 a 20 Gy, y evaluaron su
crecimiento a los 7, 14, 21 y 28 d posteriores a
la irradiacion. Ellos encontraron que a los 7 d
no hubo diferencias significativas en el

crecimiento entre las dosis de 5 a 15

Cuadro 1. Efecto de la radicacion en brotes por plantula, tamafio de plantula y

tamanio de callo de A. tequilana.

Dosis de radiacién Brotes por plantula

Tamarfio de plantula ~ Tamafio de callo

(Gy) (cm) (cm?)
0 5.20a 5.82 a 2.65a
10 4.20 ab (19) ¥ 5.52 a (5) 1.06 b
20 2.60 bc (42) 3.30 b (43) 0.33¢
30 1.80 cd (65) 2.54 cd (56) 0.27 ¢
40 1.80 cd (65) 2.48 de (57) 0.38¢
50 1.60 cd (69) 1.68 e (71) 0.23¢
Media 2.93 3.56 0.82
DSHT 1.81 0.42 0.13

tValores entre paréntesis corresponden a porcentajes de reduccion con respecto al testigo. TTDSH =

diferencia significativa honesta. Valores con la misma letra dentro de columna no son estadisticamente

diferentes (Tukey, 0.05).
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Gy con respecto al testigo; en las fechas
posteriores el mayor crecimiento se obtuvo
con 5 Gy, mientras que con la dosis de 20 Gy
el crecimiento se redujo en todas las fechas
evaluadas. Estos resultados concuerdan con
los de A. tequilana en que con dosis mayores
a 20 Gy el crecimiento disminuye de 43 % a
71 %, mientras que con 10 Gy no difiere del

tratamiento sin irradiar.

Lemus et al. (2002) evaluaron el efecto de la
radiacion en la longitud de las plantulas de
dos genotipos de Vigna unguiculata (L.) Walp
a los 7 d después de la siembra, y encontraron
diferencias  significativas  entre  dosis
absorbidas y entre genotipos, asi como en la
interaccion. Los autores reportaron tres tipos
de respuesta: 1) Plantulas altas que
correspondieron a las no irradiadas e
irradiadas con dosis de 150 Gy; 2) Plantulas
de porte intermedio irradiadas con dosis de
300 a 700 Gy para uno de los genotipos; y 3)
Plantas pequefias con dosis de 300 Gy para el
otro genotipo. En las plantulas de agave del
presente estudio también se formaron tres
grupos, los de dosis menores a 20 Gy que no
mostraron diferencia con el testigo, un
segundo grupo en el que se ubica la dosis
reductiva media (GRsp) entre 20 y 30 Gy, y
un tercer grupo con dosis mayores a 30 Gy en
las que se detuvo el desarrollo de las

plantulas.

En cuanto al efecto de la radiacion en el area
del callo, desde la dosis méas baja el tamafio
disminuy6 a 1.06 cm2 a la dosis de 10 Gy (vs.
2.65 cm2 en el testigo) que representa una
reduccion de 60 %, y a dosis iguales o
superiores a 20 Gy la reduccion vario entre 88
y 91 %, sin diferencias significativas entre 20
y 50 Gy (Cuadro 1). Estas reducciones se
atribuyen a que el callo es un tejido
conformado por células embriogénicas con
alta capacidad de diferenciacion (mor-
fogénesis) y muy susceptibles a los cambios,
principalmente cuando se altera el ADN
(Freire, 2003).

Segun Valdez et al. (2004), el crecimiento del
callo en cafla de azucar (Saccharum
officinarum L.) es afectado por el incremento
de la dosis de radiacion, ya que el mayor
crecimiento de callos se presentd con una
dosis de 10 Gy aunque fue significativamente
menor que el de los callos no irradiados, v el
crecimiento se redujo mas a medida que
aumento la dosis de radiacion hasta los 30 Gy.
Al igual que en el agave del presente estudio,
la tendencia del crecimiento se redujo a
medida que aumentd la dosis de radiacion
hasta 30 Gy, y con la dosis de 50 Gy el
desarrollo fue muy pobre. Garcia et al. (2001)
también sefialaron que este comportamiento
se relaciona con el efecto fisioldgico y

citolégico que producen las irradiaciones en
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las células. En cafia de azlcar tambien se
encontraron diferencias entre cultivares (‘U-
Thong 1’ y ‘Q83’) en la resistencia a la
radiacion con rayos gamma, en cuanto a la
formacion de callo y regeneracion de plantas
(Ngampongsai et al., 1992). En el presente
estudio, el aumento en la radiacion tuvo un
efecto negativo en el comportamiento de las
células embriogénicas de los callos de A.

tequilana.

Se conoce que el contenido de humedad y de
oxigeno presente en los callos incrementa la
susceptibilidad de las células a las mutaciones
ocasionadas por la radiacion acumulada en
cada dosis (IAEA, 1977), lo que aunado a que
genéticamente las células embriogénicas
tienen una estructura bipolar, se esperarian
cambios en el ADN al perder la capacidad de
diferenciacion que las caracteriza (Freire,
2003). Esto explicaria los altos indices de
decaimiento que aqui se registraron en A.
tequilana, aun en las dosis de 10 y 20 Gy.
Resultados similares reportd Rodriguez’,
quien trabajo con callos embriogénicos de A.
tequilana y encontro que a dosis mayores a 45
Gy se detuvo el crecimiento, y no encontrd
respuesta de los callos en la induccion de

embriones.

Dosis letal media

La DLsp se determind mediante analisis de
regresion entre las dosis establecidas (de 0 a
50 Gy) y la induccion de brotes, altura de
plantula y desarrollo de callo, y los mejores
ajustes (R?) se obtuvieron con los modelos

lineal y cuadratico (Cuadro 2).

Se obtuvo una correlacién negativa vy
altamente significativa entre las dosis de Co®
y las variables evaluadas, lo que indica que la
radiacion absorbida produjo mutaciones en el
ADN de las células y alter6 su desarrollo

normal conforme la dosis se incrementoé.

La DLsg 0 GRsy se determind a través de
regresion lineal y regresion cuadratica. En
brotes por planta se encontré diferencia de 5.9
Gy, 2.6 Gy para altura de plantula y 7.9 Gy
para el area del callo; lo que indica que ambos
modelos resultaron eficientes para determinar
la DLso. Sin embargo, el modelo cuadréatico
fue el que mejor se ajustd (mayor R?) para
simular el efecto de la radiacion conforme

ésta se incremento.

La mayor diferencia se obtuvo en el area del
callo debido a que es wuna estructura
conformada por células competentes que
generan estructuras bipolares (embriones),
atribuible a que la radiacion probablemente
indujo cambios en este patron al modificar la

totipotencia celular (Freire, 2003). En altura

24



de plantula los modelos  reportaron
practicamente el mismo valor, pero en

numero de brotes la diferencia fue de 25 %.

De acuerdo con los resultados, las dosis de
radiacion que deben aplicarse a explantes de
agave propagados in vitro para inducir
variabilidad, se ubican entre 20 y 25 Gy para
plantulas y de 15 a 25 Gy para callos, debido
a que en estas dosis se incrementa la
probabilidad de inducir mutaciones favorables
para fines de seleccion y mejoramiento
genético (Morela et al., 2002). Estos
resultados coinciden con los reportados por
Gonzélez et al. (2007a), quienes aplicaron
dosis de 10 a 50 Gy a brotes apicales de
henequén micropropagados, y reportaron una
dosis letal media de 30 Gy para la produccion
de nuevos brotes axilares y de 20 Gy para la

disminucion en el peso fresco de callo. En

callos de papa (Solanum tuberosum L.),
Novisel et al. (2007) reportaron que la dosis
de 10 Gy corresponde a la DLsy para la
induccidn de variabilidad genética como parte
del programa de mejoramiento genético.
CONCLUSIONES

Las dosis de radiacion absorbidas tuvieron
efecto directo en el desarrollo de las plantulas
y en el desarrollo de callo, pues ambas
variables presentaron altos indices de
reduccién con dosis superiores a 30 Gy. La
DLso se ubico entre 20 y 25 Gy para la
induccion de brotes adventicios y altura de
plantula, y de 15 a 25 Gy para callo. Por
tanto, las dosis de radiacion para inducir
variabilidad en plantulas de agave propagadas
in vitro deben ubicarse de 15 a 25 Gy para
favorecer la aparicibn de mutaciones

favorables.

Figura 1. Efecto de los rayos gamma sobre vitroplantulas de A. tequilana
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Cuadro 2. Correlaciones, regresiones lineal y cuadratica para numero de brotes,

altura de plantula y tamafio de callo, vs. dosis de radiacion con Co®

Brotes por plantula

Altura de plantula (cm)

Correlacion lineal “r” - 0.78** - 0.94**

Valor critico P =0.001 P =0.001

Ecuacion de regresion Y =4.80 - 0.072X; Y =5.741 - 0.087X;

lineal R*=0.62% R*=0.88

Ecuacion de regresion Y =5.34 -0.15X+0.0015X2; Y =6.10 -0.14X+0.0011X2;
cuadrética R*=0.75 R*=0.92

DL50 (Gy) lineal 25.9 Gy 24.9 Gy

DL50 (Gy) cuadratica 20.0 Gy 22.3 Gy

Area de callo (cm?)

Correlacion lineal “r” -0.79**

P =0.001

Y =1.832 - 0.041X; R*=0.62

Y =2.46 -0.13X+0.0019X2; R* = 0.84

Valor critico

Ecuacion de regresion lineal
Ecuacion de regresion cuadréatica
DL50 (Gy) lineal 24.8 Gy
DL50 (Gy) cuadratica 16.9 Gy

** Diferencias altamente significativas a P <0.05

Recibido: 3 de Julio del 2012
Aceptado: 13 de Junio del 2013
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RESUMEN

El agave (Agave tequilana Weber var. azul), se le conoce cominmente como “Agave Azul o
Agave Tequilero”. La planta de agave es un producto econdémicamente importante de México
debido a que es el ingrediente base del tequila, el cual es una bebida popular destilada. El objetivo
de la investigacion fue obtener embriones somaticos a partir de plantulas irradiadas con rayos
gamma Co®. Las plantulas se obtuvieron a partir de yemas axilares promovidas mediante la
aplicacion de reguladores de crecimiento en el medio Murashige y Skoog (MS) vy la induccion de
callos con la adicion de 2,4-D, BA y Citocinina. Las pléntulas se radiaron a las 12 semanas
posteriores a la emergencia con rayos gamma Co®. Las dosis fueron 0 (testigo), 10, 20 y 30 Gy.
Hubo diferencia significativa en la induccién de callo embriogénico, desarrollo y obtencion de
embriones somaticos, los que disminuyeron conforme se incrementaros las dosis de radiacion. Estos
resultados indican que la disminucion en las variables evaluadas se debio a las mutaciones que
gener0 la radiacion aplicada en las dosis de 10 y 20 Gy, porque en dosis mayores la induccion de
callo embriogénico se inhibid. La regresion confirmé el comportamiento negativo del incremento de

la radiacién, y una relacion positiva entre el diametro y el peso de callo (r = 0.93). Se implemento el
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protocolo para la obtencion de embriones somaticos a partir de plantulas de agave irradiadas con 10
y 20 Gy.

Palabras clave: Agave, cultivo de tejidos, embriogénesis somatica mutagénesis.

SUMMARY

Agave (Agave tequilana Weber var. azul), is commonly called, “Blue Agave or Agave
Tequilero”. The agave plant is an important economic product of Mexico due to its base ingredient
is Tequila, which is a popular distilled spirit. Agave in vitro propagation is a new technique to
obtain rapid multiplication in a short time. Plantlets were obtained by incubating agave explants on a
Murashige and Skoog (MS) medium containing growth regulators which promoted growth of
axillary buds, and callus induction adding 2,4-D, BA and Kinetin. Plantlets were irradiated 12 weeks
after emergence and irradiated with gamma rays Co® to 0 (control), 10, 20 and 30 Gy. Statistic
difference was present when doses were increased, reducing embryogenic callus induction, callus
development and somatic embrioides. The results indicate that the decrease in the evaluated
variables due to mutation with 10 and 20 Gy, why dose was increase, induction embryogenic callus
was inhibited. Negative. Regression confirmed negative behavior when dose radiation was
increased, and positive relationship was present between callus weight and size callus  reduction (r
= 0.93). The protocol to obtained somatic embrioides was implemented from plantlets irradiated
with 10 and 20 Gy.

Key words: Agave, cell culture, mutants, somatic embryogenic
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INTRODUCCION

Aun cuando el agave tequilero ha sido cultivado durante més de dos siglos en el estado de
Jalisco, contintan las metodologias de cultivo poco tecnificadas para mejorar la produccion. No se
utiliza el mejoramiento genético mediante la via sexual para encontrar variacion en la progenie. Por
otra parte, la propagacion asexual durante muchos afios ha ocasionado un incremento en la
clonacion de los pocos genotipos seleccionados disminuyendo la variacion dentro de las
plantaciones, lo que ha ocasionado la incidencia y proliferacion de enfermedades. (Rodriguez, G.,
1995).

El mismo autor consigna que el mejoramiento genético convencional en Agave tequilana se
dificulta por ser semépala, el ciclo de vida (6 a 12 afios), tiempo corto de floracién y la dificultad
para manipular la floracién. Por lo que debe este debe adaptarse a las formas de reproduccion de la
especie y hacer uso de las nuevas tecnologias como el cultivo in vitro y la embriogénesis somatica y
explotar al maximo la variabilidad genética que lleve a seleccionar individuos con mejores

caracteristicas agronomicas e industriales.

Si bien es cierto que se han realizado investigaciones a nivel molecular con el objeto de
determinar la variabilidad genética que presenta el agave, se ha encontrado que esta es poca variable
debido a la forma de reproduccién asexual que se lleva a cabo, ya que los hijuelos que de forma
natural emite la planta, tienden a ser una fenocopia del genotipo del cual proviene, y solamente la
variabilidad se debe a mutaciones espontaneas que se presentan en el tejido somatico en forma de

quimeras (Gonzalez, 2007).

Arizaga, 2008, menciona que la micropropagacion para el establecimiento de plantaciones
comerciales dentro de la zona de denominacion de origen, parten de un solo codigo genético que
produce plantaciones homogéneas a partir de una sola célula somaética, aunque se ha reportado

variabilidad dentro del género Agave a pesar de la propagacion asexual (Torres-Moran 2005).

La embriogénesis somatica es una técnica de cultivo in vitro, de interés por sus aplicaciones
potenciales en propagacion clonal, transformacion genética y estudios de desarrollo de embriones.
Esta biotecnologia ha sido ampliamente usada en plantas de interés econdmico y se presenta
también como una alternativa para la obtencion de material vegetal de algunos forestales. La

embriogénesis somatica es un sistema que permite obtener clones con una arquitectura dimorfica
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normal y un sistema radical de gran anclaje, ademas de los otros potenciales que esta técnica
presenta para el mejoramiento genético, intercambio y conservacion de material (Medina et al.,
2007).

Rodriguez-Garay et al. (1996) y Martinez-Palacios et al. (2003) reportaron embriogénesis
somatica en A. victoria-reginae Moore, a partir de explantes de hoja y segmentos de tallo. Por su
parte, Santacruz-Ruvalcaba et al. (1999) lograron la propagacion in vitro de A. parrasana Berger a

través de brotes axilares.

La importancia de la presente investigacion, se basa en el establecimiento de un protocolo
mediante el cual se lleve a cabo el proceso de embriogénesis somatica indirecta en vitroplantulas de
agave azul tequilana sometido a bajas dosis de radiacion ionizante que permitan obtener plantulas
con caracteristicas particulares, debido a que las mutaciones que se inducen en una célula, daran
origen a un genotipo diferenciado en caracteres especificos conservando las caracteristicas

fenotipicas de la variedad.

El objetivo de la investigacion fue establecer un protocolo de embriogénesis somatica para
obtener plantulas de Agave tequilana Weber var. azul a partir de vitroplantulas irradiadas con Rayos

gamma Co®.

MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico

Se utilizaron como explantes secciones de hoja procedentes de vitroplantulas obtenidas a

partir de yemas axilares.

Preparacion del medio de cultivo

Se selecciond el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado con vitaminas,
nitrégeno reducido adicionando con 13.57 uM de Acido 2,4- Diclorofenoxiacético (2,4-D), 8.87 uM
de Benciladenina (BA), 9.27 uM de Cinetina, 30 g L™ de sacarosa como fuente de carbohidratos y 8

g L™ de agar para su solidificacion. (Soltero et al., 1999).
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Previo a la esterilizacién y a la adicion del agar, se ajusté el pH a 5.7 + 0.03 para
posteriormente transferir el medio fundido en dosificaciones de aproximadamente 25 mL en
contenedores de 100 mL. El medio se esterilizé en autoclave por 15 min a una presion de 1.4 kg/cm?

(20 Ib/pulg?) a una temperatura de 121 °C.

Siembra de los explantes

Se omitié el tratamiento de desinfestacion de las plantulas, ya que estas se encontraban en
condiciones asépticas en contenedores sellados con medio de cultivo MS. Los frascos con las
vitroplantulas se llevaron a la camara de flujo laminar para la obtencién de los explantes. Se
extrajeron las plantulas de los contenedores y se colocaron en cajas de Petri previamente
esterilizadas en autoclave bajo las mismas condiciones del medio de cultivo. La siembra se realizo

en camara de flujo laminar (VECO, U.S.A.) bajo condiciones de asepsia.

Se seleccionaron las hojas mas jovenes y se colocaron en cajas de Petri previamente
identificadas de acuerdo al tratamiento correspondiente a las dosis de radiacién. Las plantulas se
colocaron nuevamente en medio MS adicionado con 0.53 pM de Acido Naftalenacético (ANA) y

44.4 uM de Benciladenina (BA) para continuar con su desarrollo y multiplicacion.

Las hojas se seccionaron en cuadros de 5 mm de diametro aproximadamente. Se sembraron
tres frascos por tratamiento colocando seis explantes por contenedor, se sellaron, rotularon y se
transfirieron a la camara de incubacion a una temperatura de 27 °C £ 1 °C con un fotoperiodo de 16

h luz y 8 h de oscuridad.

Transferencia para maduracion

Los callos una vez que alcanzaron la etapa globular (28 dias) se transfirieron a medio MS sin
reguladores de crecimiento, adicionado con 50 mg/L™" de casefna hidrolizada y 250 mg/L™ de

glutamina para la maduracion de los embriones somaticos.

Tratamientos de radiacion

Las vitroplantulas se irradiaron con rayos gamma Co® con: 0 (testigo), 10, 20 y 30 Gy considerando
que la dosis letal media (DLsp) se ubica entre 20 y 25 Gy (Capitulo 2) que es donde se incrementa la

probabilidad de inducir mutaciones positivas (Morela, 2002).
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Variables evaluadas y analisis estadisticos

Induccion de callo embriogénico

Se disefid un experimento simple con una distribucién completamente al azar con cuatro
tratamientos (0, 10, 20 y 30 Gy) y tres repeticiones. La unidad experimental consistié de tres frascos
(uno por repeticion) por cada tratamiento de radiacion, y se colocaron seis explantes en cada uno. La

toma de datos se realiz6 a los 14, 21 y 28 dias posteriores a la siembra de los explantes.

Se registraron los explantes en los que se indujo callo embriogénico en la primera fecha. Para
la segunda fecha se registraron la aparicién de callo embriogénico en nuevos explantes y de igual
manera para la tercera fecha. El analisis se realizd con el total de explantes que indujeron callo a los
28 dias, se procesaron por analisis de varianza (oo = 0.01) y se hicieron comparaciones ortogonales

para determinar la diferencia entre tratamientos.

Desarrollo de callo

El experimento se montd en un disefio completamente al azar con seis repeticiones. La toma
de datos se llevo a cabo en dos explantes por contenedor, en los que se muestrearon dos callos. Se
dio seguimiento a partir de la induccion a los 14 dias posteriores a la siembra y se hicieron dos
mediciones adicionales a los 21 y 28 dias, debido a que se transfirieron a medio MS sin reguladores
del crecimiento para su maduracion. La unidad experimental estuvo conformada por un callo por

repeticion, al que se le dio seguimiento en las tres mediciones que se llevaron a cabo.

La longitud de los callos se midi6 con un vernier al considerar la parte mas ancha siguiendo
la longitud del explante sobre el contenedor. En la segunda y tercera medicion, se le resté el tamafio
de la medicion anterior. El seguimiento estadistico fue igual que en la induccion mediante analisis
de varianza y comparaciones ortogonales para la diferencia entre tratamientos. Ademéas se
obtuvieron los componentes de regresion, asi como la correlacion entre las dosis y el tamafio de
callo. Con el objeto de determinar efectos de anélisis tanto estadistico como del desarrollo de los
callos, se tomd una muestra de 15 callos que se oxidaron y no se presentd la induccién de embriones
somaticos. Se pesaron (mg), se estimo la longitud (cm) y se hizo un analisis de correlacion entre el
peso de los callos y la longitud, con el objeto de determinar si estadisticamente las medidas son

equivalentes.
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Desarrollo de embriones somaticos

En los explantes que indujeron y desarrollaron callo embriogénico, se contabilizaron los
embriones que se obtuvieron, manteniendo el disefio experimental con los tres tratamientos y seis
repeticiones. Se realiz0 el analisis de varianza y los tratamientos se compararon mediante
componentes ortogonales, ademas de obtener el analisis de correlacion y regresion lineal simple
para determinar el efecto que tuvieron las dosis de radiacion y la relacion que presentaron con los

embriones obtenidos, asi como el desarrollo que estos tuvieron.

RESULTADOS Y DISCUSION
Induccidn de callo embriogénico

La inducciodn de callo embriogénico se present6 en la segunda semana posterior a la siembra
en 11 de los 18 explantes, que corresponde al 61% en el testigo, mientras que en los tratamientos
irradiados con 10 y 20 Gy, la induccion se presentd en el 27 y 22% de los explantes,
respectivamente. EI comportamiento es un indicador del efecto que tuvo la radiacion absorbida
sobre el tejido somatico de las plantulas, que se detalla mas delante de acuerdo a los analisis
estadisticos que se realizaron. En la dosis de 30 Gy, los explantes no mostraron indicios de
induccién, al presentar una inhibicion que en la fecha evaluada (14 dias) se consideré como un

retraso en la induccién de los tratamientos irradiados como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Numero de explantes y valores porcentuales en la induccion de

callo embriogénico a los 14, 21 y 28 dias posteriores a la siembra.

14 dias 21 dias 28 dias Total
Dosis No. No. No
(Gy)  Explantes Explantes Explantes Toral %
0 11 61.1% 3 16.6% 2 111% 16a 88.9
10 5 27.7% 3 16.6% 3 16.7% 11b 61.1
20 4 22.2% 2 11.1% 2 111% 8b 444
30 0 0.0% 0 0.0% 0 00% O0c 0.0
Totales 20 37.0% 8 14.8% 7 129% 35 64.8

Valores con la misma letra dentro de columna no son estadisticamente diferentes
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En la tercera semana (21 dias) tres explantes méas presentaron la induccion de callo
embriogénico para el testigo y la dosis de 10 Gy, y solamente dos explantes en la dosis de 20 Gy, lo
que significa que mas del 50 % de los explantes que presentaron callo fue en las dos primeras

semanas posterior a la siembra de los explantes (Cuadro 1).

En la cuarta semana (28 dias) la induccion de callo se presentd en 16 explantes en el testigo
que corresponden al 89% de los explantes sembrados; el 61% en 10 Gy el 44% en la dosis de 20 Gy,
mientras que en la dosis de 30 Gy, los explantes se necrosaron sin que hayan presentado induccion

de callo.

La induccion y la emergencia del callo embriogénico, coincide con lo reportado por
Gonzélez et al. (2005), quienes indujeron callo embriogénico en limbos foliares de Boniato
(Ipomoea batatas L. Lam.) a partir de células del parénquima perivascular del cual surgieron las
estructuras embriogénicas, con el rompimiento de la epidermis, lo que permitié la emergencia de las
células bipolares. Ademas esto explica la disminucion del porcentaje de induccion en los explantes,

lo cual es atribuible a radiacion absorbida por el tejido.

Los resultados estadisticos mostraron diferencia significativa (P < 0.01) entre tratamientos,
presentando una disminucion en la induccion de callo embriogénico en los explantes que fueron
irradiados con 10 y 20 Gy, lo que indica que se presentaron cambios en la estructura genética de las
células ocasionada por la radiacion absorbida, disminuyendo la capacidad de induccion de células
competentes hasta inhibirla como sucedié en la dosis de 30 Gy. Resultados similares fueron
reportados por Kleiffer et al. (1985), al irradiar con rayos X embriones somaticos de Euphorbia
pulcherrina con dosis de 10 a 60 Gy, donde la tasa de supervivencia disminuyé conforme la dosis se

incrementd, reduciendo a 50% a los 30 Gy (DLso) y a 11% a los 60 Gy.

Ademas, es importante considerar que a pesar que la induccién se vio disminuida por la
radiacion absorbida por el tejido, se pueden obtener embriones somaticos a partir de germoplasma
irradiado con dosis iguales 0 menores a 20 Gy, ademas que el efecto que tuvo, coincide con la dosis
reductiva media (GRsp), incrementando la probabilidad de obtener mutaciones benéficas (Morera,
2005).

Al analizar los resultados de la induccion, se encontré que la mayor induccion se presentd en
el testigo a los 14 dias posteriores a la siembra con 11 de los 18 explantes, mientras que en los

tratamientos irradiados la induccidon se reprimio drasticamente, presentando solo en cinco explantes
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en la dosis de 10 Gy y cuatro en 20 Gy, lo que corrobora la diferencia estadistica de acuerdo a las
comparaciones ortogonales entre el testigo y las dosis de radiacién, ademés que entre los

tratamientos irradiados no hubo diferencia estadistica, ya que solamente difirieron en un explante.

Ademas que el medio de cultivo y las condiciones de incubacion fueron las mismas para
todos los tratamientos, la mayor induccion se presentd en el testigo, por lo que las diferencias en
relacion a las dosis de radiacion, estdn directamente relacionadas con las mutaciones que se
presentaron en el contenido genético, alterando el programa de expresion de genes embriogénicos de
las células somaticas, ya sean estas preembriogénicas o no embriogénicas, dado que el callo
embriogénico estd conformado por células bipolares en que cada una desarrolla un embrién
somatico(Street, 1977).

Al analizar el comportamiento de las dosis de radiacion (X) y los explantes que indujeron
callo (Y), se obtuvieron los componentes de regresion, presentando diferencia altamente
significativa en el comportamiento lineal, y significativa en el componente cuadratico como se
presenta en la Figura 1. La correlacion es un indicador del grado de asociacion entre la dosis de
radiacion absorbida y la induccion de callo, lo que se confirma con el comportamiento lineal,
mientras que el cuadratico confirma que las mutaciones son eventos aleatorios y que los cambios
que se producen en el material genético estan directamente relacionados con la radiacién absorbida

por cada célula y difiere de una a otra.

Reglantes Lineal:Y =-0.12X +4.26
R?=0.55
5 4
Cuadrdtica: Y = 0.005X? - 0.23X +4.44
4 S R?=0.59
3
2 —
1 <
0 - T 1
0 5 15 20

10
Dosis de Radiacion Gy

Figura 1. Correlacion y regresion lineal entre las dosis de radiacion (Gy) y el niumero de

explantes que presentaron induccion de callo embriogénico.
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Desarrollo de callo embriogénico

El Cuadro 2 presenta el comportamiento que tuvo el desarrollo de callo en cada una de las
fechas evaluadas, obteniendo el crecimiento de los callos en cada fecha, ya que a diferencia de la
inducciodn, donde la mayoria se presento a los 14 dias posteriores a la siembra, el crecimiento de los

callos continué durante el periodo de incubacion.

En el Cuadro 2 se presentan los resultados estadisticos sobre el comportamiento que tuvieron
los tratamientos en el desarrollo de callo a los 28 dias posteriores a la siembra de los explantes. El
analisis de varianza mostro diferencia significativa al 1% entre tratamientos, asi como entre el
testigo y las dosis de radiacién. Ademas también hubo diferencia estadistica entre las dosis de 10 y
20 Gy.

Los resultados indican que la radiacion absorbida indujo cambios en el tamafio de callo,
limitando el desarrollo conforme se incremento6 la dosis de 10 a 20 Gy. Ademas, con base en el
tamafio que alcanzo el testigo a los 28 dias (1.28 cm), se tom6 como el 100% de desarrollo, por lo
que el crecimiento en la dosis de 10 Gy fue de 51% con respecto al testigo, mientras que en la dosis

de 20 Gy, el desarrollo promedio de callo alcanzé el 36% lo que explica la diferencia estadistica.

Por otra parte, al comparar el crecimiento de callo en cada fecha (Cuadro 2), a los 14 dias el
crecimiento del testigo presento6 el 35% del desarrollo de callo, en comparacién al 16.9 y 10.4% de
los tratamientos con 10 y 20 Gy respectivamente. La diferencia en tamafio es una respuesta de los
explantes a las mutaciones que se produjeron por la radiacion absorbida, la cual no solo afect6 la
induccién de los callos, sino también tuvo efectos negativos en el desarrollo, ya que el didmetro
promedio de callo en el testigo (0.45 cm) fue 51% superior a la dosis de 10 Gy (0.22 cm); y 71% a
la dosis de 20 Gy (0.13 cm).

El tamafio promedio que alcanzo el testigo a los 28 dias fue de 1.28 cm, que se tom6 como el
100% para calcular el desarrollo de callo en los tratamientos irradiados, obteniendo que la dosis de
10 Gy fue 50% inferior en el tamario de callo y la dosis de 20 Gy tuvo un crecimiento del 36% con

respecto al testigo, lo que explica la diferencia significativa
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Cuadro 2. Desarrollo promedio de callo embriogénico en cuatro dosis de radiacion.

14 dias 21 dias 28 dias
Dosis  Diametro Diametro Diametro
% % %

(Gy) (cm) (cm) (cm)

0 0.45 35.1 0.73 57.1 1.28 a* 100.0

10 0.22 16.9 0.38 13.0 0.65b 50.6

20 0.13 10.4 0.27 10.4 0.47c 36.4

30 0.00 0.0 0.00 0.0 0.00d 0.0

*Valores con la misma letra dentro de columna no son estadisticamente diferentes

(P > 0.05)

Al analizar el efecto que tuvo la radiacion sobre el desarrollo de los callos, se obtuvo una
disminucion en el tamafio conforme la dosis se incrementd, lo que afect6 la induccién de células
competentes que no presentan conexion con el tejido vascular, por consiguiente el callo esta
conformado por células preembriogénicas que tuvieron la capacidad de inducir estructuras bipolares.
Como se ha discutido, la radiacion absorbida por el tejido somatico, generé6 mutaciones que
alteraron el contenido genético y que limitaron la induccion, la expresion y el desarrollo de las

células competentes.

Se obtuvo una correlacion negativa y significativa, lo que indica que el desarrollo del callo se
ve afectado por la dosis de radiacién, reduciendo su crecimiento conforme la dosis se incrementa
como se presenta en la Figura 2. Ademas el coeficiente de determinacién indica que el 86% de la
inhibicion en el desarrollo de los callos, se debi6 a las mutaciones que se originaron por la radiacién
absorbida, alterando el desarrollo de las células bipolares que se diferenciaron para la formacion del

callo embriogénico.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en la induccidon de callo, se encontré una alta
similitud en el comportamiento, debido a que la inhibicidn se presenta tanto en la induccion como en
el desarrollo de los callos. Ademas al tomar en cuenta que en las dos variables la correlacion es
negativa y significativa, confirma por una parte que las mutaciones que se originaron en el tejido
somatico, propiciaron cambios que alteraron el ADN de las células competentes inhibiendo la
induccion de callo embriogénico en unas células, mientras que en las que se presentd la induccién,

se redujo el desarrollo, ya que en las dos variables se presentd la misma tendencia en los
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tratamientos irradiados con respecto al testigo. Por otra parte, las dosis de radiacion aplicadas
aungue redujeron significativamente el desarrollo de los callo, este presentd el mismo
comportamiento en relacion al testigo, ya que los porcentajes de incremento de una fecha a otra,

presentaron la misma tendencia en los tres tratamientos evaluados.
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Figura 2. Correlacion y regresion lineal entre las dosis de radiacion (Gy) y desarrollo

de callo embriogénico.

Desarrollo de embriones somaticos

En el Cuadro 3 se presentan los resultados estadisticos referentes al desarrollo de embriones
somaticos obtenidos, asi como su longitud. EI nidmero de embriones presentdé una diferencia
significativa (p < 1%). Las diferencias entre tratamientos se determinaron mediante pruebas
ortogonales siendo estadisticamente superior el nimero de embriones obtenidos en el testigo con
respecto a las dosis de radiacion, asi como la diferencia entre las dosis de 10 y 20 Gy. Como se
observa en el Cuadro 3, de los embriones obtenidos, el 48% correspondieron al testigo, seguido de la
dosis de 10 Gy con el 31.5% y el 20.4% en la dosis de 20 Gy.

Al tomar en cuenta que no todas las células tienen la capacidad de expresar la totipotencia
para la obtencion de embrioides y que esta depende entre otros factores del genotipo (explante)
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(Quirdz-Figueroa et al., 2006), los resultados muestran que se ha inducido una amplia variacién
genética ya que el efecto de la radiacion absorbida por el tejido, ha propiciado mutaciones que han
alterado el comportamiento normal del ADN, al modificar la activacion de los genes responsables de

la capacidad embriogeénica de las células competentes.

La longitud de los embriones somaéticos presentd diferencia estadistica al 1% entre
tratamientos, presentando el testigo la mayor longitud con un desarrollo promedio de 9.62 mm,
seguida de la dosis de 10 Gy con 8.11 mm y 6.92 en la dosis de 20 Gy. Este comportamiento
muestra que el desarrollo de los embriones en las etapas globular, escutelo y coleoptilo se vieron
alteradas por la radiacion aplicada a los explantes, reduciendo el tamafio de estos, sin embargo todos

los embriones alcanzaron la conversion a plantulas.

Cuadro 3. Valores promedio de embriones somaticos y su longitud segun

los tratamientos de radiacion.

Embriones Longitud
Dosis (Gy)  NUmero % (mm) %
0 18 48.00 9.62 100.0
10 12 31.56 8.11 84.3
20 8 20.44 6.92 71.8

El efecto de la radiacion sobre la maduracién y el desarrollo de los embriones somaticos,
tuvo un comportamiento negativo y estadisticamente significativo, ya que el nimero de embriones
disminuyé conforme la dosis de radiacion se incrementd (r = -0.95), (Figura 3). Considerando que
los cambios que se han presentado en los tratamientos irradiados en comparacion al testigo, las
mutaciones ocasionaron un comportamiento negativo en las variables evaluadas, por lo que los
coeficientes de determinacion indican la influencia que tuvo la radiacion absorbida en los cambios
que se originaron por las mutaciones, asi como al disminucion en el comportamiento de cada

variable en comparacion al tratamiento testigo.
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Figura 3. Correlacion y regresion entre dosis de radiacion (Gy)
y niumero de embriones.

De igual manera, en la medicion que se hizo para determinar la longitud de los embriones
somaticos, hubo diferencia significativa entre tratamientos, disminuyendo la longitud conforme la
dosis se incrementd. Al tomar como el testigo como el desarrollo normal de los embriones, se
observa que la longitud en la dosis de 10 Gy fue 16% menor que el testigo y 29% en la dosis de 20
Gy, lo que por una parte explica la diferencia estadistica entre tratamientos, y por otra que a pesar
que el crecimiento disminuy6 con la radiacion, en ambos tratamientos se presento la conversion a
plantula, lo que indica que a pesar de los cambios que se presentaron en los tratamientos por el
efecto de la radiacion, es viable la obtencion de embriones somaéticos a parir de germoplasma
irradiado con bajas dosis.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Portillo et al. (2007), quienes trabajaron con
diferentes genotipos y combinaciones de auxinas y citocininas, obteniendo callos embriogénicos
friables de color crema con células y células globulares pequefias y elongadas. Los callos maduraron
y germinaron dando embriones somaticos que produjeron plantulas de morfologia normal,

demostrando que se completd el proceso de embriogénesis somatica indirecta en A. tequilana.
Asociacion entre longitud y peso de callo

Se obtuvo una correlacion positiva y significativa (r = 0.93) al 1% de probabilidad entre la
longitud del callo y su peso a los 28 dias de incubacion, por lo que el grado de asociacion que hay
entre estas variables, permite conocer el peso a través de la longitud o viceversa, ya que el

comportamiento lineal que explica el grado de asociacion esta dado por la ecuacion: Y = 58.47X +
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10.64. Por lo tanto en un analisis estadistico, se puede utilizar cualquiera de las dos variables, peso o
longitud con la misma exactitud y confiabilidad.
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Figura 4. Correlacion y regresion entre el tamafio y el peso de callo.

El coeficiente de determinacion indico que el 85% del peso del callo, depende del tamafio
que este alcance; por lo que la relacion que se presenta entre estas dos variables es directamente
proporcional, debido a que ambas dependen del tiempo que se mantengan en cultivo, hasta que el

callo alcance su madurez y sea transferido a un medio para la maduracién de los embriones

Figura 5. Proceso de embriogénesis somatica indirecta. A. Callo embriogénico.
B. Embriones somaticos. C y D. Maduracién y conversion en plantulas:
0 Gy (testigo), 10 Gy y 20 Gy.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron durante el desarrollo de la investigacion en
cada una de las etapas del proceso de embriogénesis somatica indirecta, se logro establecer el
protocolo en vitroplantulas irradiadas. Se determinaron los efectos de la radiacion sobre el tejido
somatico, asi como la viabilidad en la conversion en plantulas a partir de la obtencion de embriones

somaticos.

La radiacion ocasiond mutaciones que alteraron el comportamiento de las células
competentes, reduciendo significativamente la induccion de callo embriogénico, su desarrollo y la
obtencion de embriones somaticos en comparacion al testigo, lo que permite obtener plantulas con
un genotipo Unico a partir de una célula irradiada con dosis menores o iguales a 20 Gy, ya que los

efectos de la radiacion no se hicieron presentes en la conversion de embriones a plantulas completas.
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CAPITULO IV

EVALUACION NO DESTRUCTIVA DE LA PATOGENICIDAD DE Cercospora agavicola
EN VITROPLANTULAS DE Agave tequilana var. Azul IRRADIADAS CON RAYOS
GAMMA Co®
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RESUMEN

El cultivo del agave y el tequila tienen importancia econdmica y social por los empleos en
campo Y la industria, ademas las divisas de la exportacion. El tizon foliar causado por Cercospora
agavicola representa un alto riesgo en la zona de Los Altos de Jalisco, debido a que el clima
favorece la dispersion y germinacion de las esporas. Se inocularon plantulas obtenidas a partir de
yemas axilares mismas que se irradiaron con rayos gamma Co® a 0 (testigo), 5, 10, 15, 20, 25y 30
Gy conformandose un experimento con siete tratamientos y cinco repeticiones. Muestras de
sintomas de plantas con tizon se colectaron en campo. Se aislo el hongo, purifico y multiplico en
medio PDA a 25°C. Para la inoculacién, las hojas se colocaron en cajas de Petri con papel secante
humedecido. La inoculacién se efectud a una concentracion de 20,000 esporas/mL™. Se evalug el
tamafio de la lesion (mm?) a los 21 dias. El tamafio de la lesién disminuyé conforme la dosis de

radiacion se incremento, se clasificaron en tres grupos de acuerdo al grado de la lesion: 0 y 5 Gy
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mayor al 90%, 10 y 15 Gy de 60 a 80% y 20, 25 y 30 Gy menor al 20%. Las pruebas de
patogenicidad deben corroborarse en plantas de 6 meses con hojas engrosadas y endurecidas.

Palabras clave: Agave, Cercospora agavicola, mutantes, patogenicidad.
ABSTRACT

The agave crop and tequila industry have cultural, economic and social impact since the
employment offered under the Agro and industrial fields. Besides, the currencies obtained by
exportation. The fungal agave disease by C. agavicola represents high risk at the Altos zone in
Jalisco, since the environment allows spores germination. Inoculation was done on plantlets
obtained from axillary buds culture and were irradiated by gamma rays Co®: 0, 5, 10, 15, 20, 25 and
30 Gy, and 5 replicates each. Plant samples blight were collected in the field. Which were
proliferated and purified onto PDA medium at 25°C. The fungus was inoculated directly into Agave
leaves in a solution of 20,000 spores /mL™; all material was transferred onto sterile Petri dishes. The
evaluation was done taking data of the percentage of infected leaf per treatment. Spot size decrease
when dose irradiation increase. Three kinds of percent damage were found, 0 and 5 Gy up 90%, 10
and 15 Gy between 60 and 80% and 20, 25 and 30 Gy less 20%. Pathogenicity tests must be

corroborated on 6 months plants with hardened and thick leaves.
Key words: Agave, Cercospora agavicola, mutants, pathogenic.

INTRODUCCION

El cultivo de A. tequilana asi como el tequila tienen alta importancia econémica y social. El
tequila ha sido la bebida méas popular y tradicional de México. Sin embargo en cuanto a
investigacion de las especies se le ha dado poca importancia en comparacion a otros cultivos
(Gonzalez, 2007).

Se considera que la enfermedad tizon foliar causada por el hongo Cercospora agavicola
misma que se presenta de octubre a marzo, tiene requerimientos de alta humedad relativa y se
caracteriza por provocar manchas ovaladas y secas de color gris en las hojas cercanas al cogollo,
manifestando una clorosis generalizada y avanza hacia el centro del mismo hasta alcanzar la pifia

dificultando la recuperacion de la planta. Al inicio las plantas afectadas aparecen en forma aislada,
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pero conforme avanza el contagio a otras plantas se formar manchones grandes. La enfermedad es
muy agresiva dado que el sintoma es irreversible y si no se controla puede provocar la muerte de la

planta en un mes dependiendo de las condiciones ambientales.

Ayala (2005), menciona que en enero de 2003 en el municipio de Pénjamo, Guanajuato se
observo una nueva enfermedad en A. tequilana. EI material se llevd a Alemania para confirmar su
identificacion. Se completaron los postulados de Koch satisfactoriamente confirmando a C.
agavicola como el organismo causante de la mancha y necrosis de la hoja del agave. C. agavicola,
se compard con otras especies causantes de cercosporosis basada en la secuencia de la region de los

genes ITS-rDNA y genes de la elongacion del factor 1-a, actina, calmodulina e histona H3.

Groenewald (2005), menciona que el género Cercospora es uno de los mas diversos. C. appi
sensu lato es el nombre mas antiguo del complejo morfolégicamente indistinguible de especies de
Cercospora que presenta en un amplio rango de hospederos. Se reportan mas de 3,000 especies de
Cercospora, de las cuales actualmente se reconocen 659 y otros 281 nombres de otras especies
morfolégicamente idénticas. Generalmente las especies de Cercospora son especificas a los
hospedantes, al nivel de familia, género o planta, por lo que este concepto ha llevado a la

descripcion de un amplio nimero de especies.

Chen (1979), reporta que Cercospora se ubica entre los patdgenos de plantas mas frecuentes
y destructivos. Afecta un amplio rango de hospedantes, siendo uno de los factores de patogenicidad

la produccion de una exotoxina de color rojo denominada cercosporina.

Morfolégicamente, los conidios de Cercospora son alargados de forma filamentosa y hialinas, se
desarrollan sobre conidi6foros agrupados que nacen de un punto comdn sobre el tejido vegetal, estos
conidios son transportados por el viento hasta la presencia de una pelicula de agua sobre el follaje y
los tubos germinativos penetran en la hoja a traves de los estomas, una vez que el patdgeno ingresa
al tejido vegetal, produce toxinas las cuales ocasionan la muerte de las células vegetales dando

origen a las lesiones necréticas.

Vanegas y De Ledn (2002), trabajando con lineas endogamicas de maiz, encontrd que la
resistencia a Cercospora zea maydis, se controla por efectos maternos o citoplasmicos. La

acumulacién de genes de resistencia y la conformacién de variedades sintéticas resistentes es una
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alternativa a implementar en programas del mejoramiento de resistencia al tizon de maices

tropicales.

Con base en lo anterior se planted el objetivo de evaluar la patogenicidad de Cercospora
agavicola en hojas de vitroplantulas de A. tequilana Weber variedad azul irradiadas con Rayos

Gamma Co® asi como seleccionar genotipos resistentes.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

Estuvo conformado por el hongo Cercospora agavicola y las plantulas de agave obtenidas in

vitro a partir de yemas axilares, que fueron irradiadas con rayos gamma Co®.
Colecta en campo de hojas enfermas

El material vegetal enfermo se colect6 en plantaciones comerciales de agave de tres afios de
edad ubicadas en el Municipio de Arandas perteneciente a la zona de los Altos de Jalisco ubicado a
20°41°58”’ Latitud Norte, 102°21°57"" Longitud Oeste y una altitud de 2,049 msnm.

El muestreo se llevé a cabo en tres predios y se selecciond un surco de forma aleatoria al
ingresar a la plantacion como punto de referencia, a partir del cual se seleccionaron otros nueve cada
5 0 10 surcos, dependiendo de las dimensiones de la plantacion. Se hicieron recorridos observando
las plantas del surco seleccionado y del surco adyacente, en los que se localizaron plantas con los
sintomas del hongo. Se separd la hoja de la planta, se cortd la seccién donde se presentaba la
presencia del hongo, se envolvié en papel peridédico humedecido y se colocaron en bolsas de
plastico, mismas que se identificaron con el predio, la fecha de la colecta y el nimero secuencial de

acuerdo a las hojas que se obtuvieron.
Aislamiento del agente causal
Preparacion medio de cultivo

El medio en el que se llevd a cabo el aislamiento, purificacion y multiplicacion del hongo C.

agavicola fue Papa Dextrosa Agar y Agave (PDAA).
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El medio de cultivo se preparé moliendo 100 g de hojas de agave de la parte central de la
planta (hojas jovenes) en un litro de agua. Se pesaron 250 g de papa, se cortaron en trozos y se
pusieron en un matraz Erlenmeyer que contenia un litro de agua destilada. Se dejé hervir durante 20
min y se filtré con algodon. Se midieron 500 ml tanto del filtrado procedente del molido de las hojas

de agave, como del concentrado de la coccion de la papa.

Posteriormente, se adicionaron 20 g de agar bacteriologico y 10 g de dextrosa anhidra. Se
ajustd el pH a 6.0 con NaOH y HCI 1N. Se esterilizo en autoclave a 15 Ib de presion y 121 °C
durante 15 min. EI medio estéril se dejo enfriar hasta una temperatura aproximada de 40 °C y se
adicionaron 2 g/L de AGRYGENT (Gentamicina).

Se vaciaron de 15 a 20 mL de agar en cajas de Petri estériles y se dejaron solidificar. Las

cajas de medio preparadas fueron guardadas en refrigeracion para su uso posterior utilizacion.

Las hojas de agave con los sintomas del hongo se mantuvieron cubiertas con papel sanitario

en bolsas de plastico previamente humedecidas para favorecer la germinacién de las esporas.

Las hojas se seccionaron dejando Unicamente las areas que presentaban las lesiones del
hongo, mismas que se colocaron en cajas de Petri y se colocaron en la camara de flujo laminar en

condiciones asépticas.

La inoculacion se llevd a cabo al realizar una herida con aguja sobre la superficie de las hojas
con los sintomas del hongo. Ademas, se colocaron esporas en tubos con 1 mL de agua destilada
esterilizada, para distribuir uniformemente el agua con la concentracion de esporas en toda la caja de
Petri con el medio de cultivo PDAA. Las cajas de Petri se sellaron, rotularon y se pasaron a la

camara de incubacion a una temperatura de 25 °C en obscuridad.
Purificacion del hongo

Los materiales inoculados se revisaron cada cinco dias para dar seguimiento al desarrollo del
hongo. Se seleccionaron las muestras que presentaron los sintomas que induce C. agavicola. Se
tomo6 una muestra y se colocd en un portaobjetos y se observaron al microscopio. Los aislamientos
que presentaron las caracteristicas morfoldgicas de Cercospora, se reaislaron y se sembraron

nuevamente en medio fresco PDAA para su multiplicacion.
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Periddicamente se llevaron a cabo las revisiones de las inoculaciones, de las que se tomaron
muestras para la observacion en microscopio y el reconocimiento de las esporas, asi como la
presencia de la toxina “cercosporina”. El proceso se continud hasta que se desarrollaran todos los

sintomas sin que estuvieran contaminadas, ya fuera por otros hongos o por bacterias.

Ademés de la identificacion de estructuras morfologicas del hongo, se corrobord la
presencia de toxina de Cercospora por la presencia de un pigmento rojo, caracteristico del hongo y
que corresponde a produccion de la toxina “cercosporina”. Una vez que se alcanzé la purificacion
del hongo, se cambi6 de medio para su multiplicacion cada 21 dias, corroborando la morfologia de

los conidios, asi como la presencia de la toxina “cercosporina”.
Pruebas de patogenicidad
Obtencidn de las hojas

Las pruebas de patogenicidad se llevaron a cabo en hojas de plantulas de agave azul tequilero
obtenidas in vitro a través de yemas axilares (Capitulo 1) mediante el método de hoja desprendida
(Pettitte et al., 2011). Previo a las inoculaciones, las plantulas se irradiaron con Rayos Gamma Co ®°
con las siguientes dosis: 0 (testigo), 5, 10, 15, 20, 25y 30 Gy.

En cajas de Petri se colocd papel secante, se envolvieron en papel aluminio y se esterilizaron

en autoclave a una presion de 1.4 Kg/cm? (20 Ib) y una temperatura de 121 °C por 15 minutos.

En la camara de flujo laminar bajo condiciones de asepsia se llevaron los contenedores con
las plantulas in vitro y se identificaron de acuerdo a la dosis de radiacion recibida. Se extrajeron las
plantulas y se colocaron en cajas de Petri previamente esterilizadas. Con bisturi se cortaron las hojas

y las plantulas se devolvieron al medio de cultivo y se sellaron.
Obtencidn del inéculo

Se prepar0 una suspension de agua bidestilada esterilizada conteniendo las esporas del
hongo. En la cdmara de flujo laminar con una aguja de diseccion se obtuvieron las esporas del
hongo y se colocaron en tubos con 1 mL de agua bidestilada. Se tomd una gota agua y se coloco en

la camara Newbauer para determinar la concentracion de esporas en la suspension.
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Conteo de esporas

Se colocd la muestra bajo el cubreobjetos con la suspension de esporas alcanzando una altura
de 0.1 mm. Se contaron las esporas que estuvieron dentro de los cuadros grandes (o sea, en 25
cuadrados medianos), por lo que la concentracion en cada muestra se calculé con la siguiente

formula:
N x 10* esporas ml *

Tomando en cuenta que las esporas se colocaron en una dilucion de 1 mL, las esporas en la

concentracion quedo:
N x 10* x 1ml = esporas ml *

La inoculacién en el tejido se llevd a cabo con una concentracién de 20,000/mL™, por lo que

el volumen a aplicar se calcul6 de la siguiente manera:

Volumen = concentracion de esporas a inocular / nUmero de esporas contadas

Disefio experimental

Se disefid un experimento simple con una distribucion completamente al azar con tres
repeticiones. Los datos se procesaron por andlisis de varianza y las medias se compararon mediante
la prueba de rangos multiples de Tukey al 5% de probabilidad. Ademas, se hizo un anélisis de
correlacion y regresion para determinar la relacion entre dosis y plantas. La unidad experimental
consto de una caja de Petri con tres hojas. Las mediciones se hicieron a los 15 dias posteriores a la

inoculacion.
Inoculacién

La inoculacion se llevé a cabo en cajas de Petri, a las que se les colocd papel secante se
envolvieron en papel aluminio y se esterilizaron en autoclave a una presion de 1.4 kg/cm? a una
temperatura de 121 °C durante 15 minutos, ademas se esteriliz6 agua destilada para la dilucion de

las esporas.

La inoculacion se llevo a cabo en cinco plantulas por dosis de radiacion usando la técnica de

hoja desprendida, colocando tres foliolos por cada tratamiento. En la camara de flujo laminar bajo
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condiciones de asepsia, se llevaron los contenedores con las plantulas que se encontraban en
ambiente estéril. Se extrajeron las plantulas y se colocaron en cajas de Petri previamente
esterilizadas, donde se retiraron las hojas, mismas que se fueron colocando en nuevas cajas de Petri
con el papel secante y esterilizadas. Una vez que se retiraron las hojas, las plantulas se regresaron a

sus contenedores y se mantuvieron bajo condiciones de esterilidad.

Se hizo el conteo de las esporas en la cAmara Bauer y se hicieron las diluciones a una
concentracién de 20,000 esporas/mL™. Con una jeringa estéril se afiadieron 10 mL de agua
previamente esterilizada en cada caja de Petri humedeciéndolo a saturacion, pero sin que
sobrepasara el grosor del papel secante. A cada hoja se le hicieron tres heridas de manera
longitudinal al tamafio de esta y se afiadieron 0.5 mL en cada hoja procurando que este quedara
uniformemente distribuido a lo largo de las lesiones que se hicieron. Se sellaron y rotularon y se

colocaron en un estante verificando que no se hubiera derramado el agua con las esporas inoculadas.

El testigo estuvo conformado por dos tratamientos en los que las vitroplantulas no fueron
irradiadas. A las hojas del primero se le hicieron las heridas y se inocul6 con agua bidestilada estéril,

y en las hojas del segundo se le hicieron las heridas y fueron inoculadas con las esporas del hongo.

A los cinco dias posteriores a la inoculacion, se revisaron las muestras inoculadas
asegurandose que el agua con las esporas se encontrara en cada hoja, asi como la humedad del papel
secante. En las hojas que fue necesario se reinoculdé manteniendo la concentracién a 20,000
esporas/mL™ sellando nuevamente las cajas. Las revisiones se hicieron cada 5 dfas reponiendo la

humedad cuando asi se requirio.

Las mediciones de las lesiones se llevaron a cabo 21 dias posteriores a la inoculacién. Se
estableci6 un &rea de 2 cm? tomando 2 cm de manera longitudinal y un cm a lo ancho de las hojas. A

partir de esta superficie se hicieron las mediciones de las lesiones.

Ademas se obtuvieron los valores porcentuales de acuerdo al area afectada en cada
tratamiento con respecto al area de la hoja (2 cm?), asi como a partir del tamafio promedio de la
lesion del tratamiento sin irradiar (testigo), el que se consideré como el didmetro maximo de la
lesion, y por consiguiente el 100%; a partir del cual se determind el porcentaje de infeccion con

respecto al testigo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y purificacion de Cercospora agavicola

Se obtuvo el aislamiento y la purificacion del hongo colectado en campo, el proceso llevé 18
meses hasta obtener la cepa de C. agavicola. En cada siembra que se realizd del hongo en medio
fresco, se hicieron las observaciones en microscopio optico para verificar que los conidios en el

medio de cultivo correspondian a C. agavicola.

Una vez que se tuvieron los cultivos de C. agavicola sin la presencia de contaminantes, se
observo la presencia de la toxina cercosporina que produce un color rojo oscuro intenso en el medio

PDA, lo que confirmo que el hongo cultivado correspondié a C. agavicola (Figura 1).

Figura 1. A. Cultivo purificado de C. agavicola, B. presencia de cercosporina.
Pruebas de patogenicidad

Los resultados que se obtuvieron de las pruebas de patogenicidad en las que se evaluaron las
lesiones y el dafio ocasionadas por C. agavicola sobre las hojas, tomando los valores promedio por

tratamiento de radiacion, se presentan en el Cuadro 1.

En promedio la lesion del tratamiento sin irradiar, ocupd el 33.9% de la superficie
considerada en el foliolo (2 cm?). Los sintomas se presentaron en todos los tratamientos evaluados,
lo que coincide con lo reportado por Pettit et al. (2011), quienes reportan la presencia de necrosis al
inocular hojas de crisantemo (Dendrathema grandiflorum Ramat) separadas de la planta con
Phytium sp.
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Cuadro 1. Area foliar afectada y porcentaje de infeccion por C. agavicola en foliolos de
vitroplantulas de A. tequilana Weber var. Azul. Irradiadas con Co®.

Dosis 0Gy 5Gy 10Gy 15Gy 20Gy 25Gy 30Gy Promedio
Areainfectada 0.67 063 051 043 013 007 0.10 0.36
(cm?) ct c b b a a a '

Porciento de
infeccion en area 33.93 31.73 2580 21.90 6.53 3.97 5.30 18.45

foliar
Porciento de

infeccién frente 100.0 935 76.0 64.5 19.2 11.6 15.6 54.3

al testigo

"Tratamientos con la misma letra no difieren estadisticamente (Tukey 0.05)

Como se muestra en el Cuadro 1, los resultados presentaron una amplia gama en la respuesta
de los tratamientos a la presencia de C. agavicola, lo que sugiere que la radiacion absorbida en el
tejido, origind mutaciones que deben estar relacionadas directa o indirectamente con los
mecanismos de defensa, que son inducidos como consecuencia del reconocimiento, actuando en
conjunto para detener el avance del patégeno (Madriz, 2002), ya que el comportamiento de las
plantas frente al ataque del hongo, presenté una respuesta diferenciada en cada dosis de radiacion

que recibieron las plantulas (Figura 2).

Resultados similares fueron obtenidos por Gosal et al. (1998) al irradiar yemas de papa
cultivadas in vitro a 20 y 40 Gy con rayos Gamma Co®. Los microtubérculos se multiplicaron in
vitro y se plantaron en macetas. Las plantas obtenidas se seleccionaron para tizon tardio,
encontrando que las plantas irradiadas con 40 Gy mostraron resistencia, mientras que esta fue menor
en los tratamientos con 20 Gy. La progenie resistente se planté en campo y se inocul6 con esporas
del hongo. En campo aproximadamente el 56% de la progenie segregante mostro resistencia;
mientras que para la siguiente propagacion el patrén de resistencia se incremento al 72% en las

plantas multiplicadas in vitro M;Vs.

Es importante mencionar que el planteamiento de las dosis de radiacién se consideraron
pretendiendo conocer la respuesta de las vitroplantulas frente al hongo C. agavicola y asi establecer

una tendencia que muestre la mayor respuesta en los tratamientos frente al grado de infeccién de
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acuerdo al tamafio de la lesion que se origina en dada una de las dosis de radiacion, asi como el
comportamiento de los tratamientos cercanos a la dosis letal media (DLsp). Correa—Victoria 2001,
menciona que la pérdida de resistencia a Pyricularia grisea Sacc. en arroz, se debe a que se busca
una resistencia vertical con genes mayores generando resistencia en el patdégeno. Con la idea de
comprobar la resistencia poligénica, se obtuvieron 37 mutantes con rayos gamma de una linea
comercial y fueron inoculadas con el hongo. Los resultados mostraron que se requiere la evaluacion
de poblaciones grandes de mutantes para incrementar la probabilidad de identificar una resistencia
genética a los genotipos evaluados como una fuente de resistencia complementaria frente al

patégeno.

Por otra parte, los resultados de esta investigacion son un indicio de que se indujeron
mutaciones que modificaron diversos procesos dentro de los mecanismos de defensa quimicos y
bioquimicos que desarrollan las plantas frente a la presencia de un patdgeno. Es importante notar
que la inoculacion se hizo en tejido joven (vitroplantulas) que no han desarrollado la suberizacion y
lignificacion que caracteriza a la familia de las agavaceas, ademas que se encuentran en un ambiente

estéril y que no estan adaptadas a las condiciones del medio ambiente.

Estadisticamente, se obtuvo una diferencia significativa (P < 1%) entre las dosis de
radiacion, lo que se explica por la variacion que se present6 en el didmetro de la lesion de acuerdo a
la dosis de radiacion que recibié cada tratamiento, como se presenta en el cuadro 1. Por su parte, en
la prueba de Tukey, se identificaron tres grupos en cuanto al diametro de la lesion (porcentaje) en
relacion al area considerada, el primero con de la dosis de 5 Gy es estadisticamente igual al testigo
con el 33 y 31% respectivamente; el segundo en el que las lesiones correspondientes a las dosis de
10y 15 Gy con 25y 21% 'y el tercero en el que se ubican las dosis de 20, 25 y 30 Gy donde las

lesiones tuvieron un didmetro menor a 10%.

Este comportamiento indica que el diametro de la lesion disminuyo conforme se incremento
la dosis de radiacion, por lo que los resultados sugieren que puede estar presente un comportamiento
genético aditivo, ya que la reduccién no present6 valores contrastantes. Ademas, la diferencia en
porcentaje entre el testigo y el tratamiento de 25 Gy fue de 30%, presentandose valores intermedios

en las demas dosis.
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La variacion que se presento en el tamafio de la lesion de acuerdo a la dosis de radiacion,
muestra que en el tejido irradiado se indujeron cambios que ocasionaron que las lesiones
ocasionadas por C. agavicola fueran menores a mayor dosis de radiacién absorbida (Figura 2), por
lo que una posibilidad es que se hayan generado mutaciones en genes que estan relacionados de una
manera directa o indirecta con la sintesis de metabolitos secundarios que forman parte de los
mecanismos de defensa de la planta frente a un patogeno, tales como fitoalexinas, terpenoides,
alcaloides, amidas, flavonoides, fenoles, compuestos proteicos anti fungicos o inhibitinas (Montes-
Belmont, 2009).

La respuesta de la inoculacion a las plantulas de agave, concuerda con lo obtenido por
Valdez y Orellana (2004), que regeneraron plantulas de cafia de azlcar (Sacharum sp.) de la
variedad SP 70-1284 obtenidas in vitro a partir de callos irradiados con 30 Gy y se inocularon con la
roya de la cafla de azlcar Puccinia melanocephala. Se observé un 14.28% de los cambios
fenotipicos totales en plantulas M;V; se seleccionaron tres posibles mutantes con menor afectacion
frente a la enfermedad, por lo que el caracter de resistencia y la eficiencia del cultivo de tejidos y la
induccion de mutaciones con la dosis de 30 Gy fue de un mutante por cada 125 plantas evaluadas en

fase temprana de seleccion.

Figura 2. Inoculacion de C. agavicola en vitroplantulas irradiadas con rayos
gamma Co®. A=testigo absoluto inoculado con agua destilada.
B=0 Gy inoculado con C. agavicola. C=5 Gy. D=10 Gy. E=15 Gy.
F=20 Gy. G=25 Gy y H=30 Gy
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La herencia de la resistencia poligénica es mas compleja debido a que los genes que
intervienen se dificulta identificarlos individualmente, conociéndose el efecto combinado de dichos
genes como un todo que esta asociada con genes menores de efectos aditivos que interaccionan con
el ambiente (Russel, 1978).

Se presentaron cinco genotipos en los que no hubo presencia de lesion en la hoja, dos en la
dosis de 20 Gy, dos en 25 Gy y una en la dosis de 30 Gy, que es una de las razones por las que los
valores en porcentaje de las lesiones con respecto al testigo estuvieran por debajo del 10% con
respecto al area infectada. Sin embargo las lesiones en estas dosis son significativamente menores a

los tratamientos con menor dosis de radiacién, asi como con el tratamiento sin irradiar.

Un aspecto a considerar, es que de los porcentajes de infeccidn, si bien la disminucién en el
tamafno de la lesion es progresiva con el incremento de la dosis de radiacion, la diferencia en
porcentaje entre el primer grupo (0 y 5 Gy) con el segundo grupo (10 y 15 Gy), oscila entre 5y
10%; mientras que entre el primer grupo y el tercero (20, 25 y 30 Gy) es de 30% en promedio, lo
que indica que hay un efecto acumulativo, y que estas dosis de radiacion corresponden al valor de la

dosis letal media DL sp.

Garcia et al. (2000), estudiaron la variabilidad producida por las radiaciones Gamma para
determinar la dosis 6ptima para los programas de mejoramiento de Mussa sp., cv. Gran Enano.
Irradiaron brotes con dosis de 5 a 40 Gy con Co®. Encontraron un aumento en la mortalidad a
medida que aumento la radiacion, encontrando la LDsg entre 20 y 25 Gy con cambios en la altura de
las vitroplantulas, la morfologia y pigmentacién, asi como un bajo porcentaje de plantulas con un
comportamiento superior frente a la Sigatoka negra en comparacion con el testigo. El efecto de la
radiacion obtenido en el cv. Gran Enano, fue similar al que se presentd en las vitroplantulas de
agave, ya que también la DLs, se encontro entre los 20 y 25 Gy, asi como el comportamiento frente

a la presencia del fitopatdgeno.

Morela et al. (2002), indujeron variabilidad genética en cafia de azUcar (Sacharum sp.), al
inducir mutaciones con rayos gamma en callos cultivados in vitro para obtener genotipos resistentes
al Virus Mosaico de la Cafia de Azucar (SCMV) a partir de variedades (B6749, B7987 y PR62258)
susceptibles. Se irradiaron con Co® (0,2; 4,8 y 12 Kr). Se regeneraron 3,502 plantas mismas que se
inocularon cinco veces con la raza B del SCMV, preparado de hojas de la variedad C571, altamente

susceptible. De las plantas regeneradas, 82% permanecié libre de sintomas. En campo de 1,607
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plantas, 911 permanecieron sin sintomas, asi de un 82% de las plantas que sobrevivieron a la
inoculacidn artificial el 46% permanecio sin sintomas. Los resultados anteriores, muestran que hay
una tendencia a que la resistencia que presentan los genotipos al ser inoculados en plantula, al

evaluarse en campo no manifiesten los sintomas.
CONCLUSIONES

Las pruebas de patogenicidad realizadas en las vitroplantulas irradiadas mediante hoja
desprendida, no son concluyentes, debido a que los sintomas del tizon foliar presentaron un
comportamiento diferenciado, que no permite identificar y seleccionar genotipos resistentes. La
seleccion de genotipos mutantes (DLso = 25 Gy), debe hacerse una vez que las plantulas estén en
maceta y adaptadas al medio ambiente, y asi valorar el grado de resistencia para hacer la seleccion.

BIBLIOGRAFIA

Ayala, E. V., M. Yarfiez, Uwe, B. Johannes. 2005. Cercospora agavicola — a new foliar pathogen of

Agave tequilana var. azul from Mexico. Mycotaxon 93: 115-121.

CRT - Comité Técnico Agronomico. 2005. Plagas y enfermedades del Agave tequilana Weber, var.
Azul. Edicion Consejo Regulador del Tequila, A.C. Comité Técnico Agrondmico (Subcomité

de investigacion). 124 p

Chen, M.D.; Lyda S.D.; Halliwell, R.S. 1979. Environmental factors influencing growth and
sporulation of Cercospora kikuchii. Mycologia 71: 1150-1157.

Correa-Victoria, F.J. 2001. Induced Mutations to develop Sources of Resistance to Rice Blast,
Pyricularia grisea Sacc. Proceedings of a Final Research Co-ordination Meeting organized by
the Joint FAO/IAEA Division of Nuclear Techniques in Food and Agriculture and held in
Lima, Peru, 5-9 October 1998. pp 15-18

Garcia, L, 1. BermUdez, P. Orellana, N. Veitia, L. Garcia, J. Clavero, C. Romero.2000. Induccion de
mutaciones por radiaciones Gamma en el cultivo in vitro de brotes del cultivar Gran Enano
(AAA). Biotecnologia Vegetal 1: 45-50.

60



Gonzélez, H, J Del Real y Solis, J.2007b. Manejo de Plagas del Agave Tequilero. Ed. Colegio de
Postgraduados y Tequila Sauza, S.A de C.V. 123 p.

Gosal, S. S., A. Das, J. Gopal, J.L. Minocha, H.R. Chopra and H.S. Dhaliwal. 1998. Induction of
variability trough radiations for late blight resistance and heat tolerance in potato. Proceedings
of a final research Co-ordination Meeting. Shanghai, China. FAO/OIEA

Groenewald, M. J., Z. Groenewald, and Corus, P. W.. 2005. Distinct Species Exist Within the
Cercospora apii Morphotype. The American Phytopathological Society. Vol. 95, No. 8, 951-
959.

Madriz, O. K. 2002. Manejo Integrado de Plagas (Costa Rica) No. 63 p.2 2 - 3 2,

Montes—Belmont, R. 2009. Diversidad de compuestos quimicos producidos por las plantas contra

hongos fitopatdgenos. Revista Mexicana de Micologia 29: 73-82

Morela, F., V. Gonzalez, L. Castro y S. Castroni. 2002. Evaluacion de la reaccion al virus del
mosaico en plantas de cafia de azlcar provenientes de callos irradiados. Agronomia Tropical
52(3): 311-323 2002

Pettitt, T.R., M. F. Wainwright, A. J. Wakehamb and J. G. White. 2011. A simple detached leaf
assay provides rapid and inexpensive determination of pathogenicity of Pythium. isolates to

‘all year round’” (AYR) chrysanthemum roots Plant Pathology 60: 946-956.

Russell, G.E. 1978. Plant Breeding for Pest and Disease Resistance. Butterworth & Co Publishers
Ltd. London, U.K.

Valdez, B.A. y P.Orellana 2004. Evaluacion de la variabilidad fenotipica y seleccién temprana a
roya de la cafia de azlcar (Puccinia melanocephala H. & P. Syd) en plantas regeneradas a
partir de callos irradiados de la variedad de cafia de azlcar “SP 70-1284". Biotecnologia
Vegetal 4: 201-205.

61



CONCLUSIONES GENERALES

Las concentraciones de auxina (AIB) y Citocinina (Cinetina) fueron esenciales para la induccién de
los brotes adventicios, asi como en la morfogénesis para la obtencion de plantulas con las
caracteristicas fenotipicas de A. tequilana a partir del cultivo in vitro de yemas axilares. Ademas el

protocolo es una herramienta significativa en los programas de mejoramiento genético.

Las dosis de radiacion absorbidas tuvieron un efecto negativo en el desarrollo de plantula y de callo

en dosis superiores a 30 Gy.

La DLsp se ubico entre 20 y 25 Gy para la induccion de brotes adventicios y altura de plantula, y de

15 a 25 Gy para callo, incrementando la aparicién de mutaciones favorables.

La induccion de variabilidad genética en vitroplantulas de A. tequilana a través de rayos gamma
Co®, debe ubicarse entre 15 y 25 Gy, lo que incrementa la probabilidad de obtener mutaciones

enfocadas a la resistencia a C. agavicola.

Se establecio el protocolo de embriogénesis somatica indirecta en vitroplantulas de A. tequilana

irradiadas con Co®, asi como la viabilidad en la conversién en plantulas.

La radiacion ocasion6 cambios en el contenido genético (mutaciones) que redujeron
significativamente la induccién de callo embriogénico, su desarrollo y la obtencion de embriones

somaticos.

Se pueden obtener plantulas genéticamente diferenciadas a partir de una célula, ya que los efectos de

la radiacion no se presentaron en la conversion de embriones a plantulas.

Los sintomas del tizon foliar en las vitroplantulas, tendieron a disminuir conforme la dosis de
radiacion se incrementd, lo que sugiere que puede estar presente un comportamiento genético

aditivo, orientado a una resistencia horizontal.

Las pruebas de patogenicidad realizadas en las vitroplantulas mediante hoja desprendida, no son
concluyentes para seleccionar genotipos resistentes a C. agavicola, por lo que la seleccion debe
hacerse en genotipos mutantes (DLsy = 25 Gy) una vez que las plantulas estén adaptadas al medio
ambiente y las hojas estén maduras y lignificadas, y asi valorar el grado de resistencia de acuerdo a
la dosis de radiacion, para hacer la seleccion.
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PRESENTACIONES ACADEMICAS

INDUCCION DE VARIABILIDAD GENETICA EN AGAVE (Agave tequilana weber. var. Azul)
A TRAVES DE RAYOS GAMMA Co®. XXII Semana de la Investigacién Cientifica CUCBA.
2011. Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias. Universidad de Guadalajara.
Diciembre 2011.

MICROPROGAPACION DE AGAVE (Agave tequilana Weber. var. Azul) A TRAVES DE
MERISTEMOS PARA FITOMEJORAMIENTO. XXII Semana de la Investigacion Cientifica
CUCBA. 2011. Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias. Universidad de

Guadalajara. Diciembre 2011.

DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL (DL50) EN VITROPLANTULAS DE Agave
tequilana var. Azul CON Co60. Modalidad: Oral Clave: CNG2012 136. CONGRESO NACIONAL
DE GENETICA 2012, Mazatlan, Sinaloa. 3, 4 y 5 de octubre de 2012.

MICROPROGAPACION DE AGAVE (Agave tequilana Weber. var. Azul) A TRAVES DE
YEMAS AXILARES. Modalidad: Oral. Clave: CNG2012 137. CONGRESO NACIONAL DE
GENETICA 2012, Mazatlan, Sinaloa. 3, 4 y 5 de octubre de 2012.

MUTACIONES SOMATICAS A TRAVES DE RAYOS GAMMA Co® EN PLANTULAS DE
Agave tequilana var. Azul OBTENIDAS in vitro. . XXIII Semana de la Investigacion Cientifica
CUCBA. 2012. Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias. Universidad de

Guadalajara. Noviembre 2012.

EMBRIOGENESIS SOMATICA EN PLANTULAS DE AGAVE (Agave tequilana Weber. var.
azul) IRRADIADAS CON Co®. XXIII Semana de la Investigacién Cientifica CUCBA. 2012.
Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias. Universidad de Guadalajara.
Noviembre 2012.

OBTENCION DE EMBRIONES SOMATICOS A PARTIR DEVITRO PLANTULAS DE Agave
tequilana Weber var. Azul IRRADIADAS CON Co060. Modalidad: Oral Clave: CNG2013 063.
CONGRESO NACIONAL DE GENETICA 2013, Manzanillo, Colima. 2, 3 y 4 de octubre de 2013.
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