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1. INTRODUCCION

Entre las plantas mas conspicuas del paisaje mexicano, en especial de las zonas aridas y
semiaridas, estan los agaves o magueyes comunmente conocidos en México como
mezcales, considerados especies claves que caracterizan esas regiones, tanto por su
abundancia como por la cantidad de recursos que proporcionan a otros organismos
(Garcia-Mendoza, 2007).

El agave y otras plantas como el maiz, frijol y amaranto son cultivos muy
importantes en México desde la época prehispanica; muchas especies de agave son
usadas para diferentes aplicaciones y tienen una gran importancia econémica y cultural
para numerosos pueblos indigenas y mestizos que los han aprovechado durante siglos
como fuente de alimento, bebida, medicina, combustible, proteccién, ornato, fibras
duras extraidas de las hojas (ixtle), abono, construccion de viviendas y elaboracion de
implementos agricolas, vestimenta, objetos religiosos entre otros usos. Las cuales
contribuyeron a la sustentabilidad de las culturas mesoamericanas (Valenzuela-Sanchez,
etal., 2006).

El género Agave se encuentra ubicada dentro de la familia Agavécea la cual
surgié aproximadamente hace 15 millones de afios, esta familia es de distribucion
americana y tiene sus limites septentrional en Dakota del Norte, Estados Unidos y hacia
el sur se extiende a través de los andes hasta Bolivia y Paraguay, incluyendo
Centroamérica y las Antillas (Garcia-Mendoza, 2007).

La palabra agave proviene del griego que significa “admirable” y fue descrita
por Lineo. Los agaves fueron una de las primeras plantas aprovechadas por los
pobladores de Mesoamérica, el empleo como alimento y fibras se mantiene en México
desde hace por lo menos 7000 afios (Garcia-Mendoza, 2007). México es considerado
centro de origen y biodiversidad de la familia Agavacea con 117 de las 155 especies
conocidas, que constituyen el 75 % del género Agave (Valenzuela-Sanchez et al., 2006).

Uno de los usos méas importantes de los agaves en México es sin duda la
elaboracion de bebidas alcohélicas, donde la materia prima para elaborar dichas bebidas
son el. Agave americana, A. angustifolia, A. maximiliana, A. rodacanta. A. salmiana, y
el A. tequilana del que se obtiene el tequila bebida que se ha convertido en uno de los
simbolos mas importantes para la cultura mexicana junto con el mariachi y la
gastronomia, ademas de la importancia a nivel econémico que representa para el pais.

El tequila es la bebida destilada més representativa de México a nivel nacional y
en el extranjero, se comenzé a producir en la Nueva Galicia en los valles de Amatitan,
Arenal y Tequila desde inicios del siglo XVII, luego de que la tecnologia de destilacion
se importara desde las Filipinas para ser aplicada a esa bebida de Jalisco a finales del
siglo XV1 (Portillo, 2007).



A pesar de existir nueve cultivares de la especie de agave tequilero el cultivar
azul es el Unico aprobado por la normatividad mexicana: Norma Oficial Mexicana
NOM-006-SCFI-2012 (DOF 2012) para la elaboracion de tequila esto gracias a que
dicho cultivar produce azucares reductores y una cantidad no considerable de fibras

Actualmente, la zona de denominacion de origen del tequila (DOT) integra
municipios del estado de Jalisco, Guanajuato, Michoacén, Nayarit y Tamaulipas (DOF
1974). Las plantaciones de Agave tequilana Weber cultivar azul dentro de la DOT
integran un inventario de 253 millones de plantas, establecidas en los afios 2000- 2010;
los registros de SAGARPA reportan un valor estimado de produccion de
$1,610°000,000.00 M.N en 156,000 ha. Es por eso que el cultivo del agave constituye
una fuente de empleo constante para mas de 80,000 familias (Byerly, 2007).

2. ANTECEDENTES

Distribucion

Agave tequilana Weber es una planta que se encuentra distribuido entre los 5 y los 25°
de latitud norte y se adapta a regiones subtropicales semiaridas (el término semiarido
implica un ambiente con 30 a 119 d. en los que la precipitacion pluvial es igual o
superior a la evapotranspiracion potencial) y subhimedas con régimen térmico
templado semicélido o calido (régimen templado semicélido y calido se refiere a una
temperatura media anual entre 5 y 18 °C, entre 18 y 22 °C respectivamente) (Byerly,
2007).

Agave

El agave es una planta semiperene (cultivos que permiten su explotacion por mas de un
afio pero no mas de ocho) perteneciente al grupo de plantas CAM por su siglas en inglés
(crassulacean acid metabolism;) o por sus siglas en espafiol MAC (metabolismo acido
crasulaceo) (Valenzuela Sanchez et al., 2006). Estas plantas fijan el CO? durante la
noche, cuando las temperaturas son mas bajas que durante el dia para evitar la pérdida
de agua por respiracion. Debido a su mayor eficiencia en el uso del agua, las
temperaturas nocturnas se convierten en una variable clave para la adaptacion y
productividad de esa especie, se adapta a un amplio rango altitudinal, parece favorecerle
el intervalo que va de 1000 a 2200 m snm. Esta planta prospera bajo un régimen de
precipitacion anual de 700 a 1000 mm y una atmosfera de seca a moderadamente seca la
mayor parte del afio, presenta bajos niveles de tolerancia a las bajas temperaturas, en
comparacion con la mayoria de las especies pertenecientes a la familia Agavacea. La
absorcion celular se reduce a la mitad cuando las temperaturas descienden al nivel de -6
°C por otra parte esta planta es capaz de tolerar temperaturas de hasta 55 °C. El Agave
tequilana es una especie que mejora su fisiologia cuando se presentan dias soleados la
mayor parte del afio, por lo que el periodo de lluvias en la localidad en la que se
encuentre no debera ser muy prolongado, esta caracteristica hace posible que las
plantaciones de agave prosperen sin la aplicacion de agua de riego, en localidades donde
los periodos de sequia son muy prolongados (Pimienta et al., 2008).
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El Agave tequilana prefiere suelos de textura media, como son los suelos
francos, franco-arenosos o franco-arcillosos. Aunque en lugares de muy baja
precipitacion los agaves prefieren suelos con mayor retencion de humedad por lo
general suelos de textura pesada como son los arcillosos o limo-arcillosos. Dicho agave
prospera en suelos con un intervalo de pH 6.0 a 8.0 y puede desarrollarse en terrenos
con alto grado de pendiente con drenaje superficial muy eficiente. Sin embargo existen
restricciones para su cultivo en pendiente debido al alto grado de desgaste del suelo en
esas condiciones.

Reproduccién

Sexual

El A. tequilana se reproduce por las vias sexual y asexual; en el ciclo sexual se generan
semillas, por lo cual, las plantas evidencian los caracteres de la herencia implicita por la
fusién de los gametos masculinos y femeninos. En esta reproduccion se puede esperar
que se presenten variaciones genéticas 0 segregaciones entre las plantas hijas
produciendo genotipos independientes y por consecuencia dicha progenie puede ser
heterogenia, ademas se pueden producir problemas de abasto para nuevas plantaciones,
debido al periodo de tiempo que requiera para llegar a la reproduccion sexual, que toma
de 6 a 8 afios para la floracién (quiote) y producir semillas, las semillas muestran una
viabilidad baja. Por eso, para el establecimiento de plantaciones comerciales no se
utilizan semillas (figura 1).

Asexual

En plantas de A. tequilana se presentan dos procesos de reproduccién asexual de manera
natural y los cultivos comerciales tradicionales son establecidos por medio de material
vegetativo obtenido de esta manera, ya que las plantas de agave a partir del segundo afio
de crecimiento puede generarlos normalmente, ya sean bulbillos del escapo floral
(quiote) o hijuelos provenientes del rizoma, estos Ultimos son los mas utilizados no solo
porque conserva las caracteristicas genéticas de la planta madre, sino porque el
desarrollo de las plantas es mas rapido y vigoroso que el de los bulbillos, ademas de que
estos se forman al finalizar la etapa de floracion en el quiote, lo cual implica que la
planta esta gastando la energia almacenada en la pifia, por lo que se debe cortar antes de
completar su ciclo para que la planta conserve la mayor parte de sus azucares. El
fendmeno de reproduccion asexual se puede mejorar bajo condiciones in vitro, donde se
pueden utilizar tanto hojas, tallos y raices. Con mayor frecuencia Se obtiene resultados
positivos con los tallos. Los individuos que se propagan mediante el proceso de
reproduccion in vitro se consideran y son clones, a excepcion de mutaciones naturales
son genéticamente idénticos a la planta madre (figura 1).
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Figura 1. Tipo de reproduccion de plantas de agave, sexual y asexual. Tomado de Arizaga Yy
Ezcurra. (2002).

Tequila

El mezcal tequilero es una planta mexicana de la que se obtiene el tequila, bebida
alcohdlica con demanda mundial. Este mezcal es un cultivo cada vez méas importante en
el Estado de Jalisco, debido al incremento en la demanda de tequila. Sin embargo, la
superficie cultivada disminuye ciclicamente (Byerly, 2007) debido a la nula planeacién
en la oferta y demanda. Otro problema es el monocultivo, que trae consecuencia la
incidencia y proliferacion de plagas y enfermedades, a su vez pueden ser inducidas por
la carencia de resistencias intrinseca a la baja variabilidad genética dada por la
propagacion vegetativa, de los clones obtenidos de fenotipos seleccionados.

Biotecnologia

En épocas recientes la basqueda de alternativas de mejoramiento para el cultivo de
agave dio paso a la utilizacion de biotecnologias idoneas, como la micropropagacion o
propagacion in vitro, la cual tiene la ventaja de producir grandes cantidades de plantas
en espacios relativamente reducidos durante todo el afio (George et al., 2008).
Convirtiéndose asi en una herramienta muy Util en los programas de mejoramiento y
propagacion, ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala
comercial, a partir de un genotipo selecto y con una tasa de multiplicacion ilimitada.
Dicho proceso es posible gracias al fenémeno llamado totipotencia celular, que es el
potencial de cualquier célula vegetal de producir una planta completa (Portillo, 2004) y
generar cualquier linaje celular, siempre y cuando se encuentren sujetas a los estimulos
adecuados. Asi, las células somaticas de cualquier tejido podrian formar tallos, raices o

9



embriones somaticos, de acuerdo con la competencia y a las condiciones que posea la
planta para poder regenerarse, la cual serd determinada por el genotipo, las condiciones
ambientales, las fuentes de nutrimento, reguladores de crecimiento y condiciones fisicas
(Mroginski et al., 2010).

En investigaciones desarrolladas sobre el tema de diferenciacion celular,
Haberlandt 1898, citado por Calva et al, (2005) aisl6 células y tejidos de plantas y las
colocé en soluciones nutritivas para su crecimiento y su estudio, dando origen de esta
manera a la técnica de cultivo de células y tejidos vegetales. Asi, Haberlandt fue el
pionero del cultivo in vitro, (es decir, bajo condiciones controladas en ambientes
estériles) de células vegetales completamente diferenciadas, habiendo reportado sus
estudios y resultados en 1902 segln lo indican Krikorian y Bercam (1969). Haberlandt
propuso que era posible cultivar juntas células vegetativas y tdbulos de polen
adicionando nutrientes suplementados con extractos de apices vegetativos o con fluidos
de sacos embrionarios. Es por ello que hoy en dia se considera a Haberlandt como el
padre de la técnica de cultivo de células y tejidos vegetales, la cual se ha convertido en
el dogma central de la Biotecnologia vegetal.

Hoy en dia las técnicas mas comunes de micropropagacion vegetal son la
proliferacion de yemas axilares (estimulacién de grupos de células que mantienen su
capacidad totipotente), la organogénesis (cambios que permiten que las capas
embrionarias ectodermo, mesodermo y endodermo se  transformen en los
diferentes érganos que conforman unorganismo) y la embriogénesis somatica
(desarrollo de embriones a partir de células que no son el producto de una fusién
de gametos durante la fecundacion)

Esta tecnologia permite controlar condiciones fitosanitarias de las plantas a lo
largo de su produccién y constituir grupos de plantas de la misma edad para su manejo
agricola, ademas de que el procedimiento permite realizar una seleccién de individuos
con caracteristicas fenotipicas, e implementar un programa de mejoramiento genético a
través de un proceso de clonacion. Esta técnica se ha utilizado con éxito desde los afios
60 para la produccion masiva de plantas, mediante la cual también se pueden estudiar
diferentes fendmenos morfogenéticos que ayudan a dilucidar cuéles son los factores
fundamentales que intervienen en la morfogénesis (Hurtado, 1987).

Técnicamente la micropropagacion es la obtencion de plantas completas a
partir de meristemos, células somaticas o de tejidos cultivados in vitro. Una de las
ventajas mas destacada de esta técnica es que se pueden obtener plantas axénicas libres
de patogenos (hongos, bacterias y virus). Otra ventaja es que la tasa de propagacion es
mas alta comparada con la via convencional en un periodo similar de tiempo. También
la produccidn puede ser continua todo el afo, ya que el cultivo es independiente de los
cambios de clima, ademas un espacio menor es requerido para dicho propdsito.
Asimismo existe la necesidad de tener conocimientos especializados y particulares
sobre el tema y el costo de los consumibles, instalaciones y materiales puede ser muy
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alto. Aunado a esto el metabolismo celular normal es el resultado de una compleja
cascada de informacion genética muy sensible a la disrupcion por estrés a condiciones
bidticas y abioticas, por lo que el cultivo in vitro puede ser negativo para las células
vegetales e involucra procesos mutagénicos durante el establecimiento de explantes, la
generacion de callo, la formacion de embriones y la regeneracion de plantas, que en
conjunto puede llegar a generar variacion de origen nuclear o citoplasmatico, cambio
que es denominado como variacion somaclonal (Larkin y Scowcroft, 1981). Incluso los
cambios en plantas regeneradas que son trasmitidos a la progenie. Pueden conducir a
cambios en la expresion génica, como son los cambios epigenéticos, los cuales pueden
ser considerados también como variacion somaclonal. (Kaeppler et al., 2000).

Micropropagacion

El proceso de micropropagacion consta de cinco etapas (I-V), | seleccion y preparacion
de la planta madre, Il establecimiento del cultivo aséptico, 11l produccion de propagulos
adecuados, IV preparacién para el crecimiento en condiciones naturales (IVa elongacion
de brotes formados en la etapa 11, Vb enraizamiento de la etapa IVVa) y V transferir al
ambiente natural (George et al., 2008).

Sin embargo para que el proceso de micropropagacion sea posible es
necesaria la utilizacion de medios de cultivo muy especificos. En si un medio de cultivo
puede ser definido como una formulacién de sales inorganicas y compuestos organicos
requeridos para la nutricibn y manipulacién de los cultivos. EXisten numerosas
formulaciones, cada una de las cuales comprende entre 6 y 40 compuestos.
Bésicamente, los medios de cultivo se componen de compuestos que suministran al
medio una fuente de carbono, nutrientes minerales, sustancias vitaminicas, agentes
gelificante (en el caso de medios semisolidos) y sustancias reguladoras de crecimiento.
Dependiendo del propdsito al cual este dirijo el medio serd el resultado de la
formulaciéon del mismo sobre todo de la combinacién de reguladores de crecimiento
utilizados (Mroginski et al., 2010).

Por lo cual es importante destacar que algunas sustancias quimicas presentes en
la naturaleza dentro de las plantas o tejidos (es decir, enddgena), tienen un papel
regulador, en lugar de un papel nutricional en el crecimiento y el desarrollo. Estos
compuestos, que son generalmente activos a muy bajas concentraciones, se conocen
como hormonas vegetales (o sustancias de crecimiento de las plantas). Los productos
quimicos sintéticos con actividades fisioldgicas similares a las hormonas vegetales,
suelen denominarse reguladores. Cuando estos productos quimicos son afadidos al
medio de cultivo se les denominan como reguladores de crecimiento, para indicar el
hecho de que han sido aplicados desde fuera de los tejidos (es decir, de manera
exogena) existen varias sustancias reconocidas como reguladores de crecimiento como
son las auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y &cido abscisico.

Sin embargo las auxinas y citocininas son por mucho las mas importantes para la
regulacién del crecimiento, morfogénesis en los tejidos vegetales y sobre todo en el
cultivo in vitro; en esta clase de reguladores sintéticos se ha descubierto una actividad

11



bioldgica, que es igual o mayor que la de los reguladores de crecimiento naturales
equivalentes.

Las auxinas son ampliamente utilizadas en el cultivo de tejidos vegetales y por
lo general forman parte suplementaria de nutrientes en la mayoria de los medios. Las
auxinas promueven, principalmente en combinacién con las citocininas, el crecimiento
de callos y también regulan la morfogénesis de nuevos tejidos.

A nivel celular, las auxinas controlan los procesos basicos dentro de la célula
como la division y elongacion de la misma. Puesto que son capaces de iniciar la
division celular y estan implicadas regularmente en la formacion de los meristemos que
dan lugar a cualquiera tejido. En los tejidos organizados, las auxinas estan involucradas
en el establecimiento y mantenimiento de la polaridad, en plantas enteras su mas
marcado efecto es el mantenimiento de la dominancia apical y la mediacién de
tropismos.

La correcta eleccion de auxinas y su concentracion a la hora de administrarla en
el medio de cultivo depende de; el tipo de cultivo, de crecimiento y/o desarrollo
requerido, la tasa de captacion y de transporte de la auxina al aplicarla al tejido, la
capacidad de la planta para sintetizarla, los niveles naturales y la sintesis enddgena
dentro del explante, la sensibilidad del tejido de la planta a la auxina y la interaccion, en
su caso, entre las auxinas aplicadas y las auxinas enddgenas naturales.

Las auxinas fueron las primeras hormonas que se describieron, su estructura es
un derivado de fenol o el indol, y tienen anillos aromaticos con doble enlace
conjugados, la auxina natural mas aplicada en biotecnologia es el “acido idol-3-
acético”(AlA) y de las auxinas sintéticas las mas utilizadas son acido naftalenacético
(ANA), acido (indol-3) butirico (AIB), Picloram (PIC), 2,4,5-triclorofenoxiacético
(2,4,5-T) y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

Las citocininas comprenden una clase separada de regulador de crecimiento y
desempefian multiples funciones en el control del desarrollo de las planta. Producen
efectos como promover la maduracion de cloroplastos y retrasar la senescencia, pero su
efecto en cultivo de tejidos vegetales es ain mucho maés notable, a menudo junto con
auxinas, se utilizan para estimular la divisién celular y el control de la morfogénesis, y
en lo particular los cultivos tratados con citocininas logran superar la dominancia apical
al inhibir los efectos que los meristemos apicales producen hacia las yemas laterales,
liberandolas de la latencia en las que se encuentran, también pueden hacer que las
células se dividan de forma sincronizada después de un periodo de latencia. Las
citocininas inclusive son muy eficientes en el desarrollo directo o indirecto de nuevo
tejido vegetal, y se utilizan para dicho propésito en combinacion con auxinas. Un
equilibrio entre la auxina y citocinina normalmente proporciona la mas efectiva
organogénesis y en bajas concentraciones se utilizan para la induccién de callo
embriogénico y son ampliamente utilizadas en los sistemas de micropropagacion.
(George et al., 2008).
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La citocininas debe su nombre a su funcién (citoquinesis), derivan de la adenina,
dentro de las citocininas naturales podemos encontrar a 6-y,y-dimetilalilaminopurina
(2iP) y Zeatina (Zea), y de las sintéticas se encuentran la Cinetina (KIN), Benciladenina
(BA) y Tidiazuron (TDZ).

Como ya se menciond anteriormente, existen tres sistemas de micropropagacion:
1) cultivo de nudos, yemas y meristemos (grupos de células que mantienen su capacidad
totipotente) (Hurtado, 1987), 2) organogénesis directa e indirecta y 3) embriogénesis
somatica directa e indirecta. En el cultivo de explantes con meristemos se pueden
regenerar plantulas completas méas rapido que con otras fuentes, ademas dichas plantas
generalmente retienen las caracteristicas genéticas de los progenitores (Hurtado, 1987).

La organogénesis es un proceso de diferenciacién donde los érganos (raiz, tallos,
hojas, etc.) son formados por varias células somaticas, partiendo de un tejido o callo
(masa de células indiferenciadas). Los brotes o raices son inducidos en tejidos que
normalmente no producen estos Organos. La planta regenerada posee estructura
monopolar, desarrollan cadenas procambiales que establecen conexion con el tejido
vascular preexistente disperso dentro del callo o explante cultivado. La organogénesis es
mucho mas comun que la embriogénesis somaética.

La embriogénesis somatica se lleva a cabo a partir de una sola célula del cuerpo
de la planta, formando una estructura bipolar (presenta ambos meristemos el apical y el
radicular) y no tiene conexién vascular con el explante inicial. Y una de las aplicaciones
que mas atrae la atencion es sin duda en su practica aplicacion para la propagacion
vegetativa a gran escala, particularmente debido a la posibilidad de ampliar la
propagacion mediante el uso de bioreactores, ademas en la mayoria de los casos, los
embriones somaticos pueden ser criopreservados lo que hace posible establecer bancos
de germoplasma (George et al., 2008).

Sin embargo en los laboratorios industrializados, los agaves se propagan
principalmente por estimulacion de yemas axilares (meristemos axilares) con el objeto
de producir plantas fenotipica y genéticamente similares para plantaciones comerciales
(Torres-Moran et al., 2010). Como se mencion6 anteriormente, al aplicar la
micropropagacion puede generar variacion somaclonal, que es la variacion genética y/o
fenotipica entre plantas propagadas clonalmente de un solo explante (Kaeppler, 2000) la
cual generalmente es espontanea y los cambios pueden ser heredados (Sanchez y
Jiménez, 2009). Estos cambios ocurren en métodos o procesos cominmente empleados
para el cultivo in vitro de plantas (cultivo de yemas, organogénesis y embriogénesis
somatica) (George et al., 2008). Cuando un tejido pasa por una etapa de
desdiferenciacion con una alta tasa de division celular, se puede generar mayor
variaciéon somaclonal que cuando ocurre un desarrollo directo hacia regeneracién
(Sanchez y Jiménez, 2009).

En algunos casos la variacion somaclonal puede ser usada como herramienta
para inducir variabilidad genética y en el mejor de los casos, obtener caracteristicas
deseables. Por otro lado es indeseable cuando se desea mantener la uniformidad y
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fenotipo con valor agronémico (Sanchez y Jiménez, 2009) lo que en agave ha tomado
gran relevancia gracias a la denominacion de origen (DOT) que posee ya que su
principal industria la industria del Tequila demanda plantas que cumplan estrictamente
las caracteristicas establecidas por la DOT.

Histologia

Para conocer el origen del desarrollo de los brotes generados por distintas vias de
propagacion se requiere del auxilio de técnicas histoldgicas ya que muchas de las
estructuras internas de las plantas resultan imperceptibles o invisibles si no son
sometidas a tratamientos especiales, Curtis-Patifio (1986) menciond que para estudiar
las estructuras internas se deben seguir tres pasos basicos: 1) preparar los tejidos para su
estudio, 2) usar con eficiencia el microscopio y el equipo relacionado, para observar,
estudiar e interpretar criticamente el material, 3) demostrar o/y registrar las iméagenes
microscopicas para ilustrar y discutir los resultados obtenidos. El procedimiento con
ayuda de tinciones diferenciales adquieren un papel imprescindible en el estudio de
tejidos vegetales, ya que la principal dificultad es la falta de contraste entre la célula y el
medio que la rodea, la manera mas simple de aumentar el contrasté es la utilizacion de
colorantes. Estos pueden emplearse para distinguir entre tipos diferentes de células,
tejidos o para determinar la presencia de determinados constituyentes celulares. Las
tinciones en términos general ayudan a contrastar estructuras celulares para que sea mas
visibles al ojo humano (Garcia-Mendoza, 1992). Por lo anterior es necesario utilizar un
protocolo de fijacién, inclusion y tincidn de las muestras a observar, previo a su corte en
micrétomo. Para la fijacion se utilizd PEG el cual es un poliéter que se produce de la
interaccion de 6xido de etileno con agua, y que posee caracteristicas que ofrecen una
excelente cualidad al no ser toxico, se funde facilmente con temperaturas factibles de
lograr con estufas de incubacion (60 °C) y es totalmente soluble en agua. Ademas es
una opcion limpia al no generar residuos toxicos por lo que no son dificiles de manejar
y desechar. Tal y como lo utiliz6 Monroy et al., (2010).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios autores utilizaron la produccion de brotes via organogénesis y proliferacion
axilar, por citar algunos estan Yépez et al. (2001), quienes indujeron organogénesis
indirecta en explantes de Agave cocui Trelease logrando una produccion de 8.8 brotes
en promedio a 8 semanas de cultivo, pero aumentd a quince brotes a los seis meses de
subcultivo al utilizar 10 mg/Lde la citocinina bencilaminopurina. También para la
proliferacion de yemas, Dominguez et al. (2008) aplicaron diferentes reguladores de
crecimiento (citocininas) en varias concentraciones, para la formacion de brotes
axilares, obteniendo un promedio superior a seis brotes en cinco diferentes especies de
Agave (A. tequilana A. cupreata Trel., A. difformis Berger, A. karwinskii Zucc, A.
obscura Schiede y A. potatorum Zucc). Lo que no sefialaron los autores es, si los brotes
producidos son realmente del origen que esperaban. Ya que al no identificar la
procedencia de los brotes se corre el riesgo de obtener variacion no deseada ya que la
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variacion somaclonal en cultivos de A. tequilana puede llegar a producir, cosechas poco
homogéneas, con la posibilidad de perder las caracteristicas importantes del genotipo
original. Por lo anterior es importante identificar el origen especifico de los brotes y de
esa manera comenzar a descubrir una ruta que nos dirija hacia una produccion con
menor variacion. Segun estudios, la menor variacion encontrada es en brotes de yemas
axilares (Torres-Moran et al., 2010), pero al no saber exactamente de qué proceso
proviene el brote, no se puede estimar la variacion con antelacion a la plantacion en
campo, aunado el hecho de que no existe algun reporte en la identificacion del origen de
los brotes para esta especie, ya que es el primer trabajo en su tipo.

Es por ello que en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de
Boténica y Zoologia de la Universidad de Guadalajara-CUCBA se ha establecido como
meta identificar con certeza el origen de los brotes (por proliferacién de yemas u
organogénesis) de diversas especies de Agave mediante el uso de técnicas histoldgicas.

4. JUSTIFICACION

De manera ciclica, en algunos afios la demanda de tequila sobrepasa la oferta de agave
ofrecida por la agricultura tradicional, es por ello que la produccion de agave ha
iniciado una evolucion; de un sistema de agricultura tradicional hacia a un negocio
agroindustrial integrado, haciendo frente al reto de mantener como solucién a largo
plazo el abasto sostenido de plantas de agave sanas y homogéneas. Con la ayuda de la
biotecnologia se tienen diferentes opciones de produccion, como lo es la
micropropagacion. Sin embargo aun quedan muchos problemas por resolver como es la
variacion fenotipica constante de las clonas obtenidas en el proceso. Hoy en dia la
técnica de micropropagacion de yemas axilares es la de mayor aplicacion en la
produccion comercial. Y de antemano se sabe que la variacion es mayor en brotes
obtenidos por la via organogénica que por la proliferacion de yemas axilares, debido a
que en la via organogénica existe division celular acelerada por induccién de las
citocininas. (George et al., 2008). Ademéas de que la organogénesis puede revelar
pequefias mutaciones celulares acumuladas durante la vida del tejido vegetativo. Por lo
anterior se busca dilucidar el origen exacto de los brotes obtenidos, ya que no se conoce
reporte alguno para agave, en especial para Agave tequilana, cuyo propésito sea
verificar el origen de los brotes en el cultivo de tejidos. La informacidn que se genere,
permitird establecer un rumbo hacia procesos de micropropagacion necesarios para
minimizar la variacion genética.

5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1 HIPOTESIS

Las técnicas histologicas permitirdn determinar las diferencias de las estructuras
presentes en los tejidos de origen de brotes obtenidos por organogénesis, proliferacion
de yemas y embriones somaticos.
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5.2 OBJETIVO GENERAL

Definir el origen de los brotes de Agave tequilana generados durante su
micropropagaciéon por proliferacion de yemas y regeneracion organogénica para su
comparacion.

5.2.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar diferentes dosis de la citocininas Benciladenina para la proliferacion de yemas
axilares y regeneracion por organogénesis

Determinar mediante técnicas histoldgicas las diferencias estructurales de los brotes
generados por proliferacidon de yemas y regenerados via organogénesis.

Evaluar diferentes concentraciones de sacarosa e intensidad luminosa para el
enraizamiento de plantas, para su posterior aclimatacién a campo.

Nota: Dentro de este trabajo se realizd6 embriogénesis somética con la finalidad de
obtener resultados comparativos histolégicamente mas no tomados en cuenta como
parte fundamental de los resultados.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron plantas de agave preestablecidas en cultivo in vitro provenientes del
Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Boténica y Zoologia del CUCBA.
Se utilizaron los genotipos 3C, 4C, 7D, 8C, 4A, 4D, 5C con base en seleccién de
hijuelos de rizoma de dos plantaciones comerciales de Agave tequilana Weber variedad
azul certificadas por el Consejo Regulador del Tequila, ubicadas en Ameca Jalisco
pertenecientes al Ing. Rubén Rodriguez Saldivar. También se utilizaron los genotipos
ES2, ES4, Saracho 1, G1, obtenidos de semillas donadas por el Dr. Carlos Ramirez
Serrano de la Universidad de Guadalajara, asi como el genotipo A11H2 procedentes de
Acatic, Jalisco donadas por el Ing. Francisco Javier Gonzalez.

6.2 EXPERIMENTOS

6.2.1 Estimulacion de yemas

6.2.1-1. Estimulacion de yemas en 18 cultivares de tres especies de Agave y la
obtencion de explantes para su comparacion histologica.

Para la proliferacion de yemas se utilizaron 18 cultivares de tres especies de
Agave; A. maximiliana (GO), A. redowskiana (sem01) y A. tequilana (3C, Navarrete A,
4C, 4CH2, 7D, 8C, All1H2, ES2, ES4C1-A02, HCH3, J02, QuirozA, QuirozC,
QuirozD, y Sarachol,).

La reactivacion de los cultivos se utiliz6 medio MS (Murashige y Skoog, 1962)
y vitaminas L2 (Phillips y Collins 1979) adicionado con 5 mg/LBA (concentracion
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obtenida de experimentos anteriores no mostrados), a un pH ajustado a 5.8 y
solidificado con 8 g/L de agar, esterilizados en autoclave por 15 min a 1.2 kg/cm?. Los
cultivos fueron mantenidos en un cuarto de incubacion con un fotoperiodo de 16 h a una
temperatura de 27 °C £ 2 °C después de estar 30 d en el medio con BA, las plantas
fueron trasplantadas a medio sin regulador de crecimiento y suplementado con 2 g/L de
carbdn activado para promover el crecimiento de los brotes estimulados, los resultados
seran evaluados cuantitativamente debido a que no se cuenta con el material suficiente
para realizar un analisis estadisticamente significativo, sin embargo el resultado que se
obtenga tendra significancia desde el punto de vista anatdbmico ya que las muestras
obtenidas seran Utiles para su comparacion histologica.

6.2.1-2. Mejora en la estimulacion para la proliferacion de yemas, y obtencion de
explantes para su comparacion histoldgica.

Para conocer lo que sucedié con los experimentos anteriores (no mostrados)
donde se obtuvo produccion de brotes, se evaluaron diferentes concentraciones de BA
(0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg/L), (cuadro.2) para mejorar la propagacion de agave por esta
via, Dominguez et al. (2008) utilizaron estas concentraciones, y otras citocininas para la
propagacién de varias especies de agave (A. cupreata, A. difformis, A. karwinskii, A.
obscura y A. potatorum.). En el presente experimento se evaluaron las cinco dosis antes
mencionadas-en A. tequilana (genotipo ES4, ya que fue el utilizado en experimentos
anteriores) con estimulacion previa en algin momento de su cultivo in vitro, asimismo
se utilizaron plantulas sin estimulacion previa de meristemos axilares. El experimento
tuvo una duracién de 30 d. Posteriormente las plantas se trasplantaron a medio de
crecimiento durante un periodo igual al de estimulacion.

6.2.1-3. Estimulacion continua y subcontinua en sustrato liquido y sélido para la
proliferacion de yemas y la obtencion de explantes para comparacion histoldgica.

Multiplicacién de brotes en medio MS suplementado con 5 mg/Lde BA, fueron
evaluados seis tratamientos (T1; estimulacion continua (donde el explante tiene contacto
todo el tiempo con el medio), sustrato liquido, T2; estimulacion continua, sustrato
solido, T3; estimulacion sub-continua (donde el explante tiene contacto con el medio
solo por intervalos de tiempo definidos combinados con intervalos donde el explante no
tiene contacto con el medio), sustrato liquido, T4; estimulacion sub-continua, sustrato
solido, T5; testigo, sustrato sélido, T6; testigo, sustrato liquido), con seis repeticiones en
cada uno. Los tratamientos con estimulacion continua (T1y T2) y los testigos (T5 y T6)
fueron trasplantados cada tres semanas a medio MS con 5 mg/Lde BA y MS
suplementado con 2 g/L de carbdn activado respectivamente, en los tratamientos de
induccion subcontinua (T3 y T4) el trasplante se realizdé cada semana a MS con 2 g/L
carbén activado alternando con MS con 5 mg/Lde BA. Los testigos no contenian
regulador de crecimiento. Los tratamientos T1, T3 y T6 se pasaron por medio liquido
alternandose con medio solido con excepcion del tratamiento T1 que siempre
permanecio en él medio liquido aunque se le realizaran sus respectivos trasplantes
(cuadro.2).
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6.2.2. Organogénesis
6.2.2-1. Organogénesis, evaluacion del efecto de tres citocinina distintas combinada con
una auxina y la obtencion de explantes para comparacion histoldgica.

Evaluacion del efecto de tres citocininas distintas combinada con una auxina en
plantas de A. tequilana micropropagadas in vitro de genotipos embriogénicos
(comprobados en experimentos anteriores), procedentes del Instituto de Botanica de la
Universidad de Guadalajara CUCBA. Para la realizacion del medio de cultivo se utilizé
concentrado de medio LOG el cual es una modificacion del medio MS con una
reduccion de NH;NO; a 5 mM (Castro-Concha et al., 1990), y vitaminas L2 adicionado
con 2iP (0.0, 0.5, 5.0, 10.0, 15.0 mg/L) Kin (0.0, 0.5, 5.0, 10.0, 15.0 mg/L) BA (0.0, 0.5,
5.0, 10.0, 15.0 mg/L), en combinacién con la auxina 2-4,5-T con dos dosis (0.2 y 2.0
mg/L), (cuadro.2). Utilizando explantes de hoja con pequefias heridas en el contorno de
la misma, esto con la finalidad de producir organogénesis, se obtuvieron 30 tratamientos
con cuatro repeticiones cada una logrando como resultado 120 unidades experimentales,
el pH fue ajustado a 5.8 y solidificado con 8 g/L agar, esterilizados en autoclave por 15
min a 1.2 kg/cm®. Los cultivos fueron mantenidos en un cuarto de incubacién con un
fotoperiodo de 16 h. luz por 8 h. de oscuridad a una temperatura de 27 + 2 °C.

6.2.2-2. Organogeénesis, evaluacion de siete genotipos de A. tequilana previamente
micropropagados in vitro y obtencion de explantes para comparacion histoldgica.

Se evaluaron siete genotipos de Agave tequilana (G1, 4A, ES4, 7D, 4C, 4D, 5C)
previamente micropropagados in vitro procedentes del Instituto de Botanica de la
Universidad de Guadalajara CUCBA. Sometidos a dos tratamientos distintos en el cual
se aplicaron dos auxinas diferentes 2,4-D (3 mg/L) y 2,4,5-T (3 mg/L), en combinacién
de la citocinina BA (0.3mg/L), (cuadro 1) se utiliz6 concentrado MS (Murashige y Skoog
1962) adicionados con vitaminas L2 (Phillips y Collins 1979)y como material de soporte
se utilizaron 4 mg/Lde Phytagel™, el pH del medio fue ajustado a 5.8, y fue esterilizado
en autoclave por 15 min a 1.2 kg/cm? Como explantes se utilizaron trozos de hoja de
alrededor de 0.5 cm en los cuales se realizaron pequefias incisiones laterales las cuales
se busco que tuviesen contacto directo con el medio de cultivo por lo cual se obtuvieron
dos tratamientos uno con dos repeticiones y otro con solo una repeticion debido al
material vegetal con el que se tuvo, obteniendo finalmente 21 unidades experimentales,
los materiales fueron colocados en una sala de incubacion con un fotoperiodo de 16 h a
una temperatura de 27 + 2 °C, en la cual permanecieron por un periodo de 30 d para
después ser transferidas a un medio libre de reguladores de crecimiento (cuadro 2) en
donde pudieran expresar los efectos producidos por los reguladores con mayor
efectividad.
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GENOTIPO

R.C. Gl 4A ES4 7D 4C 5C 4D
R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1 R2
R2 R2 R2 R2 R2 R2
R1 R1 R1 R1 R1 R1 R1

R.C = Reguladores de crecimiento. / GEN = Genotipo.

Cuadro 1: Experimento 6.2.2-2 Combinacion de auxinas y citocininas con los siete genotipos en
el cual el tratamiento con 2, 4,5-T y BA posee dos repeticiones por tratamiento.

6.2.3 Experimento para la induccion al proceso de embriogénesis somatica y
obtencion de explantes para su comparacion histoldgica.

La induccion de explantes de hoja y de raiz de plantas de Agave tequilana se
realiz6 en medio MS adicionado de 2 mg/Lde 2,4-D y 0.3 mg/Lde BA (Portillo, 2006)
en cajas Petri con 25 ml de medio, esto para generar callo. Teniendo el callo se procedio
a promover la expresion de los embriones en cuatro tratamientos con cuatro
repeticiones. Los tratamientos T1 y T2 se aplicaron con medio liquido; el medio se
suplementd con 40 y 80 mg/Lde adenina respectivamente en biorreactor de inmersién
temporal Orbitabién® (OB) y los tratamientos T3 y T4 en medio sélido en cajas Petri,
también con 40 y 80 mg/Lde adenina (cuadro 2). Los cultivos se incubaron con un
fotoperiodo de 16 h a una temperatura de 27 + 2 °C. Después de un mes en el medio de
expresion, el material vegetal fue llevado a medio solido con las mismas
concentraciones de adenina antes sefialadas para que los embriones somaticos
expresados continuaran con su crecimiento.

6.2.4 Técnicas histolégicas para la comparacion de estructuras de explantes de
proliferacién de yemas, organogénesis y embriogénesis.

Para la realizacion de los cortes se tomaron muestras con ayuda de técnicas
histologicas de explantes de 1.0-1.5cm. (Monroy et al., 2010) de cada uno de los
procesos de micropropagacién con los que se trabajé (Proliferacion de yemas axilares,
organogeénesis y embriogénesis somatica) para incluirlas con polietilenglicol (PEG) de
peso molecular 1450. Se realizaron los cortes histoldgicos de 15 um con un micrétomo
de rotacion (Reichert modelo 860) y sometieron a un tratamiento de tincion mediante
aplicacion de gotas directas de los colorantes en el porta objetos, con el cual se busco
contrastar las estructuras con el medio circundante utilizando acetocarmin para la
tincion de nacleos celulares gracias a su afinidad a los acidos y azul astral con el cual se
tifien las paredes celulares y citoplasmas. Cada una de las muestras se observaron con la
finalidad de poder comparar las diferencias existentes entre unas y otras de acuerdo a
Monroy et al. (2010). Para la preparacion de las muestras el PEG se fundi6 en un rango
de temperatura de 56 a 60 °C en vasos de precipitado de vidrio, en una concentracion
1:4 (PEG: agua desionizada). Una vez preparada la mezcla, las muestras fueron
depositadas en la solucion (figura 2) y los vasos se colocaron en una estufa de secado
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gue mantenia la misma temperatura que fue utilizada para la fundicion del PEG hasta
que el agua se evaporo. Luego de evaporada el agua se procedié a cambiar las muestras
a PEG puro y limpio por 24 h. para permitir su inclusion total, después de que el
proceso concluyera se colocaron las muestras en moldes de plastico (figura 2), donde se
cubrieron de PEG vy dejaron solidificar a temperatura ambiente. Los bloques
solidificados se fijaron a cubos de madera incluidos previamente en PEG, para proceder
a cortar secciones de 15 um en micrétomo.

L giiat’
W:/%///.?f'f///}g;

4

Figura 2. Preparacién de plantas de Agave teuilana para su inclusién en PEG. a) Plantas
procedentes de los experimentos de cultivo in vitro, b) Plantas preparadas para su inclusion en
PEG, c) Plantas en la solucion de PEG, d) Plantas en PEG limpio listas para su encapsulado, e)
Plantas encapsuladas, f) Capsula montadas en un bloque de madera para su corte en micr6tomo

6.2.5 Preparacion para ex vitro (enraizamiento)

Para el enraizamiento, plantas de Agave tequilana del genotipo ES4 fueron
seleccionadas (tratando de tener la mayor homogeneidad entre ellas) y transferidas a
medio MS, con diferente concentracion de sacarosa (3, 6, 9 y 12 g/L), (cuadro.2).
Esto segln resultados obtenidos en experimentos anteriores no mostrados utilizados
para el proceso de enraizamiento. Algunos autores (Robert et al., 1987; Santacruz-
Ruvalcaba et al., 1999) utilizaron auxinas para facilitar el enraizado de plantas de
agaves. En este caso no se utilizaron debido a que se ha observado que sin ellas las
plantas generan una raiz resistente capaz de sobrevivir al proceso de trasplante a ex
vitro. Se evaluaron también tres invernaderos con condiciones distintas y la sala de
incubacidn, con diferente intensidad luminica cada uno
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(1431, 7326, 14087 y 19868 Ix) y una temperatura de (27, 29, 30 y 30.5 °C),
respectivamente siendo el cuarto de incubacion el de menor intensidad luminica y
temperatura. Cada ambiente conté con ocho plantas, dos de cada concentracion de
sacarosa. El proceso dur6 45 d.

Para el trasplante a ambiente ex vitro se utilizaron charolas de 60 cavidades con
sustrato conformado de 50% de turba de musgo, 25% de arena de rio y 25% de agrolita.

El proceso de lavado de las plantas consistié en colocarlas en agua tibia (40 °C)
para que el agar se ablandara y asi sacar las raices del medio sin causarles dafio.
Teniendo las plantas limpias se pasaron a las charolas con el sustrato antes preparado y
humedecido a capacidad de campo, y colocadas dentro de un invernadero con una
intensidad luminosa de 8013 Ix y una temperatura de 36 °C para su aclimatacién. Las
plantas fueron asperjadas con fungicida de contacto (TITANIC® 75 PH) 23 g/L el dia de
trasplante y con sistémico (Robust R®) 6 g/L al tercer dia después del establecimiento,
esto para evitar infeccion por microorganismos (Abreu E et al., 2007).
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Medio utilizados

100 mL/L (MS) + VL2 + 5 mg/L (BA) + 8 g/L (agar) pH 5.8

Medio 1.-6.2.2
100 mL/L (MS) + VL2 + 2 g/L (CA) + 8 g/L (Agar) pH 5.8

100 mL/L (MS) + 0.0 mg/L (BA) + 8 g/L (Agar) pH 5.8

100 mL/L (MS) + 0.5 mg/L (BA) + 8 g/L (Agar) pH 5.8

100 mL/L (MS) + 1.0 mg/L (BA) + 8 g/L (Agar) pH 5.8

medio 2.- 6.2.1-2
100 mL/L (MS) + 1.5 mg/L (BA) + 8 g/L (Agar) pH 5.8

100 mL/L (MS) + 2.0 mg/L+ 8 g/L (Agar) pH 5.8

100 mL/L (MS) + 2 g/L (CA) + 8 g/L (Agar) pH 5.8

100 mL/L (MS) + 5 mg/L (BA) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

100 mL/L (MS) + 5 mg/L (BA) pH 8.5

medio 3.- 6.2.1-3
100 mL/L (MS) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

100 mL/L (MS) pH 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.0 mg/L (2IP) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.0 mg/L (2IP) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.5 mg/L (2IP) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

)
)
100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.5 mg/L (2IP) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5
)
)

100 mL/L (LOG) + VL2 + 5.0 mg/L (2IP) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 5.0 mg/L (2IP) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 10.0 mg/L (2IP) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 10.0 mg/L (2IP) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 15.0 mg/L (2IP) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 15.0 mg/L (2IP) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.0 mg/L (KIN) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.0 mg/L (KIN) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.5 mg/L (KIN) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.5 mg/L (KIN) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 5.0 mg/L (KIN) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

Medio 4.- 6.2.2-1
edio 4-6 100 mL/L (LOG) + VL2 + 5.0 mg/L (KIN) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 10.0 mg/L (KIN) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 10.0 mg/L (KIN) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 15.0 mg/L (KIN) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 15.0 mg/L (KIN) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.0 mg/L (BA) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.0 mg/L (BA) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.5 mg/L (BA) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 0.5 mg/L (BA) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 5.0 mg/L (BA) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 5.0 mg/L (BA) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

P P PN P P P P P e N e

100 mL/L (LOG) + VL2 + 10.0 mg/L (BA) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 10.0 mg/L (BA) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 15.0 mg/L (BA) + 0.2 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (LOG) + VL2 + 15.0 mg/L (BA) + 2.0 mg/L (2,4,5-T)+ 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (MS) + VL2 + 3 mg/L (2,4,5-T) + 0.3 mg/L (BA) + 4 mg/L (Phytagel™) pH 8.5

Medio 5.- 6.2.2-2 100 mL/L (MS) + VL2 + 3 mg/L (2,4,-D) + 0.3 mg/L (BA) + 4 mg/L (Phytagel™) pH 8.5

100 mL/L (MS) pH 8.5

100 mL/L (MS)+ 2 mg/L (2,4-D)+ 0.3 mg/L (BA) + 8 g/L (Agar)Ph 8.5

100 mL/L (MS)+ 40 mg/L (Adenina) pH 8.5

Medio 6.- 6.2.3 100 mL/L (MS)+ 80 mg/L (Adenina) pH 8.5

100 mL/L (MS)+ 40 mg/L (Adenina)+ 8 g/L (agar) pH 8.5

100 mL/L (MS)+ 80 mg/L (Adenina) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

100 mL/L (MS)+ 3 g/L (Sacarosa) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

100 mL/L (MS)+ 6 g/L (Sacarosa) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

Medio 7.-6.2.5
edio 100 mL/L (MS)+ 9 g/L (Sacarosa) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

100 mL/L (MS)+ 12 g/L (Sacarosa) + 8 g/L (Agar) pH 8.5

Cuadro 2: medios utilizados en los experimentos.
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6.3 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados fueron analizados con el paquete estadistico STATGRAPHICS® con
pruebas F (Andlisis de Varianza) y comparaciones mdultiples de medias de LSD
(diferencia minima significativa).

7. RESULTADOS
7.1.1 Estimulacion para la proliferacion de yemas

7.1.1-1) Estimulacion de yemas en 18 cultivares de tres especies de Agave para la
obtencion de explantes para posterior comparacion histologica.

El genotipo que generd mas brotes fue el GO de A. maximiliana con trece unidades y
en segundo lugar estan los genotipos Quiroz D de A. tequilana y semOl de A.
redowskiana con siete individuos. Los otros genotipos tuvieron menor productividad o
incluso nula (figura 3). Quiza esto sea debido a que estuvieron demasiado tiempo en
letargo o inactivos en medio MS de mantenimiento. O incluso el genotipo y la
interaccion con el regulador de crecimiento Garriga et al. (2010) mencionan que con A.
fourcroydes Lem. Al inicio del cultivo presenta un fendmeno semejante y utilizan otra
citocinina en combinacion con BA para romper el de las yemas. Lo que nos indica que
la estimulacion es un proceso complejo en el cual interactia mas de un factor ya sea
intrinseco o extrinseco, ya gque no todas las muestras reaccionaron de la misma manera.
Para el trabajo histologico se tomaron como muestra explantes de A. tequilana.

Figura 3. Proliferacion de yemas axilares en Agave tequilana y A. redowskiana, a) Produccion
de brotes de A. tequilana b) A. redowskiana sin produccién de brotes.

7.1.1-2) Estimulacion para la proliferacion de yemas con diferentes concentraciones de
BA, y obtencion de explantes para comparacion histoldgicas

Donde se evaluaron diferentes concentraciones de BA utilizando plantas con y
sin estimulacion previa. Los resultados arrojaron significancia estadistica (P = 0.0132)
para el nimero de brotes generados en los explantes previamente inducidos, con una
promedio de 3.5 brotes por explante, contra 0.9 en los explantes sin induccion previa.
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Los resultados obtenidos con el factor analizado, resultan congruentes, ya que
los explantes con induccién previa, regularmente siguen presentando un patrén de
proliferacion de brotes, aun cuando se les ha transferido a un nuevo medio con dosis
bajas de citocinina, como es el caso en el presente estudio. De acuerdo con Garriga et
al. (2010) donde utilizando cuatro diferentes concentraciones de BA (0.25, 0.50, 0.75 y
1.0 mg/L) en combinacion con 1 mg/Lde la auxina acido indolbutirico (AIB) en Agave
fourcroydes Lem., obtuvieron con 0.75 mg/Lde BA y 1 mg/Lde AIB un alto nimero de
brotes. También Ramirez-Malagon et al. (2008) mencionan que al utilizar dosis bajas de
reguladores de crecimiento, en este caso BA, se genera la mejor produccion de brotes.

Por otro lado la influencia de las diferentes dosis utilizadas de BA, no presento
diferencia estadistica (P = 0.0665), al igual que la interaccién entre éstas y el factor
induccioén (P = 0.4649), lo que resalta la enorme influencia que poseen los explantes por
efecto de inducciones acumulativas pasadas, y posiblemente a la interaccion entre los
genotipos que integran los cultivares utilizados, ya que a pesar de trabajar con un
cultivar en particular, es conocido que existe variabilidad genética entre los individuos
que lo integran (Torres-Moran et al., 2010). Es importante mencionar que cuando las
plantas fueron trasplantadas a medio sin regulador de crecimiento continuaban con la
produccion de brotes al mismo tiempo que la produccién de raiz esto quizas debido al
efecto residual de la citocinina (figura 4).

Figura 4. Efecto de inducciones acumulativas posteriores en la morfogénesis de plantas de
Agave Tequilana. a) A. tequilana en medio de proliferacién mostrando un brote axilar. b)
Plantas en medio con carbon activado después de estar en medio de proliferacion. c) Produccion

de raiz en medio suplementado con carbon activado sin reguladores de crecimiento.

7.1.1-3) Estimulacién continua y subcontinua en sustrato liquido y sélido para la
proliferacion de yemas, y obtencion de explantes para comparacion histolégica.

Los resultados indicaron que los factores analizados (induccion; continua y
subcontinua, y estado; sélido y liquido) para la variable ndmero de brotes es
significativa estadisticamente (P = 0.0166 y P = 0.0102 respectivamente), pero al
ponerlos en interaccion no fue significante (P = 0.4803). Mostrando que al utilizar
medio liquido existe méas productividad de brotes con un promedio de 4.3 brotes que
cuando se utiliza sustrato sélido con 1.4 brotes. Es importante sefialar que las plantas
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utilizadas para el experimento, no tenian induccion previa con ningun regulador de
crecimiento, de ahi el hecho de que la productividad de brotes sea baja. Otro dato
importante de resaltar es el hecho de que las plantas que permanecieron en medio
liquido se hiperhidrataron, proceso en el cual las hojas de las plantas se ponen turgentes
y translucidas por la excesiva absorcion de agua, ademas de presentar mayor oxidacion
de lo que normalmente es encontrada en los explantes. Esto debido a que las plantas
tienen un contacto continuo con el agua por lo cual se recomienda para evitar el efecto
de hiperhidratacion que el agua sea menos accesible para las plantas en el medio y esto
puede lograrse al adicionar una cantidad mayor de gelificante al medio para asi
disminuir el acceso de la planta al agua presente en el medio (Figura 5) (Castro-Concha
et al., 1990). En las plantas testigo fue encontrada la formacion de raices ya que no
presentaba regulador de crecimiento este efecto es obtenido gracias a que las hormonas
endogenas pudieron expresarse al no tener un estimulo externo (Figura 5).

Figura 5. Estimulacion continGa y subcontinta en medio liquido y sélido. a) Muestra oxidacién
e hiperhidratacion ademas de proliferacion de yemas. b) Se observa la gran produccién de
brotes en medio liquido. c¢) Testigo con raiz, debido a la ausencia de citocinina en el medio.

7.1.2 Resultados obtenidos de experimentos de induccidn a organogénesis, para
obtener explantes para comparacion histologica

7.1.2-1) Organogénesis, evaluacion del efecto de tres citocininas distintas combinadas
con una auxina, obtencién de explantes para comparacion histoldgica

Los resultados no pudieron ser evaluados de manera estadistica debido a que el
material no era lo suficientemente amplio como para valorarlos, esto debido a
problemas de contaminacion y escases de material vegetal con el cual se comenz6 a
trabajar, sin embargo los resultados cualitativos muestran que el tratamiento 28 (10
mg/LBA + 2 mg/L2,4,5-T) (figura 6) fue el mejor en lo que a organogénesis directa se
refiere ya que los brotes generados fueron directamente del explante y no de callo y
tanto en el aspecto fisico y numérico son superiores a los tratamientos que también
generaron organogénesis directa que son el 25 y el 26.

25



En comparacion los brotes generados por el tratamiento 28 (figura 6) lucen menos
friables, de una coloracion verde intensa con una estructura uniforme y aglomerados en
un mismo sitio, y fueron estos brotes los que se utilizaron para los procesos de cortes
histolégicos para su comparacion y estudio, Martinez-Palacios (2003) mencioné que la
obtencion de organogénesis directa en A. victoria Reginae fue de manera ocasional
utilizando también la combinacién de una auxina y una citocinina. Los demas
tratamientos generaron actividad escasa o completamente nula a la respuesta esperada
esto quizas por el genotipo el cual respondié de manera distinta.

Figura 6. Brotes obtenidos por medio de organogénesis directa en explantes de hoja de Agave
tequilana. a) Brote adventicio proveniente directamente del explante. b) Dos brotes adventicios
originados sobre el mismo explante. ¢) Brote generado sobre explante de hoja de agave
tequilana.

7.1.2-2) Organogénesis evaluacion de siete genotipos de A. tequilana previamente
micropropagados in vitro para obtencion de explantes para comparacion histoldgica

Al igual que en el experimento anterior el material fue muy escaso como para ser
evaluado estadisticamente por lo cual se recurrié a valorar los resultados de manera
cualitativa mas que cuantitativa, por lo que se observo que solo tres de los tratamientos
respondieron de manera sobresaliente en lo que a la generacion de tejido organogénico
se refiere (Figura 7), donde la combinacion de (2,4,5-T 3 mg/L+ BA 0.6 mg/L) con el
genotipo G1 en ambas repeticiones origino gran cantidad de rizogenesis y yemas con
aspecto globular y de una coloracion verde intenso.

Lo cual parece indicar la iniciacion de un brote adventicio, de igual manera en
los tratamientos en el cuales se sometieron los genotipo 4A y 4D, en combinacion con
las dosis de (2,4-D 3 mg/L+ BA 0.3 mg/L) vy (2,4,5-T 3 mg/L+ BA 0.6 mg/L). Se
origin6 gran cantidad de material organogénico como es la rizogenesis y la generacion
de brotes adventicios, en estos tratamientos los brotes se distinguieron por presentar una
forma globosa muy marcada (figura 7) y en ellos se logré identificar perfectamente el
origen de los brotes.
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Figura 7. Evaluacion de siete genotipos de Agave tequilana previamente micropropagados in
vitro. ay b) R1 del genotipo G1 en donde se presenta la rizogénesis y pequefias protuberancias
que asemejan a ser brotes. ¢ y d) Produccion de tejido nuevo en el tratamiento donde el genotipo
4A en combinacién de (2,4-D 3 mg/L+ BA 0.3 mg/L) y el genotipo 4D en combinacion de
(2,4,5-T 3 mg/L+ BA 0.6 mg/L) genera tanto raiz como brotes adventicios de forma globular
muy marcada.

7.1.3 Resultado experimento embriogénesis somatica

Los analisis muestran que ninguno de los factores probados (medios: solido y liquido,
contenedor: OB y cajas Petri, explantes: raiz y hoja) son estadisticamente significativo
para la formacion de embriones somaticos, ya que los valores de P son superiores a
(0.05), igualmente en sus interacciones. Pero se observa que en medio solido el
promedio de embriones es mayor (21.625) que con OB (11.375). A diferencia de
Portillo (2007) el cual utilizando el OB obtuvo como resultado la produccién de
embriones somaticos con un promedio de 120 embriones, utilizando la misma induccién
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que el presente trabajo. Por lo cual se asume que el factor que determina la produccién
de embriones somaticos no es ni el medio, el contenedor o el explante si no quizas las
caracteristicas del genotipo de la planta en respuesta a los reguladores o algun factor
externo como temperatura, humedad, reguladores de crecimiento o fotoperiodo por lo
cual se recomienda hacer un trabajo en la busqueda de resultados analizando estos
factores.

Al utilizar 40 mg/Lde adenina, el promedio de embriones es mayor (23.5) que
cuando se usan 80 mg/L (9.5), esto en los dos tipos de contenedores (caja Petri y OB) a
diferencia de lo propuesto por Portillo (2007) el cual menciona que la adenina
funcionaria mejor a una dosis mayor de 40 mg/Llo cual en el presente trabajo resulto ser
contradictorio, por lo que el probar con dosis mas bajas 0 una combinacién con alguna
auxina, a una dosis muy baja, podria dar resultados mas favorables respecto a la
produccion de embriones ya que la adenina actia de manera similar a una citocinina y
es probable que el efecto sea complementado por alguna auxina adicionada al medio. En
cuanto al tipo de explante utilizado a partir de hoja la produccion de embriones
somaticos es mayor (27.8) y se incrementa al utilizar medio sélido (34.5).

7.1.4 Resultados técnicas histologicas

La utilizaciébn de PEG para realizar los cortes histologicos de A. tequilana fue
satisfactoria, ya que permitié observar las distintas caracteristicas presentes en los
tejidos de brotes de A. tequilana provenientes de diferentes sistemas de
micropropagacion y regeneracion (proliferacion de yemas axilares, organogénesis,
embriogénesis somatica).

Ademéas de poder comprobar que en sistemas de propagacion se pueden
manifestar mas de dos tipos de brotes como es el caso del proceso de proliferacion de
yemas donde gracias a los cortes se pudo constatar la presencia de puntos
organogénicos actuando a la par de los de las yemas (figura 8). Con lo que se puede
interpretar que los métodos de propagacion no son exclusivos de un solo tipo de
propagacioén, y hace pensar que los métodos para eliminar o disminuir la variacién
somaclonal no pueden ser del todo seguros hasta poder identificar con exactitud los
fendmenos causantes de la participacion dual de los procesos (proliferacion y
organogeénesis) dentro de un mismo protocolo de produccion.
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Figura 8. Participacion dual de los procesos de organogénesis y proliferacion de yemas en un
mismo tejido. a) Proliferacion de yemas axilares Agave tequilana, b) Corte histol6gico de yema
axilar (flecha negra) de A. tequilana acompafiada de dos centros organogénicos (flechas
blancas), luego de la estimulacion hacia la proliferacién de yemas.

7.1.4-1 Resultados cortes histoldgicos proliferacién de yemas axilares

Los cortes provenientes de explantes micropropagados mediante la técnica de
proliferacion de yemas manifestaron gran cantidad de cristales de oxalato de calcio
(rafidios) los cuales se sabe que su principal funcién es la de ser un mecanismo de
defensa contra depredadores, ademas de presentar gran porcentaje de su tejido con
estructuras diferenciadas y definidas, entre ellas encontramos estructuras de conduccién
(vasos, fibras), yemas en plena manifestacion de gran actividad mitética para la
formacion de nuevos brotes de manera organizada y abundante (figura 9).
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Figura 9. Cortes de explante proveniente de proliferacion de yemas. a) Explante in vivo antes
de ser sometido a la fijacion en polietilenglicol, b) yema meristemética activa c) tejidos de
conduccion (vasos helicoidales), y cristales de oxalato de calcio, d) misma imagen anterior
donde el tejido es observado mediante un difractor de luz, en el cual con flechas se sefialan los
tejidos de conduccion y los rafidios presentes en el tejido.

7.1.4-2 Resultados cortes histolégicos organogénesis

El PEG permitid tener cortes histoldgicos de buena calidad que con ayuda de la tincion
diferencial realizada con acetocarmin y azul astral, se logré ubicar en los tejidos de
explantes provenientes de organogénesis, o al menos en este experimento, escases de
materiales y estructuras encontrados en los cortes de proliferacion como son los cristales
de oxalato de calcio y tejido especializados, lo cual debe ser consecuencia a la ruta
morfogénica de las plantas, ya que en la organogénesis los tejidos son sometidos a
procesos de desdiferenciacion lo cual altera su fisiologia, sin embargo la manifestacion
de tejido organizado hacia centros organogénicos dentro del tejido (figura 10), hace
suponer que se prepara para la generacion de puntos organogénicos de los cuales se
pueden obtener brotes adventicios, aunque no se encuentra evidencia de actividad de
células en citocinesis lo cual puede deberse a la calidad del corte no tanto del tejido.
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Figura 10. Cortes de explante proveniente de organogénesis. a) Explante ex vitro con un brote
proveniente de organogénesis antes de ser sometido a la fijacién en PEG, b) Tejido organizado,
en su mayoria parenquimatoso, en direccién hacia centros organogénicos adyacentes dispersos
dentro del mismo tejido (flecha negra) ¢) Organizacion de tejido de forma céntrica adyacente
dentro del tejido parenquimatoso.

7.1.4-3 Resultados cortes histologicos embriogénesis somatica

Los cortes de explantes provenientes de embriogénesis somatica presentaron gran
similitud a los provenientes de proliferacion de yemas, ya que contaban con gran
actividad tanto como citocinesis y elongacion dentro del tejido (figura 11), aunque no
organizado en centros organogénicos adyacentes como los encontrados en los cortes
obtenidos de organogénesis esto muy probablemente porque la ruta morfogénica del
tejido es mucho mas estable y presenta menos cambios que los tejidos inducidos para la
organogénesis , ademas de poseer paredes celulares gruesas, y elementos de defensa
como los cristales de oxalato de calcio y estructuras definidas en los elementos de
conduccion, también se presentan yemas activas, esto debido que los explantes
provenientes de embriogénesis somatica poseen desde su origen una cronologia
continua en la formacion de estructuras internas formandose completamente desde una
sola célula que presenta polaridad asimétrica en sus primeras divisiones (Portillo, 2006).

31



Figura 11. Cortes de explante proveniente de organogénesis. a) Explante ex vitro proveniente
de embriogénesis somatica antes de ser incluido en PEG, b) Corte observado a un aumento de
4x en la cual se observa la estructura completa del corte, c) Yema axilar observada 10x donde se
aprecia la gran cantidad de nlcleos celulares activos para la formacion de un brote nuevo, d)
Misma yema observada a un aumento 40x donde se observan las células con actividad y con
nucleos celulares definidos, e) Cristales de oxalato de calcio observados gracias a un difractor
de luz en el lente, f) Estructuras de conduccion definidas dentro del tejido (vasos helicoidales y
fibras).

7.1.5 Resultados obtenidos para adaptacion a condiciones ex vitro (enraizamiento)

7.1.5-1) Enraizamiento

Al realizar el andlisis se encontré que las diferentes concentraciones de sacarosa y los
distintos ambientes probados, estadisticamente no tienen diferencia significativa en la
variable de respuesta nimero de raices. Ya que los valores de P fueron superiores a
0.05, de acuerdo con Enriquez et al. (2005), donde sefialan que con MS en dos
concentraciones y sin reguladores de crecimiento no fue significativa, ya que las plantas
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formaron raiz en igual cantidad. Salazar et al. (2009) también utilizaron el
enraizamiento de Agave cucui Trelease sin reguladores de crecimiento. Al analizar la
otra variable (tamafio de raiz) se encontrd que el factor ambiente si tiene influencia en la
raiz, ya que el valor de (P = 0.0130), observandose que en los ambientes con menor
intensidad luminica presentaron los mayores tamafios, resaltando que el mayor fue
encontrado en el cuarto de cultivo (testigo). El factor sacarosa no es significativo con
valor (P = 0.4450), aunque donde se observd mayor tamafo fue en el tratamiento con
3% (figura 12).

Figura 12. Tratamiento con 3% de sacarosa con diferente intensidad luminica. a) 19,868 Ix, b)
14,087 Ix, c) 7,326 Ix, d) 1,431 Ix. Mostrando que a menor intensidad el tamafio de la planta
aumenta.

En el andlisis de la variable tamafio de planta ambos factores (sacarosa y ambiente)
fueron significativos con valores de (P = 0.0148) y (P = 0.0058) respectivamente,
observandose que cuando el medio de cultivo tiene menor concentracién de sacarosa,
las plantas se ven con mayor tamafio. Esto quizas a que la plantas son estimuladas para
producir sus propias azucares, de igual manera que con las plantas de diferentes
ambientes, entre menor sea la intensidad luminica. EI tamafio aumenta per esto quizas
pueda deberse a los efectos de etiolacion propias de las plantas al buscar mayor cantidad
de luz lo que no indica que las plantas por ser mas grandes sean mas sanas (figura 13).
Estos resultados son pertenecientes a las observaciones de cuando la plantas se
encontraban en cultivo in vitro.
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Figura 13. Evaluacion de la interaccion de los factores ambiente y tamafio de planta. Donde se
observa gue a menor intensidad luminica (Lx) mayor tamafio en cm de planta.

7.1.5-2) Aclimatacion a condiciones ex vitro

Cuando las plantas fueron llevadas a condiciones de invernadero, se obtuvo que el
factor sacarosa no es estadisticamente significativo para la variable de respuesta, tamafio
de planta con un valor de (P = 0.9584) (figura 14), esto nos dice que al utilizar
cualquiera de las concentraciones de sacarosa se obtendran los mismos resultados
estadisticamente, en contraste con el otro factor (ambiente, mostrado en la figura

anterior) , ya que en este caso el valor de (P = 0.0497) aunque tiene poca significancia
muestra que las diferentes locaciones intervienen en el tamafio de la planta.

TAMANO DE HOJA

20

15

10

9%

Sacarosa

Figura 14. Tamafio de hoja en cm, no es estadisticamente significativo en relacion a la
concentracion de sacarosa, la figura muestra el tamafio de la hoja de los distintos tratamientos
entre si, observandose que los valores son muy cercanos de un tratamiento de concentracion de

sacarosa a otro.
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Para el numero de hojas, arrojo que los factores analizados no tienen influencia
en el crecimiento de la planta, ya que los valores de (P = 0.05) fueron mayores a 0.05.
Cabe mencionar que durante el cultivo in vitro existieron algunas pérdidas (por
contaminacion del medio) (figura 15), pero ya estando en condiciones ex vitro las
plantas que se encontraban en medios contaminados presentaron una sobrevivencia del
100%.

Figura 15. Contaminacion in vitro y establecimiento ex vitro de explantes. a) Contaminacion
por hongo, generada in vitro. b) Agaves procedentes de cultivo in vitro.
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8. CONCLUSIONES

1. Para la proliferacion de yemas se observo que en las plantas con estimulaciones
previas con Benciladenina, la generacion de brotes es mucho mayor que en las que
no han sido inducidas, también se encontré que en medio liquido la produccion es
alta pero las plantas se hiperhidrataron, debido a que el tiempo de duracion en el
medio fue demasiado y la accesibilidad que los tejidos tenian al agua ocasion0
dafos y deformaciones durante su morfogénesis.

2. Laorganogénesis arrojo resultados satisfactorios a pesar de que las dosis analizadas
no fueron disefiadas para la especie de Agave tequilana.

3. La utilizacion de adenina para la expresion en la embriogénesis somaética fue
satisfactoria, ya que la produccion de embriones somaticos fue buena pero ésta se
mejora al utilizar medio sélido.

4. Las técnicas histoldgicas permitieron ubicar centros organogenicos adyacentes
durante el proceso de proliferacion de yemas axilares, con lo que se presume que
también se generan brotes via organogénesis. Es por ello, que con la finalidad de
disminuir en lo posible la generacion de procesos organogénicos es importante
cuidar el sistema de micropropagacion para minimizar la variacion genética
generada durante el proceso, Por lo que se propone establecer protocolos
especificos para propagacion de yemas axilares donde no haya presencia de auxinas
y una baja proporcién de citocininas.

5. Las estructuras mas similares fueron encontradas entre los cortes provenientes de
explantes de proliferacion de yemas axilares y los cortes resultantes de
embriogénesis somatica ya que ambos presentaban estructuras parecidas como
cristales de oxalato de calcio, vasos helicoidales, yemas definidas y actividad
mitética en la mayor parte de los tejidos lo cual es légico ya que ambos procesos
durante su linea de crecimiento mantiene una formacion continua y cronoldgica de
sus tejidos internos a diferencia de los tejidos organogénicos donde la
desdiferenciacién celular sucede en cualquier momento en diversas parte del tejido
siempre y cuando el estimulo exista. Todo esto se pudo observar gracias a la tincion
diferencial con acetocarmin el cual tiene afinidad hacia los &cidos nucleicos con lo
que se puede apreciar de mejor manera los nucleos celulares y el azul astral el cual
tiene afinidad hacia las paredes celulares. Cabe destacar que estos resultados son
puramente cualitativos ya que debido a la escases de material con el que se trabajé
no fue posible analizar estadisticamente los resultado, sin embargo esto no devalla
la importancia que el trabajo aporta, ya que es un buen comienzo para fundamentar
las bases para el estudio de los factores que afectan estos procesos para asi
conseguir una profesionalizacion en la multiplicacién de esta especie dependiendo
el propdsito del sistema de propagacion ya sea para generar la menor variacion
posible o para generar variacion en busca de mejoras genéticas y sobre todo que
contribuya de manera sustancial y eficaz a la industria del agave.

6. El enraizamiento en diferentes ambientes demostrd que a una baja incidencia de luz
las plantas aparentemente son méas grandes sin embrago estos efectos pueden ser
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causa de un efecto de etiolacion en las mismas, aun asi se dilucido también que el
nivel de sacarosa en el medio antes de ser pasadas a ex vitro tiene alguna
importancia ya que arrojo resultados estadisticamente significativos en los cuales
sefiala que las plantas con menor concentracion de sacarosa en el medio resultaban
ser mas grandes esto quizas porque las plantas comenzaron a regular su produccién
de azucar dependiendo de la que tenian accesible en el medio regulando asi sus
propios niveles de sacarosa haciendo que la incorporacién de sacarosa a niveles
mas elevados no permitieran esta funcion en las plantas

7. Para el establecimiento ex vitro los niveles de sacarosa en condiciones in vitro ya
no daban resultados estadisticamente significativos cuando las plantas eran
transferidas a ex vitro esto quizés a que la planta ya en ambientes externos en este
caso invernadero, comenzdé a regular sus propios procesos morfolégicos asi como la
produccion de sacarosa, al igual que las diferentes mezclas de sustrato no
presentaron diferencia significativa presentando una supervivencia de un 100% en
las plantas, con lo cual se concluye que el uso de diferentes mezclas de sustrato no
resultd significativo, ya que los analisis muestran que cualquiera produce los
mismos resultados.

8. Actualmente no se conoce algun otro trabajo en el cual se empleen técnicas
histoldgicas para la identificacion de brotes por lo que este trabajo se considera
pionero en su tipo, con lo que se espera establecer las bases para el trabajo de
identificacion de brotes en otras especies de agave.

9. DISCUSION

A diferencia de lo que varios autores mencionan para la proliferacion de agave
(Castro, 1990; Dominguez, 2008). Se demostré6 gracias a las técnicas
histologicas que en el proceso de proliferacion de yemas no todos los brotes
obtenidos pertenecen al proceso esperado, sino que también presenta brotes
provenientes de procesos en los cuales, la organogénesis hace presencia por lo
que la variacién del genotipo puede llegar a causar algin problema.

Con lo que se destaca también la importancia de realizar un estudio dedicado al
analisis de variacién somaclonal en brotes de A. tequilana y determinar el grado
de variacion generado por cada proceso, afortunadamente hoy en dia se realiza
un estudio de tesis en el laboratorio de biotecnologia de la Universidad de
Guadalajara referente a variacion en esta especie con el que se espera una gran
aportacion al tema.
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