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Resumen

Agave victoriae-reginae es una especie demandada para uso ornamental, con la particularidad de ser
una especie endémica de México. Actualmente es catalogada como especie en peligro de extincion por
diversos factores, en los que resaltan la colecta indiscriminada para ser comercializada nacional e
internacionalmente y la destruccion de su hébitat, y sumado a esto, sus caracteristicas intrinsecas como
ciclo de vida largo (8 afios) y la nula formacion de hijuelos. Ante la problematica antes mencionada se
realizd el establecimiento de un sistema de inmersion temporal para determinar un balance de
reguladores de crecimiento y una intensidad luminica que genere la mayor cantidad de brotes por
explante, para la multiplicacion y conservacion de plantas de A. victoriae-reginae. La investigacion dio
como resultado que el mejor tratamiento para la generacion de primordios de brotes de novo en
explantes fue utilizar un balance correspondiente a 0.05 mg.L* de Thidiazuron y 1 mg.L? de
Bencilaminopurina y una intensidad luminica de 62.8 pmol m-2 s utilizando un ciclo de inmersion de 1
minuto cada 72 horas.

Abstract

Agave victoriae-reginae is a highly-appreciate species for ornamental use, with the distinction of being an
endemic species of Mexico. A. victoriae-reginae is currently listed as endangered species due to various
factors, such as the indiscriminate collection to be marketed nationally and internationally and the
destruction of its habitat. Morever, this agave plant has a long life cycle (8 years) without the formation of
offshoots. In view of the aforementioned problems establishing a temporary immersion system was
carrier out to determine a balance of plant growth regulators and a luminous intensity that generates the
greatest number of shoots per explant, for multiplication and conservation of plants A. victoriae-reginae.
The results depicted that the best treatment for the axillary shoot induction was the use of a
corresponding balance to 0.05 of mg.L™? Thidiazuron and 1 mg.L* benzylaminopurine at the rate of 62.8
umol m2 st luminous intensity in an immersion cycle of 1-minute every 72 hours.

Sistema de inmersién temporal; Agave victoriae-reginae; Thidiazuron; Bencilaminopurina
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INTRODUCCION

El género Agave es un grupo de plantas que se
encuentran Unicamente en los territorios del
continente americano, reportdndose una cantidad
aproximada de 200 especies, distribuidos desde el
sur de Estados Unidos, hasta territorios de
Venezuela y Colombia. México es el pais con la
mayor cantidad de especies de Agaves. Los
registros establecen que la cantidad de especies
de Agaves en México ascienden a 150, lo que
corresponde al 75% del total de especies
existentes. También es importante mencionar,
que, del total de especies del genero Agave
reportadas en México, el 69% de los taxones son
endémicos en diferentes estados [1].

Dentro de la gran cantidad de especies endémicas
del género Agave en México, se presenta Agave
victoriae-reginae, una  especie  altamente
demandada para uso ornamental tanto nacional
como internacionalmente por sus caracteristicas
particulares [1]. Sin embargo A. victoriae-reginae
es una especie catalogada en peligro de extincion
por la norma oficial mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 y por el Apéndice Il de la
Convencién sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(CITES) [2].

Para la propagacion de A. victoria-reginae, es
conveniente la utilizacion del cultivo in-vitro de
material vegetal. Para la multiplicacion de Agaves,
regularmente se han utilizado sistemas de cultivo
in-vitro con medios semisdlidos, los cuales han
tenido adecuados resultados. Sin embargo, en los
dltimos afios una alternativa para mejorar el
proceso de multiplicacion, es la de los sistemas de
inmersion temporal (SIT), ya que estos son mas
eficientes por la particularidad de combinar la
ventilacion de los tejidos de la planta, y el contacto
intermitente entre la parte principal o toda la
superficie de los explantes y el medio liquido,
caracteristicas que no poseen los sistemas que
utilizan medios semisolidos [3]. Con el objetivo de
determinar una combinacién especifica entre los
reguladores de crecimiento Thidiazuron vy
Benzilaminopurina, y una intensidad luminica que
permitiera obtener brotes para la multiplicacion con
fines de conservacion de Agave victoriae-reginae,
se estableci6 el sistema de inmersién temporal por
maquinas de inclinacién y balancines en el

laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales, de la
Division Ciencias de la Vida, Campus Irapuato
Salamanca de la Universidad de Guanajuato, Ex
Hacienda El Copal, Km 9; carretera Irapuato-Silao
C.P. 36500. Irapuato, Guanajuato, México.

Figura 1. A. victoriae-reginae. Foto ejemplar perteneciente a la
Coleccién Nacional de Agaves UG-SAGARPA, Accesion No.
55.

MATERIALES Y METODOS

Para el cultivo in-vitro de A. victoriae-reginae,
como medio basal se utilizé6 el medio de cultivo
liquido propuesto por Murashigue & Skoog (MS)
en 1962 al 50%, suplementado con diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento y
dispuestos a diferentes intensidades luminicas, a
manera de establecer un disefio experimental bajo
el formato bi-factorial completamente al azar, con
3 repeticiones y 2 factores.

En el Sistema de inmersion utlizado para la
presente investigacion se utilizaron biorreactores a
base de frascos de vidrio de una capacidad de 413
ml, los cuales contenian 50 ml del medio de cultivo
MS liquido. En su interior, los envases de vidrio
poseian una rejilla de plastico situada a 4
centimetros de la base del frasco, el cual sostenia
al explante. Todos los biorreactores utilizaron un
tapon de hule No. 6 con una abertura de 0.80
centimetros de diametro en la cual se insert6 una
manguera transparente rellena de algodén, para la
aeracion del explante (imagen 2). Todos los
materiales fueron esterilizados en una autoclave a
121 °C por 20 minutos a una presion de 15 psi.
Para realizar las inmersiones se utiliz6 una
estructura metalica que soporta los biorreactores
(Imagen 2).
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Los explantes utilizados fueron obtenidos de la
coleccion nacional in-vitro de Agaves, camote de
cerro y achiote UG-SAGARPA, los cuales
provienen de la accesiébn nimero 55 de la
coleccion nacional de Agaves UG-SAGARPA
situados en campos de la Division de Ciencias de
la Vida campus Irapuato-Salamanca de la
Universidad de Guanajuato. Los explantes
utilizados de A. victoriae-reginae poseian entre 3 a
4 puntas, sin raices y brotes, todos estos fueron
transferidos a los biorreactores estériles en una
camara de flujo laminar. EI numero total de
explantes transferidos fue de 81 para 27 diferentes
tratamientos.

Una vez transferidos los explantes estos fueron
sellados con cinta plastica y se colocaron dentro
de la camara de incubacion a razon de 3
diferentes intensidades luminicas segun los
distintos tratamientos establecidos en el cuadro 1,
con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de
oscuridad y una temperatura de 28 °C. Las
intensidades luminosas fueron establecidas a priori
utilizando un luxémetro HANNA 97500 ®. La
intensidad luminosa correspondiente a 16+4 umol
m?2 st es emitida por las lamparas fluorescentes, y
por el otro lado, las intensidades luminicas
correspondientes a 62.8+5 y 119+6 pmol m?2 st
son emitidas por lamparas LED T8 MAGG®. Es
importante mencionar que los tratamientos que
estuvieron bajo la influencia de luces LED, fueron
establecidos dentro de un estante revestido de
aluminio con la finalidad de que otras fuentes de
luz no interfirieran en el experimento.

El ciclo de inmersién utilizado para todos los
tratamientos fue de 1 minuto como tiempo de
inmersiébn y 72 horas como frecuencia de
inmersioén (Nieto 2016). En total se realizaron 6
inmersiones para las fechas 27 y 30 de junio; y 3,
6, 9y 12 de julio del 2016.

Una vez recabados los datos, estos fueron
analizados con el paquete estadistico Infostat ®
version 20161 donde se realiz6 un andlisis de
varianza con un nivel de significancia del 5%. El
analisis posANOVA se realiz6 por medio de la
prueba DMS de Fischer con un 5% de
significancia.

Figura 2. Sistema de Inmersidn. A. Biorreactor. B. Soporte
para los biorreactores.

Tabla 1: Descripcion de los tratamientos utilizados en el
experimento, en donde se observan 9 balances de reguladores y
3 intensidades luminicas.

Concentracion de
reguladores Intensidad
Luminosa

pmol m2 st

Tratamiento

TDZ BA
mg.L? | mg.L?
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.005
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05
0.05

62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
62.8
119
16
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RESULTADOS Y DISCUSION

El experimento se llevo a cabo en un lapso de 4
semanas, una para la preparacion de los distintos
medios de cultivo y el establecimiento del
experimento y 3 semanas para la aplicacion de las
distintas intensidades luminosas y la aplicacion del
ciclo de inmersidon. La variable respuesta del
experimento fue la cantidad de primordios de
brotes generados de novo ya que el tiempo
minimo necesario para la generacion de brotes
adecuados para el analisis estadistico es de 90
dias [4]. Al realizar el andlisis estadistico para
determinar el mejor balance de reguladores de
crecimiento y la mejor intensidad luminosa bajo un
disefio experimental bi-factorial completamente al
azar se obtuvieron los siguientes resultados: El
ANOVA realizado, con un nivel de significancia del
5% establece que existe diferencia significativa
entre la interaccion balance de reguladores e
intensidad luminosa ya que el valor de p
determinado (0.0169) es menor al nivel
probabilistico establecido (0.05 de significancia), lo
que indica que existe suficiente evidencia
estadistica para rechazar la hipotesis nula (Ho=No
existe  diferencia  significativa  entre  los
tratamientos), por lo que es viable realizar un
andlisis posANOVA mediante la comparacion
multiple de medias. La comparacion mdultiple de
medias se realiz6 por medio de la prueba DMS de
Fisher, con un nivel de significancia del 5%, los
resultados pueden observarse en la Tabla 3:

Tabla 3: Prueba DMS de Fisher para determinar el balance de
reguladores 6ptimo para generar primordios de brotes en SIT.
En donde medias con literales iguales no son significativamente
diferentes.

Tratamientos

Medias | n E.E. DMS Fisher
T19 2,67 3 0,42 A
T12 2 3 0,42 A|B
T11 133 | 3 0,42 B|C
T18 133 | 3 0,42 B|C
T20 1,33 | 3 0,42 B|C
T25 1,33 | 3 0,42 B|C
T16 0,67 | 3 0,42 C| D
T10 0,67 | 3 0,42 cC|[D
T13 0,67 3 0,42 CcC| D
T8 033 | 3 0,42 C|D
T1 033 | 3 0,42 cC|D
T3 033 | 3 0,42 C| D
T4 0,33 | 3 0,42 cC|[D
T7 0,33 | 3 0,42 cC|D
T26 033 | 3 0,42 cC|[D
T24 033 | 3 0,42 C|D
T27 0 3 0,42 D
T5 0 3 0,42 D
T16 0 3 0,42 D
T2 0 3 0,42 D
T22 0 3 0,42 D
T14 0 3 0,42 D

9 0 |3 042 D
T6 0 [3] 042 D
T15 0 [3] 042 D
T2l 0 [3] 042 D
T23 0 310,42 D

La prueba DMS de Fisher indica que el mejor
tratamiento para la generacién de primordios de
brotes es el tratamiento numero 19, el cual
corresponde a un balance de reguladores de
crecimiento vegetal de 0.05 mgL* de Thidiazurony
1 mgL? de Bencilaminopurina a razén de una
intensidad luminica de 62.8+5 umol m2 s con una
media de 2.67 brotes por explante. El segundo
mejor tratamiento corresponde al tratamiento 12,
con un balance de reguladores de 0.01 mgL* de
Thidiazuron y 1 mgL? a razén de una intensidad
luminosa de 16, y los peores tratamientos
corresponden al 27,5, 16,2,22,14,9,6,15,21 y 23, al
no generar ningun primordio de brote por explante.

Son diferentes los factores que influyen en la
micropropagacion de plantas, pero los factores
fisicos juegan un papel determinante, entre estos
la luz y la temperatura [6] y ante esta premisa son
se han realizado estudios para evaluar el efecto
del tipo y calidad de Iluz en especies
micropropagadas in-vitro, sin embargo, los datos
para la multiplicaciéon en agavéceas solo se limitan
a la induccién de embriones sométicos para la
especie Agave tequilana Weber var. Azul. El
estudio realizado por Rodriguez et a (2010).
establecieron que el tipo y calidad de luz incide
significativamente en la formaciéon de embriones
somaticos, considerandolo como un factor
importante en la formacion de cualquier protocolo
de multiplicacién de especies de Agave.

Muchos de los estudios realizados en el cultivo in-
vitro de agaves han evaluado diferentes balances
de reguladores para micropropagar diferentes
especies, sin embargo, el estudio realizado por
Nufiez et al. (2015) especificamente evalu6 12
diferentes balances de reguladores de crecimiento
vegetal para la induccién de brotes en A. victoriae-
reginae bajo un SIT utilizando los mismos
biorreactores de la presente investigacién. El
estudio evalu6 el efecto del Acido indolbutirico,
Benzilaminopurina, Cinetina y Thidiazuron para la
induccion de brotes, y determino que el mejor
balance fue a razon de 0.53 mg.L! de Acido
indolbutirico y 0.1 mg.L' de Bencilaminopurina,
pero cabe destacar que el estudio también
determind que el Thidiazuron sin ser mezclado con
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otro regulador de crecimiento, fue el segundo
mejor tratamiento para la induccién de brotes. Por
otra parte, De Gyves et al. (2005) hacen mencion
que el TDZ es adecuado para la formacion de
brotes de novo en explantes de Agavaceas y que
es adecuada para establecer cualquier sistema de
multiplicacion de agaves [7]

Los diferentes antecedentes citados en los
anteriores apartados, establecen que tanto una
intensidad especifica de luz y una concentracion
especifica de Thidiazuron y Bencilaminopurina
generan efectos en la induccion de brotes en A.
victoriae-regina. Por lo que los datos obtenidos a
través de la prueba de DMS de Fisher son viables
para establecer un sistema de inmersion temporal
para propagar la especie ornamental A. victoriae-
reginae. Por lo que se concluye, que el mejor
balance de reguladores e intensidad luminica para
generar primordios de brotes a razén de 0.05 mg.L-
1 de Thidiazuron y 1 mg.L* de Bencilaminopurina a
una intensidad luminica de 62.8 pmol m?2 st en
sistema de inmersion temporal por inclinacion.
Para datos significativos estadisticamente se
recomienda que el estudio se realice a un tiempo
minimo de 90 dias.

Figura 3. Explante con primordios de brotes de novo (en el
circulo rojo) en explante de A. victoriae-reginae.

CONCLUSIONES

El mejor balance de reguladores de crecimiento
vegetal para la generacion de primordios de brotes
en novo de explantes de Agave victoriae-reginae

corresponde a la cantidad de 0.05 mg.L-1 de
Thidiazuron y 1 mg.L-1 de Bencilaminopurina.

La intensidad Iluminica Optima para generar
primordios de brotes de novo en explantes de
Agave victoriae-reginae corresponde a una
intensidad de 62.8 pmol m-2 s-1 emitida por
lamparas LED.
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