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Resumen

El Agave durangensis es una planta considerada endémica en México, en donde existen mas de 150
especies de agaves que representan el 75% de la familia. EI Agave durangensis es de gran importancia
ya que representa una forma de sustento para la industria regional productora de mezcal. Debido a la
sobre explotacién de esta planta y a la necesidad de aumentar la produccion es necesario encontrar
alternativas que permitan una reproduccion masiva de la misma. Una de estas opciones es la
propagacion in vitro la cual es una herramienta que se ha utilizado con mucho éxito en los dltimos afios.
Esta investigacion evalu6 diferentes reguladores de crecimiento; IBA y Cinetina, a diferentes
concentraciones en un Sistema de Inmersion Temporal. Se realizaron 12 tratamientos y 3 repeticiones
con el objetivo de determinar el balance 6ptimo de los reguladores de crecimiento para generar el mayor
namero de primordios de brotes de novo en el menor tiempo posible de inmersion. En cuanto a la
variable de nimero de primordios de brotes de novo se determiné que ningun tratamiento mostrd
diferencias significativas respecto al resto, segun el andlisis de ANDEVA. Aunque el tratamiento 12
compuesto por (3 mg/L IBA'y 10 mg/L CIN) fue el que presento la mayor media con 3.33.

Abstract

The Agave durangensis is consider endemic from México, and there are more than 150 Agave species
that represent the 75 % of this entire family. Agave durangensis is of mayor value since is a big part of
the nourishment for the local mezcal industry. Due to the over-exploitation, along with the necessity of
improve the production, it's necessary to find new ways to increase the massive production of this plant.
One of this options is the in vitro propagation, which is one of the most successful way of doing so in the
latest years. This research evaluated different plant growth regulators such as IBA and Cinetina at
different concentrations in a temporary immersion system. We run 12 treatments and 3 repeats on each
one of them, aiming to determine the optimum balance of growth regulators that could generate the
biggest novo bud outbreaks in the less time possible.

Palabras Clave Cultivo de Tejidos; Sistema de Inmersién temporal; in vitro; Micropropagacion.
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INTRODUCCION

Agave durangensis, conocido de otra forma como
maguey cenizo, es una planta originaria del estado
de Durango, México y de gran importancia
econOmica para este pais [1].

Esta especie puede alcanzar dos metros de
diametro, sus hojas son verdes azuladas y crece
en suelos rocosos a altitudes de entre 1600 a 2600
msnm. En México existen mas de 150 especies de
Agaves que representan el 75% de las especies
de la familia [2].

La mayoria de los Agaves se utilizan de manera
empirica desde mucho tiempo atras para bebidas
alcohdlicas como el mezcal, con un nivel de
calidad y produccién similar a la del tequila. Se
aprovecha de tal manera que tiene una gran
importancia econémica para los habitantes de las
comunidades rurales que viven en condiciones
precarias [4].

Valenzuela et al. (2003) indican que en la mayoria
de municipios de Durango, no se dan abasto con
la reproduccibn de mezcal que demanda el
mercado nacional e internacional, esto representa
un grave problema no solo para la economia de la
sociedad que es una fuente de ingresos sino
también para la conservacion de esta planta con el
peligro a que desaparezca [3].

La proteccion de este recurso natural es de suma
importancia no solo por representar grandes
beneficios econdmicos para el pais, sino también
por ser una planta endémica de México. La
necesidad de conservar este recurso filogenético
ha propiciado que los investigadores desarrollen
alternativas para su conservacion entre las que
destacan el uso de técnicas biotecnolégicas como
el cultivo de tejidos vegetales; esta técnica tiene
excelentes beneficios ya que permite un control
preciso y fino del medio ambiente y también una
mejor distribuciéon de nutrimentos para la planta

[9].

En esta investigacion se utiliz6 el proceso de
multiplicacién, por medio de los sistemas de
inmersién temporal (SIT), que son un grupo de
sistemas semi-automatizados en la propagacion in
vitro que son muy eficientes porque permiten
airear los tejidos de los brotes.

Esta investigacion se realiz6 con el objetivo de
establecer explantes in vitro de Agave durangensis
en un sistema de inmersion temporal (SIT) y
determinar las concentraciones de los reguladores
de crecimiento vegetales; IBA y Cinetina que
produciran el mayor numero de brotes de novo con
fines de conservacion de A. durangensis por
medio de un soporte de inclinacion en el
laboratorio de Cultivo de Tejido Vegetales, de la
Division Ciencias de la Vida, Campus Irapuato
Salamanca de la Universidad de Guanajuato, Ex
Hacienda El Copal, Irapuato, Guanajuato, México.

Figura 1. A. durangensis. Foto perteneciente a la Coleccion
Nacional de Agaves UG-SAGARPA, Accesion No. 40.

MATERIALES Y METODOS

Para el sistema de inmersion temporal de A.
durangesis, se utilizd6 el medio de cultivo liquido
(Murashige and Skoog, 1962) al 50%, adicionando
un balance con reguladores de crecimiento
vegetales en distintas concentraciones (Acido
indol-3-butirico y Cinetina) correspondientes a
cada tratamiento que se muestra en la tabla 1. Se
plantearon 12 tratamientos con 3 repeticiones
cada uno, que hacen un total de 36 unidades
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experimentales. El pH por tratamiento fue ajustado
ab5.7-5.8.

Se vertieron 50 ml del medio Murashige and
Skoog (MS) dentro del frasco, cada uno con su
malla y tapones, fueron esterilizados durante 20
minutos a una temperatura de 120° a una presién
de 1.5 PSI.

Los frascos esterilizados fueron trasladados a la
camara de flujo laminar, mientras se esperaba a
gue estuvieran a temperatura ambiente, se colocé
un plato aluminio, se esterilizaron las pinzas y
bisturi con el mechero como se muestra en la
imagen 1, se desinfecté con alcohol al 100%. Los
explantes de A. durangensis accesion No. 40
fueron obtenidos de la Coleccion Nacional de
Agaves UG-SAGARPA, el procedimiento seguido
fue sacar los explantes del medio MS sélido al
50% con sus condiciones estériles dentro de la
campana de flujo donde se realizaron los cortes
necesarios para obtener los 36 explantes
totalmente limpios y sin raices.

Los explantes se establecieron en el biorreactor de
inmersién lo cual se llevd a cabo dentro de la
campana de flujo laminar, colocando un explante
por frasco con medio, fue cerrado con los tapones
y sellado con cita plastica. Se colocaron dentro del
cuarto de crecimiento, iluminados con una lampara
fluorescente, con un fotoperiodo de 16 horas luz y
8 horas de oscuridad con una temperatura de 28
°C.

Finamente, los 36 frascos con los 12 tratamientos
se colocaron en un soporte de inmersién temporal
durante 1 minuto como tiempo de inversion cada
72 horas. Al final se realizaron 11 inmersiones a
partir de la fecha 12 junio hasta el 19 julio de 2017.
Cada semana se realizaron mediciones de los 4
pardmetros a evaluar: nimero de puntas, numero
de raices, primordios de brotes generados de novo
y nimero de hojas necrosadas.

Se realizé un analisis de varianza con un nivel de
significancia del 5%, para determinar si existen
diferencias significativas entre los tratamientos. De

existir diferencias significativas se aplic6 una
prueba de medias de Tukey para determinar el
tratamiento mas efectivo. El software utilizado para
el andlisis estadistico fue Infostat ® versiéon 2016.

Imagen 1. Esterilizacion de pinzas y bisturi con el mechero.

Tabla 1. Disefio Experimental de la investigacion de
Micropropagacion de Agave durangensis

amgll Tl n T3 T4
smgll TS T6 T7 T8
lmgl T8 T10 T T2

RESULTADOS Y DISCUSION

Bajo las condiciones experimentales que se realizé
el experimento se analizaron cuatro variables de
importancia (numero de hojas, numero de raices,
primordios de brotes generados de novo y puntas
necrosadas) que permiten determinar si los
reguladores de crecimientos evaluados inciden en
el crecimiento y desarrollo del A. durangensis.

La primera variable evaluada, que fue el niumero
de hojas, no presentd diferencias significativas, lo
gue demuestra que ninguno de los tratamientos
influyé en el desarrollo de las hojas (Tabla 2). En
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este sentido, los tratamientos evaluados no
incidieron en la variable respuesta; resultados
similares a los reportados por Godoy (2015).

En el caso de las hojas necrosadas, el tratamiento
11 compuesto por 1 mg/L IBA y 10 mg/L CIN
presentd un menor nimero de hojas necrosadas
respecto al resto de los tratamientos, por lo que
dicho tratamiento se recomienda para fortalecer el
desarrollo de la planta, ya que el nimero de hojas
activas es mayor aumentando la actividad
fotosintética de las mismas (Tabla 2). En un
estudio desarrollado por Gonzéles (2015) en
propagacién de A. durangensis en sistemas de
inmersién temporal tampoco se encontré un
tratamiento que mostrara una diferencia marcada,
por lo que es necesario realizar estudios similares
y corroborar dichos resultados.

En cuanto a la variable de mayor importancia en la
investigacién, que es el nimero de primordios de
brotes generados de novo se determind que
ningun tratamiento mostrd diferencias significativas
respecto al resto, segun el analisis de ANDEVA,
por lo que ningun balance de reguladores de
crecimiento fue significativo en la formacion de
primordios, aunque estadisticamente el
tratamiento 12 (Imagen 2) compuesto por 3 mg/L
IBA y 10 mg/L CIN presentd la media mas alta de
brotes novo con 3.33 (Tabla 2) por lo que se
recomienda para el uso de reguladores de
micropropagacioén in-vitro. (Tabla 2). Un estudio
elaborado por Montejo (2016) sobre el efecto que
tienen las hormonas vegetales sobre el desarrollo
de novo de los brotes adventicios en la planta de
A. durangensis no se observd algun tratamiento
gue mostrara una diferencia marcada. Uno de los
factores que pudiera influir en la formacion de
brotes de novo es la intensidad luminica, variable
evaluada por Montejo (2016) y Rodriguez (2010)
en donde se demuestra que la calidad de luz
incide significativamente en la formacién de
embriones soméaticos y que es un factor importante
para la propagacion de especies de A.
durangensis in vitro.

La ultima variable evaluada en esta investigacién
fue el numero de raices de la planta A.
durangensis y se observé que no hubo tratamiento
que presentara diferencias significativas (Tabla 2)
En el estudio desarrollado de Godoy (2015) en la
combinacion de hormonas para el crecimiento de
raiz, se obtuvieron resultados similares lo que
demuestra que los reguladores evaluados no
influyen en el desarrollo de raices.

Tabla 2. Prueba Tukey con separacion de medias y diferentes
variables numero de hojas, niimero de hojas necrosadas,
numero de brotes de novo y niimero de raices de la Agave
durangensis.

TRATAMIENTOS | NUMERO DEHOIAS N%"EECRR%E;;&“ NUMERUNEELB}RUTEDE NOMERD DE RAICES
1 267/A 1.67/AB 1.00/A 2.33/A
T2 3.00/A 233/8B 0.00/A 1.00/A
T3 3.00/A 0.67/AB 0.00/A 2.33/A
T4 267/A 2.00/AB 1.33/A 1.33/A
5 267/A 0.67/AB 0.33/A 0.33/A
T6 233/A 1.67/AB 0.00/A 1.00/A
T7 1.33/A 1.00/AB 0.00/A 1.33/A
18 2.00/A 1.33/AB 0.67/A L67/A
9 167/A 1.33/AB 267/A 1.00/A
110 3.33/A 0.67/AB 0.00/A 1.00/A
T 4.33/A 0.00/8 0.33/A 1.00/A
™ 133/ 1R7/0 113/A 100/a
nle T

Imagen 2. Explante con primordios de brotes de novo (en el
circulo gris) en explante de A. durangensis.
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CONCLUSIONES

La metodologia de sistemas de inmersién temporal
utilizada durante la investigacion es la adecuada
para la evaluacion de distintas variables en la
micropropagacién de A. duranguensis.

Se determind por medio de un ANDEVA que los
tratamientos no presentan diferencias significativas
en las variables evaluadas (numero de hojas,
namero de raices, primordios de brotes generados
de novo y puntas necrosadas)

El tratamiento 12 compuesto por (3 mg/L IBAy 10
mg/L CIN), present6 la mayor media 3.33 de todos
los tratamientos en cuanto a los primordios de
brotes generados de novo, por lo que es necesario
realizar més investigaciones con este tratamiento y
determinar si el mismo influye en la formacién de
brotes de novo.

El tratamiento 11 compuesto por (1 mg/L IBAy 10
mg/L CIN) presentd menor numero de hojas
necrosadas, por lo que es un tratamiento a tomar
en cuenta debido a que el nimero de hojas activas
es mayor respecto a los otros tratamientos.
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