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RESUMEN

RESUMEN

Agave fourcroydes o henequén, es una monocotiledénea que ha recobrado su
importancia socioeconémica en la Peninsula de Yucatan, por lo que se requiere de
mejorar su suministro mediante herramientas eficaces de cultivo. Una de estas
herramientas es la propagacién clonal in vitro. En este trabajo se realizé un analisis de las
caracteristicas idéneas de diferentes materiales parentales a fin de potenciar el proceso
de micropropagacion del henequén. Para ello, se analizaron las caracteristicas de
diferentes materiales en relacidon con su comportamiento en la fase de induccion. Estos
materiales provinieron de plantas propagadas convencionalmente de seis diferentes
tallas, colectadas en diferentes meses del afio, asi como de plantas micropropagadas de
diferentes tallas, propagadas por las vias de organogénesis y embriogénesis somatica, y
aclimatadas en invernadero y en vivero. Se realizaron estudios histolégicos en aguellos
tratamientos que presentaron diferencias significativas en cuanto a su eficacia. De todos
los materiales estudiados, a lo largo de ocho semanas de cultivo, los promedios de
producciéon mas altos se observaron en plantas de tallas entre 20 y 29 cm (44.05 brotes
por explante) y plantas de 35 s 40 cm producidas por organogénesis directa y aclimatadas
en invernadero (26.66 brotes por explante). Los promedios de brotes por explante
obtenidos en este trabajo son superiores a los reportados por otros autores para la
especie. También se determiné que las plantas micropropagadas respondieron a las dos
semanas de cultivo, a diferencia de las plantas convencionales, que respondieron a partir
de la cuarta semana de cultivo, por lo que el origen de la zona meristematica influye en la
velocidad de respuesta, razén por la cual la potenciacién podria estar relacionada con la
madurez de fa zona meristematica.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Agave fourcroydes or henequen, is a monocot that has regained it’s economic importance
in the Yucatan Peninsula, in what is required to improve their supply through efficient
farming tools. One such tool is the clonal propagation in vitro. In this paper an analysis of
the ideal characteristics of different parent materials in order to enhance the process of
micropropagation of henequen was perfomed. To this end, the characteristics of different
materials were analyzed in relation to their behavior in the induction phase. These
materials came from conventionally propagated in six different sizes, collected in different
months and microrpopagated plants of differents sizes, propagated panthways of
organogenesis and somatic embryogenesis, and acclimatized in greenhouse and nursery.
Histological studies were performed on those treatments that showed significant
differences in their effectiveness. Of all the materials studied, over eight weeks of culture,
the highest average production plants were observed in sizes between 20 and 29 cm
(44.05 shoots per explant) and 35 plants 40 ¢cm produced by direct organogenesis and
acclimatized in a greenhouse (26.66 shoots per explant). The averages of shoots per
explants obtained in this study are higher than those reported to the two weeks of culture,
unlike conventional plants, respondents from the fourth week of culture, so that the origin
of the meristemtic zone influences the speed of response, reason why enhancement may
be related to the maturity of the meristematic zone.
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MARCO TEORICO
1. INTRODUCCION

El henequén (Agave fourcroydes), ha sido un factor importante en la historia de
Yucatan, y ha estado ligado a la cultura maya, y que en la actualidad busca prevalecer su
majestuosidad, elegancia y utilidad. Su historia comenzé desde la antigua civilizacion
maya, y su mayor auge se inicié a mediados del sigio XtX y duré un poco mas de un siglo
(ICY, 2006).

Esta importante especie nativa de Ila peninsula de Yucatan, es un organismo perenne,
que comercialmente se propaga Unicamente por via asexual, ya sea mediante la
produccién de hijuelos o de bulbillos. La produccién de hijuelos es la forma de
propagacién Unica para la formacién de semilieros y produccion en campo en México. Por
ello, alternativas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos vegetales (CTV), ha estado
produciendo resultados exitosos para su propagacién comercial.

El CTV, tiene como base la capacidad de una céluia para regenerar una planta
completa. A este fendmeno se le conoce como totipotencialidad celular. Esta propiedad
permite la propagacién masiva de individuos elite en espacios reducidos y la propagacion
de lineas clonales de alta calidad.

El cultivo de tejidos ha sido aplicado a la propagacién masiva de A. fourcroydes desde
1987 (Robert et al., 1987). Desde entonces, esta técnica se ha aplicado a otras especies
de agave, y se han realizado mejoras en el protocolo. Entre los cambios mas importantes
se encuentra el uso de la zona meristematica de plantas producidas por micropropagacion
y colocadas en condiciones de campo, como resultado se produjo una mayor cantidad de
brotes en un tiempo significativamente menor.

Debido a la heterogeneidad de los cultivares de henequén, actualmente su produccion
es ineficiente, por ello se requiere mejorar los procesos de seleccion, el estudio los
factores de resistencia a enfermedades y el rendimiento del proceso de propagacion.
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otros, debido a su uso integral (Garcia-Mendoza, 1998). Sin embargo, el henequén se
destaca por el uso de las fibras contenidas en sus hojas, recurso que es utilizado como
material para construccién, produccién de sogas, artesanias y algunos productos
domésticos (Baria, 1999; Villanueva, 2009).

El henequén es originario de la peninsula de Yucatan, y presentd una época de oro en
su cultivo a partir de 1870 hasta la segunda mitad del siglo pasado. Ello colocé a la
peninsula de Yucatan en el primer lugar en la lista de productores de fibras duras del
mundo. Este éxito provocé la multiplicacion de areas con cultivos de henequén (ICY,
2006). En 1955, de las 525,000 toneladas anuales de fibra producidas en México, 110,000
provenian del henequén (Bally y Tobler, 1955). La producciéon de fibra de henequén
empezd a disminuir de forma significativa alrededor del afio 1970 debido sobre todo al uso
de fibras sintéticas y al mal manejo de la produccién en el campo. Para 1980, la
produccion de fibra de henequén en Yucatdn representaba ya solo el 11% de la
produccion mundial de fibra natural (Villanueva, 2009). En 1993 el estado de Yucatan
disminuyo las zonas productoras de henequén, y se centré en reducir los costos de
produccién y en buscar métodos y técnicas para mejorar los cultivos con el fin de elevar la
productividad de las cosechas (Colunga-GarciaMarin y May-Pat, 1993).

Por ofra parte, aunque la producciéon de fibra es el uso principal de esta especie,
también se le utiliza para la produccién de pulpa o bagazo para alimento para ganado
(Harrison, 1985), en la obtencion de sapogeninas a partir del jugo proveniente del
prensado de las hojas, para la elaboracion de hormonas corticoides semisintéticas (Herz,
1985), para la obtencién de laminados de polietileno a partir de los residuos de fibras
obtenidos en el proceso de enriado (Padilla y Fuentes, 1985), para la obtencion de
derivados de celulosa (Vieira y Heinze, 2002) y para la produccién de energia (Escamilla-
Trevifio, 2012).

2.2 BIOLOGIA DE Agave fourcroydes

A. fourcroydes es una planta monocotiledénea perteneciente al género Agave (del
griego ayaury, admirable) y a la familia Agavaceae, fue descrito por Carl Nilsson Linneaus

en 1753. Se considera una especie nativa de la peninsula de Yucatan, aunque se han
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2.3 PROBLEMATICA ACTUAL DEL CULTIVO DE HENEQUEN

El henequén, comercialmente, es propagado principaimente por via asexual o
vegetativa, este proceso puede realizarse mediante el corte de bulbiilos o estructuras
vegetativas que se forman en las inflorescencias; éstos son colectados y posteriormente
enraizados en semilleros (Guerrero-Medina et al, 2011), como suele realizarse la
propagacion de sisal y del hibrido H 11648 en el este de Africa (Robert et al. 2004). Otra
forma de propagacion vegetativa es mediante el corte de hijuelos, en este caso, el tiempo
de obtencién de hijuelos es mucho menor al necesario para la obtencion de bulbillos, por
lo que el corte de hijuelos a partir de rizomas permite la formacién de cultivos extensos.
Esta via de producciéon se practica desde hace cientos de afios, con el objetivo de
satisfacer la demanda de fibra henequenera.

La introduccién de materiales sintéticos como el polietileno, mas los desacuerdos e
intereses politicos, desplazaron a la fibra natural por la fibra sintética, aunado a la
transferencia de material vegetal a otros paises, redujo gravemente la produccién de fibra
yucateca. Actualmente en México se siembran cerca de 19 mil hectareas de henequén,
mientras que en el afo de 1980 la superficie alcanzaba 252 mil hectareas (93% de
disminucion en 30 afios). Hoy en dia, el rendimiento de! henequén es de 0.5 ton ha™", esta
cifra equivale a una produccion del 1.6% de fibra natural en el mundo, de la cual 5,000 ton
provienen de henequén yucateco, y 30,000 ton de henequén tamaulipeco. Otros paises
productores de fibras naturales son Brasil, que produce cerca del 40% de la produccion
mundial (120,000 ton), China alrededor del 20% (60,000), Tanzania el 10% (30,000),
Kenia el 8.3% (25,000) y Madagascar cerca del 3% (9,000) (SIAP, 2011).

De acuerdo con las cifras presentadas, resulta notorio que en la actualidad se ha
recobrado el interés por el uso de fibras naturales, originado en la visién del uso de
materiales organicos, y los beneficos para el medio ambiente. Este interés se encuentra
principalmente en paises desarrollados, en los cuales se busca reducir los contaminantes
que provienen tanto del procesamiento de la fibra sintética, como de los residuos que se
generan cuando ésta ya no es de utilidad (Guerrero-Medina et al., 2011). Desde el afio
2010 la demanda de fibras naturales abarca el 10% de la produccién mundial de fibras

duras y se abastece tanto con A. sisalana como con A. fourcroydes (FAO, 2010). Para
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plantas puede darse también a través del proceso de embriogénesis somatica (ES), que
es la formacién de estructuras bipolares capaces de crecer y formar plantas completas,
con un eje radical-apical, y que no poseen conexién vascular con el tejido materno (Litz y
Jarret, 1991) ya sea por via directa (produccién de embriones a partir del explante) o por
via indirecta (producciéon de embriones a partir de callo). Esta ultima via se caracteriza por
la formacién de una masa amorfa de células vegetales desdiferenciadas y de rapida
proliferacion (Pérez-Molphe et al., 1999).

Neumann et al., (2009), mencionan que existen diversos parametros que definen
el crecimiento, desarrollo y bioquimica de las células y tejidos en cultivo. Estos
parametros se pueden clasificar dentro de dos grupos, los factores endégenos y los
factores exdgenos. Dentro del primer grupo, se encuentra la planta que da origen a los
explantes. El estado fisiolégico del tejido y/o planta madre, asi como las condiciones de
crecimiento de la misma. Dentro de los factores exdgenos, la lista es mas amplia, ya que
se encuentran los RCV, los nutrientes del medio de cultivo, Ia intensidad luminosa vy la
temperatura como entre otros.

2.5 LA MICROPROPAGACION

La micropropagacién es el empleo de células, tejidos u érganos vegetales
cultivados in vitro para la propagacion masiva de lineas clonales en periodos cortos de
tiempo. Uno de los objetivos mas importantes de la micropropagacion, es la produccién de
plantas de alta calidad y con estabilidad genética, es decir, que al tratarse de un sistema
de propagacién clonal, se mantienen las caracteristicas genotipicas del material
seleccionado. Otro aspecto es el potencial de producir plantas libres de virus y patégenos,
permitiendo un mayor control de la dispersién de enfermedades (Cassells, 2005; Suttle,
2005).

La micropropagacion, sin embargo, presenta desventajas como elevada inversion
inicial que se requiere para montar el laboratorio, los requerimientos de personal
altamente capacitado, y altos costos de produccién (Robert et al., 2004), ademas, al
implementar el proceso de micropropagacion de cualquier especie de interés, se debe de
tener en cuenta no solo la produccién masiva de plantas sanas y estables genéticamente,
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nutritivo para inducir la formacién del sistema radical, aunque en la mayoria de los casos,
se excluyen a los RCV durante la fase de enraizamiento.

Etapa IV: incluye la aclimatacién, crecimiento y enraizamiento de las plantulas producidas
en un medio ex vitro. En esta fase las plantulas deben volverse competentes para las
condiciones ex vitro, como lo es la adaptacion a cambios en la humedad relativa,
capacidad fotosintética y paso a la autotrofia, asi como resistencia a microorganismos
potencialmente nocivos, Esta etapa determina el éxito real del proceso de
micropropagacion.

2.5 CULTIVO in vitro DEL GENERO Agave.

Los estudios de cultivo in vitro en el género Agave, datan desde 1977, con el
trabajo pionero de Groenewald et al (1977), en el cudl reportan la propagacion a partir de
semillas. Posteriormente los trabajos de Robert et al (1987) y Powers y Backhaus (1989)
reportan la propagacién in vitro de A. fourcroydes y A. arizonica respectivamente. Estos
trabajos dan la pauta de una eficaz alternativa de propagacion vegetativa para
contrarrestar problemas del cultivo de especies de Agave de importancia ya sea
ornamental o socioecondmica.

Las vias de regeneracion in vitro experimentadas hasta la fecha han sido por
organogénesis y embriogénesis somatica, en ambos casos por via directa e indirecta
(Tabla 1.1). Esto ha causado diversos beneficios para la solucion de problematicas
particulares de cada especie, ejemplo de ello se encuentra el trabajo de Martinez-Palacios
et al. (2003) en el cual lograron la produccién y germinacion de embriones somaticos de
callos a partir de segmentos de plantulas como fuente de explante de A. victoriae-reginae,
una especie en peligro de extension y endémica de México. El uso de 2.26 uM de 2,4-D
en medio MS para la induccién de embriones sométicos y 2.2 a 4.4 uM de BA para la
proliferacién de brotes, fueron condiciones adecuadas para la propagacion in vitro de esta
especie.

En lo que respecta el estudio enfocado en la propagacién via organogénesis para
el establecimiento de un gran numero de individuos de forma continua, los trabajos de
Groenewald et al. (1977) y Robert et al. (1987) sirvieron de base para el establecimiento

11
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preferencialmente plantas madre con talla mayor a 40 cm de altura (Robert et al., 1992,
2006), por lo que no se descarta la posibilidad de que el uso de material joven como
fuente de explante, pueda dar mejores resultados en la propagacion in vitro de la especie
Actualmente, solo existen un reporte sobre la respuesta morfogénica en relacién con el
uso de diferentes tallas de plantas, este trabajo realizado por Carballo et al. (2010) reporta
condiciones similares a Robert et al. (1987), sin embargo, el promedio de brotes por
explante se encuentra por debajo de los reportado Robert et al. (1987, 1992, 2006).

El trabajo mas reciente respecto al tipo es explante para el proceso de
micropropagacion de A. fourcroydes, fue el realizado por Monja-Mio y Robert, (2013) en el
cual a partir de cortes transversales (Thin Cell Layer) de plantas in vitro se logr6 la
induccién directa de embriones somaticos en medio MS-B adicionado con 2.26 de
dicamba (92.22 embriones/explante) o con 2.07 de picloram (81.72 embriones/explante).
Este trabajo es crucial para el incremento en la produccién de plantulas de alta calidad.
De acuerdo al rendimiento en campo de plantas producidas por cultivo in vitro, los
estudios realizados en A. fourcroydes muestran un incremento en el tiempo de desarrollo
de las plantas, de forma que a lo largo de 3 afios de cultivo en campo, el aprovechamiento
de las hojas se incremente hasta un 48% (81 hojas por planta). Por otro lado, las plantas
micropropagadas en campo, han mostrado mayor vigor y menor susceptibilidad a
enfermedades microbianas (Eastmond y Robert, 2000). Por lo que le estudio de las
caracteristicas del material parental de las plantas madre elite. Es crucial para el
mejoramiento del protocolo de micropropagacion de esta especie

Debido a su capacidad regenerativa y a los avances en su propagacion in vitro, A.
fourcroydes y A. angustifolia ha sido utilizado para el estudio de mecanismos epigenéticos
ocurridos en cultivo in vitro de Agaves como lo son la metilacién de ADN y modificaicones
en las histonas, donde se ha observado que los clones de Agave presentan una alta
metilacion del ADN y expresiones diferenciales en la expresion del gene KNOX1 durante
las condiciones in vitro, las cuales regulan mecanismos epigeneticos. La importancia de
esto es la futura generacion de individuos resistentes involucrando, estudios de
diferenciacion celular, adaptacion y evolucién de la plantas (De la Pefia et al., 2012; Nic-
cany Pefia, 2012)

13
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460de Kin 61.32de ANAy
Nikam, 2003 A. sisalana Bulbillos MS 4.4-6.6 BA ES
Enriquez del Valle ef al., 2005 A. angustifolia Tallos MS 4.44 de BA oD
A. fourcroydes
A. tequilana,
A. angustifolia
Robert ef al., 2006 A. sisalana, Rizoma MS-B 0.11de 24-D y 44 de BA OD.
Valenzuela-Sanchez et al.,
2006 A. tequilana Segmentos de hojas MS 1.1de 2,4-D y 44 de BA Ol
Silos-Espino et al., 2007 A. salmiana Meristemos MS 8.88de BAy 1.43 e AlIA oD
Caraballo et al., 2010 A. fourcroydes Hijuelos MS-B 0.11de 2,4-D y 44 de BA oD
Aureoles-Rodriguez et al.,
2008 A. inaequidens Tallos MS 1.47 de AIBy 4.44 de BA oD
Arzate-Fernandez y Mejia-
Franco, 2011 A. angustifolia Embriones cigéticos MS 13.56 de 2,4-Dy 4.4 de BA ES
A. fourcroydes Base de plantulas in 2.26 de Dicamba o 2.07 de
Monja-Mio y Robert, 2013 vitro MS-B Picloram ES

. I: Organogénesis Indirecta; O. D: Organogénesis Directa; E. S: Embriogénesis Somatic
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HIPOTESIS

La produccidn de brotes a partir de la zona meristematica de plantas cultivadas in
vitro es mas eficiente que la produccién de brotes de la zona meristematica de
plantas regeneradas de tejido madre convencional.

5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las caracteristicas de diferentes materiales parentales en la respuesta

organogénica in vitro, mediante la induccién de plantas de diferentes tallas cultivadas en

campo y colectadas en diferentes meses del aflo, como plantas cultivadas in vitro, de

diferentes tallas aclimatadas en vivero e invernadero, para la potenciacién de! protocolo

de micropropagacién de Agave fourcroydes Lem.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la capacidad organogénica de plantas propagadas convencionalmente de
seis diferentes tallas.

Estudiar la influencia del mes de colecta de plantas propagadas convencionalmente,
en la induccién de brotes adventicios.

Determinar la capacidad organogénica de plantas, producidas por cultivo in vitro, de

diferentes tallas, aclimatadas tanto en invernadero como en vivero.

Determinar la eficiencia en la produccion de brotes de plantas obtenidas por
organogénesis directa o por embriogénesis somatica en la obtencién de brotes.

Comparar la produccion de brotes a partir de tejido meristematico de plantas
propagadas de forma convencional, con la produccién de brotes de plantas

provenientes por cultivo in vitro.

17
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CAPITULO I

EFECTO DE LA TALLA'Y LAS CONDICIONES AMBIENTALES DE COLECTA
EN LA PRODUCCION DE BROTES in vitro EN Agave fourcroydes Lem.

1. INTRODUCCION.

Se ha confirmado que la seleccién clonal es una posibilidad real para el rapido
desarrollo y obtencién de plantas de A. fourcroydes, con mayor contenido y calidad de
fibra, asi como hojas mas largas, razén por la cual la produccién puede ser duplicada en
poco tiempo (Eastmond y Robert, 2000). Sin embargo, la calidad de los individuos
seleccionados esta fuertemente ligada con factores ambientales.

Las condiciones ambientales como la precipitacion, la temperatura y la radiacién
fotosintéticamente activa, impacta en la capacidad fotosintética en los agaves (Nobel,
1990). Por otra parte, Rendén (2007), reporta el efecto de la estacionalidad climatica
anual en la produccién de destilado alcohdlico en relacion la la edad fisidlogica de plantas
de A. fourcroydes, en la cual, las alteraciones que se presentaron en el ambiente, se
vieron reflejadas en las plantas estudiadas. Segun lo reportado por Guerrero-Medina et
al., (2011), si bien la exigencia de humedad de Agave fourcroydes es baja, se ha
observado que las condiciones extremas afectan la productividad de la planta, retrasando
su tiempo de produccién de hojas, y ocasionando mermas en los ingresos econémicos
obtenidos del cultivo. Con estos reportes, se observa que A. fourcroydes presenta cierta
susceptibilidad a los cambios ambientales.

En los ultimos diez afos, segun los datos de precipitacién y temperatura
reportados por la estacién meteorolégica del CINVESTAV Teichac, la variacion climatica
de la Peninsula de Yucatdn ha sido fluctuante, observandose precipitaciones no
constantes. Esto puede estar causando efectos en el desarrollo de los hijuelos. Sin
embargo, se desconoce hasta qué punto estos cambios ambientales puede afectar la
capacidad de respuesta organogénica de la zona meristematica. En estudios previos
realizados con A. tequilana, se observé una mayor produccién de brotes por explante en
plantas colectadas, como material parental, en los meses de julio y agosto (Robert et al.,
1992); estos meses corresponden a los meses de mas lluvias de ese afio.
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transformacion se realizé un analisis de varianza simple, para la validacién de la misma y
se realizé el contraste de varianza. Para la discriminacién entre tratamientos se realizé el
analisis de contraste multiple LSD, con un 95% de confianza. Todos los andlisis se
efectuarén con el paquete estadistico StatGraphics Plus 5.1.

2.8 ANALISIS HISTOLOGICO

El analisis histolégico se realizdé en el tejido meristematico de los individuos que
presentaron mayor produccién de brotes. Este andlisis se realizé de acuerdo al protocolo
reportado por Piven et al. (2001) y modificado por Monja-Mio y Robert, (2013)

Los cortes obtenidos fueron tefiidos con acido periédico y reactivo Schiff por 30
min seguido del azul negro de naftol por 7 min. Una vez secos y tefiidos los cortes, fueron
observados utilizando microscopia éptica de campo claro en aumentos de 5x, 10x y 40x.

3. RESULTADOS.

Los parametros morfolégicos analizados, presentaron diferentes comportamientos
a lo largo del estudio realizado. El ancho de la base de los hijuelos, no mostré variacion
en tallas menores a los 20 cm. Sin embargo, en tallas mayores a 20 cm, la variacion
incrementa. Otros parametros, como el promedio de hojas de los hijuelos, el diametro y
longitud del cogollo, varian sin presentar un patrén claro (Figura 2.5)

El nimero promedio de hojas de los hijuelos aumenté conforme aumento la talla
(Figura 2.5B), sin embargo, este promedio varia de acuerdo a la estacién en la que se
colect6 el material. En el mes de agosto de 2012 el promedio del nimero de hojas es muy
similar en los hijuelos de talla entre 30-39 y 40-49 cm, este promedio disminuy6 en los
hijuelos de 50-59 cm. Los hijuelos colectados el mes de agosto de 2012, presentaron
tanto dafios mecanicos como producidos por microorganismos, lo que provocé que los

hijuelos tuvieran menor niumero de hojas sanas.

El ancho de la base de los hijuelos presento diferencias de acuerdo a las talla de
los hijuelos, pero no hubo variacién dentro de las tallas colectadas en diferentes épocas.
(Figura 2.5A). El numero de hojas de los hijuelos presento diferencias entre las diferentes
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20 cm, solo fue posible obtener un explante por planta, en tanto que para las tallas
mayores, el promedio de explantes por planta aumenté. La mayor produccién de brotes se
observé en plantas de talla de 20 a 29 cm, con un promedio de brotes por explante de
16.71 brotes.

En las tallas mayores a 30 cm, el total de explantes con respuesta fue similar,
posiblemente debido a que la distribucién del tejido meristematico se concentra en la

parte superior central.

Tabla 2.2. Relacion de la produccién de brotes y la talla.

Altura de Promedio Porcentajes Total de Promedio de brotes  Total de
los hijuelos de de explantes explantes con  por expiante * E.E. brotes
(cm) explantes con respuesta (dato transformado)
por planta respuesta
>10 1 52 30 8.93t1.41a 268
(0.479)
11-19 1 42 19 9.7412.66 ab 186
(0.497)
20-29 2 80 67 16.714£2.932 1120
(0.483)
30-39 4 65 158 6.1610.73bc 974
(0.627)
40-49 6 46 156 5.15+0.38¢c 804
(0.657)
50-59 8 34 156 6.0710.45bc 947
(0.602)

Letras diferentes representan que existe diferencia estadisticamente significativa de
acuerdo con la prueba LSD con un 95% de confianza.

Al analizar el estadio fisiolégico del tejido meristematico por microscopia, se
observaron elementos traqueidales (Figura 2.7). El tejido meristematico de plantas de 10
cm de altura, presentdé mayor contenido de células del cambium, asi como escasos
elementos traqueidales (Figura 2.7B).Estas células estan relacionadas con las fibras, por
lo que el contenido de estas células aumenta en tallas mayores o mas desarrolladas.

Para el caso del grupo de plantas de 20-29 cm, se observé un mayor contenido de
elementos traqueidales (Figura 2.7E). Los grupos de células del cambium son menos

abundantes que el mismo grupo de células en las plantas de 10 cm. En general se
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Tabla 2.3. Promedio de produccion de brotes por explante de todas la tallas, en relacion con el
mes de colecta, relacion con el promedio de brotes por explante.

Me~ ~'e colecta - Temperatura Promedio de brotes por explante
promedio del +D.E.
mes (dato transformado)
Agosto 2012 27.2 3.71x0.41?
(0.71)
Noviembre 2012 2.6 237 5.98+0.85%
(0.63)
Febrero 2013 1.4 24 14.2911.83°
(0.49)
Agosto 2013 454 26 6.5310.44°
(0.58)
e Los datos de preciy otal y temperatura media mensual pertenecen a los reportes de la
Estacion Meteorol6 CINVESTAV, Teichac.

¢ Letras diferentes mueswan diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba
LSD con un 95% de confianza.

La produccién de brotes de los hijuelos de talla menor a 10 cm (Tabla 2.4) fue
mayor en los meses de febrero de 2013 (12.33) y agosto de 2013 (11.37). Los hijuelos de
talla entre 11-19 cm presentaron mayor produccién de brotes en la colecta del mes de
agosto de 2013, por lo que solo las tallas menores tuvieron un buen rendimiento en época
de luvia.

Las plantas de talla entre 20-29 c¢m colectadas en febrero de 2013, presentaron el
promedio de brotes por explante mds alto de todos los tratamientos (44.05), incluso en
hijuelos de la misma talla colectados en otros meses, debido a esto se puede concluir que
existe un efecto de las condiciones de sequia en la produccion de brotes.

Como se puede observar en la tabla 2.4, las plantas colectadas durante el mes de
febrero de 2013, presentaron valores altos de produccion de brotes en tallas menores a
39 cm, por lo que es claro que ambos factores, tanto ambientales como la edad fisiolégica
del tejido juegan un papel importante en la produccién de brotes de la zona meristematica
de los hijuelos.
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4. DISCUSION.

El material vegetal proveniente de campo presenté variaciones principalmente en
el numero de hojas sanas, diametro y longitud del cogollo, esto se debe a que las plantas
en cultivo tradicional se encuentran expuestas a ataques de depredadores, insectos, y
enfermedades, aunado a los cambios ambientales, lo que implica que cada individuo se
debe adaptar a dichas condiciones. Este tipo de efecto se pudo observar en las hojas de
los hijuelos que en ocasiones presentaban dafios como hojas, secas, maltratadas o
muertas. Cabe mencionar que aunque en el proceso de colecta se buscan los materiales
con las mejores condiciones, esto se dificulta conforme aumenta el rango de altura de los
hijuelos, ya que al tener mayor tamario, asumimos que tienen mayor edad y por lo tanto
mayor exposicién a los depredadores y cambios ambientales. George y Davies (2008)
mencionan que la cantidad de tejido meristematico puede variar de acuerdo a la edad
fisiolégica de la planta madre, siendo menor en plantas aduiltas y mayor en plantas
juveniles. Estos datos coinciden con lo observado en los cortes histoldgicos de plantas de
10 cm con mayor cantidad de células del cambium vascular entre los grupos vasculares, a
diferencia de plantas 20-19 cm con mayor contenido de elementos traqueidales (Figura
2.7). Esto puede deberse a que el inicio de la actividad del cambium vascular esta
relacionado con las yemas jévenes del tallo, debido a que en ellas se producen
reguladores de crecimiento que inician la actividad del cambium (Gonzalez-Embarcadero
et al., 2007). En el meristemo de plantas jévenes se puede determinar una mayor
cantidad de reguladores del crecimiento, lo que los hace méas responsivos para la
obtencién de brotes, a diferencia del tejido de plantas de mayor tamario, y por lo tanto de
mayor edad.

En la tabla 2.4 se observan algunos promedios de brotes por explante mayores a
los reportados para la especie, en primer lugar los hijuelos de 20 a 29 cm colectados en
febrero de 2013 con 44.05 brotes por explante en promedio, fue el mas alto. Este dato
contrarrestado con el promedio de brotes por explante reportado por Robert et al., (1987)
que fue de 6 brotes por explante. Caraballo et al.,(2010), por su parte, reportan tres brotes
por explante para material parental proveniente de plantas de 10 cm de altura. En cuanto

a otras especies del género Agave, de las cuales se obtuvieron brotes a partir de la zona
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meristematica de los explantes. Esto impide la formacién de brotes de novo, lo que
subraya la importancia de realizar el corte y localizacién de la zona meristematica con
precision. Como se puede observar en la figura 2.6, es partir de los hijuelos que fueron
colectados los meses de noviembre de 2012, y febrero y agosto de 2013, en los que se
obtuvo la mayor produccién de brotes.

En estudios realizados en A. tequilana se observé que la capacidad fotosintética,
en épocas de escasez hidrica, se mantiene constante, gracias a que se presentan la
caracteristica de secuestrar carbono aun en periodos largos de sequia. Esta caracteristica
esta presente en mayo proporcion en plantas de 1 a 3 afios, que en plantas mayores a 4
afios (Borland et al.,, 2011; Pimienta-Barrios et al., 2001, 2006). Se ha reportado que los
productos de la fotosintesis en el henequén son producidos en las hojas y posteriormente
almacenados como carbohidratos no estructurales en la pifia de la planta. Esta
produccién puede verse afectada por los cambios ambientales estacionales (Pimienta-
Barrios et al., 2001, 2006). A. tequilana en particulas, reduce la asimilacién neta de CO, a
altas temperaturas (>55°C) debido a que estimulan la respiracién, mientras que las bajas
temperaturas (<6°C) causan dafio al tejido fotosintético. Las temperaturas promedio
dia/noche (25/8°C) aumentan la ganancia de carbono (Pimienta-Barrios et al, 2001,
2006), por lo que los cambios ambientales causados por efectos estacionales impactan en
el comportamiento fisiologico de las plantas.
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EMPLEO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS COMO MATERIAL
PARENTAL PARA LA OBTENCION DE BROTES ADVENTICIOS EN Agave
fourcroydes Lem.

1. INTRODUCCION

El mejoramiento por seleccién clonal es un medio eficaz para el mantenimiento e
incremento de la productividad y el control de enfermedades (Robert et al., 2004). Por
ello, la seleccion de los individuos con caracteristicas deseables, escalado al proceso de
micropropagacion, es una herramienta eficaz para la obtencién de altas tasas de
productividad de los individuos seleccionados, y no cabe duda que es una alternativa
biotecnologica eficiente. Sin embargo, los costos de las plantas micropropagadas sigue
excediendo el costo de las plantas propagadas por métodos convencionales (Bhojwani y
Dantu, 2013).

Los altos costos de productividad de la micropropagaciéon deben tener en cuenta
el perfeccionamiento de protocolos y la capacitacion de empleados, asi como las
pérdidas por contaminacién de los sistemas de cultivo, ademas del periodo de
transferencia ex vitro para aclimatarse a las condiciones autétrofas (Pospisilova et al.,
2007). Para mitigar los altos costos, la micropropagacién comercial se ha basado en la
obtencién de mayor brotacién axilar, la superacién de la dominancia apical natural con
citocininas y otros factores para estimular la formacién de yemas laterales. Sin embargo,
estas estrategias aun no han contribuido significativamente a reducir el costo del
producto final ya que esto ha aumentado la mano de obra y disminuido la calidad de las
plantulas (Sluis, 2008).

Se ha reportado que las plantulas aclimatadas presentan caracteristicas
fenotipicas similares a las plantas en fase juvenil, tales como el tamafio de las hojas y la
mayor capacidad de produccion de raices, lo que algunos autores han considerado
como rejuvenecimiento (Cassells, 2005; Preece, 2008). Hasta el momento, las
caracteristicas obtenidas de las plantas micropropagadas se han aprovechado sélo en
el desarrollo de las plantas en campo, por lo que el potencial de las plantas producidas
por micropropagacion no ha sido explotado como material parental ya seleccionado. Sin
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3. RESULTADOS

Las plantas aclimatadas presentaron un 98% de sobrevivencia al final del primer
mes de aclimatacion; este porcentaje se mantuvo constante en los siguientes tres
meses. No se observaron diferencias en la talla promedio de las plantas aclimatadas en
invernadero entre los 3 y 6 meses de edad. Después de siete meses de aclimatacion en
el invernadero, las plantas propagadas via ES, presentaron un crecimiento promedio de
2 a 3 cm por mes. Este comportamiento también se en las plantas propagadas por OD a
partir de los ocho meses de aclimatacién (Figura 3.2A).

El crecimiento ex vitro que presentaron las plantas propagadas por ES fue mayor
que el crecimiento observado en plantas propagadas por OD. Este comportamiento se
observé tanto en plantas aclimatadas en invernadero, como en plantas aclimatadas en
vivero, en tanto que el crecimiento de plantas propagadas por ES fue mayor en
invernadero que en vivero (Figura 3.2B). El ancho de la base, diametro y longitud del
cogollo de plantas aclimatadas en invernadero fue mayor en plantas propagadas por
ES, sin embargo, la diferencia es mas notoria en la longitud del cogolio tanto para
plantas con siete meses de aclimatacién, como para plantas con 18 meses (Figura
3.3A).

Los cogollos de las plantas aclimatadas en vivero por 18 meses, presentaron
mayor vigor y grosor que las plantas aclimatadas en invernadero (Figura 3.3B) Estos
datos son contrastantes con lo observado en la talla promedio de las planta, esto indica
que en condiciones de vivero, las plantas no incrementan su talla al igual que en
condiciones de invernadero, sin embargo, esto se ve compensado con el engrosamiento
de la base. Este efecto se puede observar de igual manera, en el promedio de hojas
(Figura 3.4). Las plantas de 18 meses de aclimatacion aclimatadas en vivero presentan
mayor produccion de hojas que las aclimatadas en invernadero.

El promedio del nimero de hojas presentd el mismo patrén que el del
crecimiento, tanto del cogollo, como el de las plantas. Las plantas propagadas por ES
produjeron mayor nimero de hojas que las plantas propagadas por OD (Figura 3.4).
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considerando plantas de mayor talla. Debido a esto, el origen del material parental, tiene
un efecto determinante en la produccion de brotes, seguido por la talla de la planta y las
condiciones ambientales a los que se somete la planta madre.

El material parental de plantas micropropagadas produjo un promedio de brotes
por explante mayor que el material convencional, asi como también un mayor
porcentaje de respuesta (Tabla 3.3). Esto puede deberse a que las caracteristicas entre
ambos materiales son contrastantes, principalmente en la cantidad de tejido
meristematico.

Tabla 3.3 Produccién de brotes de la zona meristematica de acuerdo al origen del material
parental

Origen Promedio de brotes Porcentaje de Total de brotes
por explante £ EE respuesta de los
explantes
Micropropagado 10.13+0.742 79% 1885
Convencional 7.33£0.46" 48% 4298

Letras diferentes indican diferencias significativas.

En cuanto a las caracteristicas morfolégicas de las plantas, es las plantas
convencionales son mayores que las plantas micropropagadas. Sin embargo, ambos
promedios permanecen dentro del rango utilizado en reportes anteriores (Robert et al.
2006), en los cuales la altura de los hijuelos fue de 25 a 40 cm de altura.

El uso de material micropropagado presenta diversas ventajas, entre ellas, la
facilidad de colecta y manejo del tejido, ya que éste puede mantenerse en condiciones
controladas de laboratorio, y la presencia de microorganismos contaminantes es mucho
menor. Cabe mencionar, que de forma adicional se realizaron experimentos utilizando
material micropropagado y aclimatado en invernadero, el cual solo fue lavado y cortado
para su induccidon. Es decir, debido a la limpieza del tejido, se puede prescindir del
proceso de desinfeccién en condiciones asépticas con un 20% de contaminacion a los
cuatro dias de cultivo. Aunque esto implica el 20% de la pérdida del material, el dafio es
menor al tejido escaso obtenido de estas plantas micropropagadas, y asi contar con
mayor tejido para inducir la morfogénesis, ya que se ha determinado que los explantes
que miden menos de 0.3 cm? pierden su capacidad de respuesta, y eso posiblemente se

debe al proceso de desinfeccion que llega a ser demasiado agresivo.
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CAP[TULO IV

CAPITULO IV

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
1. CONCLUSIONES.

En las plantas convencionales la talla de 20 a 29 c¢m fue la que se obtuvo mayor
formacion de brotes por explante.

El mes de febrero del 2014, que fue la temporada que presento menor
precipitacion. Los hijuelos colectados durante este mes fueron los que produjeron mayor
formacién de brotes por explante,

Los analisis histolégicos mostraron un gran contenido de células meristematicas y
los elementos traqueidales en la zona meristematica de plantas convencionales de talla
entre 20y 29 cm.

La mayor produccién de brotes esta ligada a la edad del tejido y a las condiciones
ambientales durante la colecta de plantas cultivadas en campo de forma convencional.

Las plantas aclimatadas en vivero, presentaron mayor formaciéon de hojas,
engrosamiento de la base y diametro del cogollo, que las plantas aclimatadas en vivero.

En las plantas micropropagadas, aquellas con una talla entre 35-40cm aclimatadas
en invernadero, produjeron la mayor cantidad de brotes por explante, que los demas
tratamientos.

Las plantas aclimatadas en invernadero produjeron el mayor promedio de brotes

por explante.

Las plantas propagadas via embriogénesis somatica, fueron las que produjeron
mayor cantidad de brotes, sin embargo, no se observo un efecto claro del tipo de via de
propagacién en la formacién de brotes.

La talla y el lugar de aclimatacion presenté un efecto en la produccién de brotes de

la zona meristematica de plantas micropropagadas.

El material parental proveniente de micropropagacion presenté mayor facilidad de
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ANEXOS

ANEXO 1: Medio de Cultivo Murashige y Skoog-B (modificado por
Robert et al., 1987)

Componente Concentracion yM
» | KNO3 18000.0
g MgS04.7H20 1500.0
S
g KH2P0O4 1250.0
Z | NH4NO3 5000.0
MnSo4.H20 100.0
H3BO3 100.3
g ZnS04.7H20 29.0
E KI 5.0
§ CuS04.5H20 0.10
% | Na2M004.2H20 1.03
CaoCl.6H20 0.105
CaCl2.2H20 2990.0
2 Tiamina 0.296
§ Acido Nicotinico 4.06
g Piridoxina HCl 243
Na2EDTA 100.2
FeSO4.7H20 100.0
Mio-Inositol 555.0
Glicina 26.64
Sacarosa 87640.0
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5. Corte

Una vez que las muestras se encontraron fuera de los moldes, fueron seccionadas en
un micrétomo de rotacién Microm HM325, con un espesor de 3 um. Estos cortes fueron
extendidos en un cristalizador con agua destilada, y colocados en un portaobjetos de
manera seriada. Dichos portaobjetos, con los cortes, se colocaron en una plancha
caliente para evaporar el agua contenida en la muestra.

6. Tincion

La tincién se realiz6 con el reactivo PAS, compuesto por una mezcla de &cido
periédico y reactivo de Shiff, contrastado con azul de naftol. Para este paso se
hidrolizé primeramente el tejido con acido periédico durante 30 min, seguido de la
reaccion de Shiff durante 30 min. El tiempo del contraste con el azul de naftol fue de

30 minutos para todos los casos.

Posteriormente, se retiré el exceso de colorante con agua destilada. Las muestras se

dejaron secar de forma vertical a temperatura ambiente.
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