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Resumen 
Este estudio tuvo como objetivo el desarrollo de un protocolo de micropropagación in vitro de una 
especie de Agave endémico para México, Agave wendtii. Se realizaron experimentos para: 1) 
determinar condiciones óptimas para la germinación de semillas; 2) determinar condiciones 
óptimas de reguladores de crecimiento (RC) y luz para la organogénesis (formación de callos, 
brotes y raíz), y 3) determinar un sustrato adecuado para el desarrollo de plántulas en 
invernadero. El medio sólido MS, expuesto a condiciones de luz constante, presentó una 
germinación del 100% y, sus correspondientes plántulas, fueron las únicas que desarrollaron 
rizoides blancos y gruesos. La proporción de brotes más alta (3.1 brotes por explante) se obtuvo 
a una concentración de 1.5 mg/L de 2.4-D más 0.5 de BAP, y solamente los brotes 
individualizados produjeron raíz después de haber retirado cualquier regulador. El mejor sustrato 
para la aclimatación de plántulas fue el de lombricomposta más arena. Se concluye que la 
técnica desarrollada en esta investigación puede usarse para la producción masiva de A. wendtii 
con fines de conservación. 
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Abstract 
This study addresses the development of an in vitro micro propagation protocol for a species of 
Agave endemic to Mexico, Agave wendtii. Experiments were realized for: 1) determination of 
optimal conditions of culture media for seed germination, 2) determination of optimal regulators 
and light conditions for organogenesis (formation of shoots, callus and roots), and 3) 
determination of a suitable substrate for the development of greenhouse seedlings. The highest 
germination percentage (100%) was recorded at solid MS medium exposed to constant light 
conditions, and their corresponding seedlings were the only one which developed white and thick 
rhizoids. The highest shoot and callus proportion was obtained to a concentration 1.5 mg/L of 2, 
4-D plus 0.5 de BAP. Only the individualized shoots laid roots after having omitted any regulator. 
The best substrate for seedlings acclimation was the vermicompost plus sand. It was concluded 
that the mass production of A. wendtii can be carried out with the protocol developed in this 
study. 
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Introducción 
Debido a su reciente descubrimiento en 1983 en el valle del Uxpanapa, Agave wendtii no está 
registrada como una especie amenazada en la norma oficial [NOM-059-SEMARNAT-2010]. Sin 
embargo, esta es una especie difícil de hallar en su hábitat natural y no se tienen registros de 
distribución en otras regiones, por lo que puede considerarse como una especie micro endémica 
y amenazada. Tampoco se conocen estudios sobre su biología o ecología y, desde que se 
colectó por primera vez, las semillas tuvieron que esperar hasta ocho años para su floración, y 
un año más para su fructificación, lo que podría explicar lo escaso de sus poblaciones. A pesar 
de que los Agaves en general producen cientos de semillas, la disponibilidad de humedad en 
campo puede limitar su germinación y sobrevivencia durante el primer año y, de hecho, solo 
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alrededor de 1% de los agaves se propaga por semilla y el 99% por brotes y bulbillos. Además, 
sus pequeñas tasas de desarrollo, hacen que a una plántula le tome entre 10 a 30 años 
alcanzar se etapa adulta [Nobel, 1998], y esto, junto con la sobreexplotación de poblaciones 
silvestres, son factores limitantes para su viabilidad ecológica. Debido a esto, y al alto potencial 
comercial-ornamental de A. wendtii, el desarrollo de un protocolo para su micropropagación in 
vitro podría auxiliar a superar estas restricciones con fines de repoblación de hábitats o para 
cultivos artificiales [Araya y col. 2000; Ramírez Tobías y col. 2012]. El cultivo in vitro, se define 
como un conjunto de técnicas para el establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier 
parte de una planta (ex plantes), desde una célula hasta un organismo completo, bajo 
condiciones axenicas artificiales y controladas en un medio nutritivo conteniendo vitaminas y 
reguladores de crecimiento (RC) tales como auxinas y citocianinas [Santacruz-Rubalcaba y col. 
1999; Valenzuela-Sánchez y col. 2006; Domínguez Rosales 2008; Garnica y Pérez, 2010]. A 
partir de segmentos caulinares y foliares, bulbos, semillas, callos, meristemos, yemas y 
embriones cigóticos [Martínez y Pacheco, 2006], podrían producirse miles de plantas 
genéticamente similares [Abreu y col. 2007], y para  ello, se han desarrollado medios de cultivo 
apropiados [Gamborg, 1968; Domínguez-Rosales y col. 2008; Santos-Valencia, 2009; 
Santacruz-Ruvalcaba y col. 1999]. También, se conocen los requerimientos de luz para la 
germinación de semillas [Araya y col. 2000] y de sustratos adecuados para la aclimatación de 
plántulas de algunas especies [Santos-Valencia, 2009]. En este estudio se desarrolló un 
protocolo eficiente para la propagación in vitro de A. wendtii mediante una secuencia de ensayos 
experimentales para optimizar su germinación, organogénesis y aclimatación de plántulas. 
 
Materiales y Métodos 
 
Obtención de semillas 

Las semillas para el estudio, se donaron por el Dr. Miguel Cházaro Bazañes de la Facultad de 
Biología, Universidad Veracruzana, México. Se utilizaron dos frutos de una planta creciendo en 
el Museum of Huntington en 2011 obteniéndose 60 semillas que fueron envueltas en papel de 
estraza y guardadas a temperatura de 26 ± 2 °C. 
 
Desinfestación de semillas 
Las semillas se lavaron con agua corriente y jabón, luego se trataron con fungicida (Funlate ®) 
3g/L por 2h, y se incluyeron en una solución de cloro (Cloralex®) al 25%, más tres gotas de 
Bactrin, H24®, y una gota de polisobato 20 (Tween 20®) durante 20 min, todo esto en agitación 
constante. Al final, se realizaron cuatro lavados con agua esterilizada por 4 min cada uno. 
 
Experimentos 
Se realizaron una serie de experimentos secuenciales de un solo factor completamente 
aleatorizados (Tabla 1) para la optimización de una técnica de cultivo in vitro de A. wendtii. 
 

Tabla 1. Experimentos efectuados para la optimización de una técnica de cultivo in vitro de A. 
wentii 

 

Experimento 
Medio 
cultivo 

de Tratamientos 
Unidad 
experimental 

Réplicas 

Germinación 
semillas (15 días)
  

Medio 
sólido MS 

Luz 
(MSSL)/oscuridad 
(MSSO) 

1 semilla por 
frasco o tubo 
de ensayo 

15/15 

Germinación 
semillas (15 días) 

Medio 
líquido MS 

Luz 
(MSLL)/oscuridad 
(MSLO) 

1 semilla por 
frasco o tubo 
de ensayo 

15/15 

Inducción de callo 
meristemático 

Medio 
líquido MS 

0.5, 1.0 y 1.5 mg/L 
de 2,4-D + 0.5 mg/L 
BAP, y el 
tratamiento control 

Tres ex 
plantes de 
hojas de 
vitro-plantas 
(1 cm x 1 
cm) 

10 

Obtención de Medio MS 0.5, 1.0 y 1.5 mg/L Tres brotes 10 
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brotes a partir de 
callo 

líquido de 2,4-D + 0.5 mg/L 
BAP, y el 
tratamiento control 

Enraizamiento Medio 
líquido 

MS 0.5mg/L, 1.0mg/L y 
1.5mg/L de IBA + 
0.5 mg/L de 6-
bencilaminopurina y 
el tratamiento 
control 

Un brote 10 

Aclimatación, 
duración = 60 días 

  1) 30% 
lombricomposta + 
70% arena; 2) 30% 
lombricomposta + 
70% grava; y 3) 
30% 
lombricomposta + 
70% tepezil. 

Una vitro-
planta con 5 
hojas y 5 o 
más cm de 
longitud y 
con raíz 

8 

 

Las semillas germinadas in vitro, se sub-cultivaron para evitar pérdida por agotamiento del medio 
de cultivo, espacio, o fenolización. El porcentaje de semillas germinadas, se estimó según 
Arriaga y col. [1994] y la emergencia de la radícula fue tomada como criterio de germinación. El 
crecimiento se cuantificó mediante mediciones diarias de la altura de la plántula en centímetros 
(cm), durante 35 días. Las plántulas in vitro que no generaron raíz fueron sub-cultivadas en 
medio MS adicionado con 0.5 mg/L de BAP y 0.5 mg/L de IBA. Las condiciones de los 
experimentos de inducción de callo y obtención de brotes fueron: luz constante (24h) con 
lámparas fluorescente de 2000 lux, humedad relativa de 80–90% y temperatura de 26 ± 2°C. Los 
brotes obtenidos se individualizaron en medio fresco con las mismas concentraciones de 2, 4-D 
y de BAP. Cuando las vitroplantas no desarrollaron raíces, se sometieron a la acción combinada 
de IBA y BAP a diferentes concentraciones (0.5 mg/L, 1.0 mg/L y 1.5 mg/L más 0.5 mg/L, 
respectivamente). En cuanto a las vitro plántulas que generaron raíz, estas se lavaron con agua 
des ionizada estéril, e incluidas en solución bactericida (tres gotas por 50 mL de Bactrin, H24®) y 
solución fungicida (Funlate 3g/L) por 10 min. Todos los sustratos se esterilizaron en autoclave y 
las plantas se sembraron en bolsas de polietileno de 10 x 15 cm (60 g de sustrato). Cada tercer 
día, durante 60 días, se hicieron tres irrigaciones con medio MS ½ líquido (libre de vitaminas y 
sacarosa) para forzar a la plántula a generar sus nutrientes. Posteriormente se realizaron tres 
irrigaciones adicionales cada seis días con medio MS 1/4. Una semana después de la última 
irrigación, las bolsas protectoras se perforaron para permitir el flujo moderado de aire y dos 
semanas más tarde, éstas, se removieron y la irrigación se continuó con agua corriente. 
 
Análisis de datos 
La comparación del porcentaje total de semillas germinadas entre tratamientos se hizo mediante 
un modelo lineal generalizado (GLM) con errores binomiales [Crawley, 2007]. El efecto en el 
número de brotes se analizó con el estadístico Chi-cuadrada [Zar, 1999] y un modelo Lineal 
Generalizado (GLM) con errores Poisson [Crawley, 2007] se utilizó para analizar el efecto de los 
sustratos en el número de hojas en el experimento de aclimatación. Los análisis se efectuaron 
con el software Statistica [Starsoft, 2012] y en el paquete R. 
 
Resultados y discusión 

La técnica de des infestación de semillas de A. wendtii fue satisfactoria, y no hubo contaminación 
de semillas durante el proceso de germinación como fue mostrado por Garnica y Pérez [2010] 
para el cultivo in vitro de cactáceas y agaváceas. La Figura 1 muestra que el tratamiento con 
medio MS basal expuesto a luz (MSSL) mostró la mayor proporción de germinación (100%) y fue 
diferente con respecto a los tratamientos en medio líquido-luz/oscuridad (P<0.05). 
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Figura 1: Porcentaje de germinación de semillas de Agave wedntii en 
cuatro tratamientos. Diferentes literales indican diferencias 
estadísticas significativas, P<0.05. 

Esto representa una mejora en la eficiencia de la germinación comparada con el 88% obtenida 
para Agave warelliana  Gamborg [Santos Valencia, 2009], lo cual señala la especificidad de los 
requerimientos para las especies. 

Las semillas en medio MSSL, fueron vigorosas y de color verde brillante, con rizoides delgados y 
blancos, mientras que las semillas en medio MSSO se tornaron flácidas, amarillentas y con 
rizoides delgados. Sin embargo, la altura promedio alcanzada durante los 30 días de monitoreo 
fue estadísticamente similar en ambos tratamientos (Figura 2). 

Las plántulas germinadas en medio MSLL fueron vigorosas y de color verde intenso pero no 
generaron raíz, mientras que solo dos semillas en medio MSLO germinaron aunque sus plántulas 
no crecieron después de  la emergencia de la radícula. En cuanto a los brotes, la concentración a 
1.5 mg/L de 2,4-D produjo el doble y el cuádruple que el resto de los tratamientos (Figura 3), tal 
que a los 60 días se registraron 93 brotes con un promedio de 3.1 brotes para ex plante. 

Figura 2: Crecimiento de Agave wendtii en condiciones de luz y 
oscuridad. Los valores son media ± error estándar. 
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Figura 3: Efecto de la concentración de 2,4-D en el número de brotes 
de Agave wendtii. La prueba de chi-cuadrada indicó una proporción 
de brotes de 2:1:05 de izquierda a derecha (P<0.05). 

 

 
Los brotes individualizados produjeron plántulas con 4-5 hojas sanas, pero sin raíz. Valenzuela y 
col. [2006] también lograron la organogénesis de Agave tequiliana, pero esta requirió de la 
combinación de NAA y 2,4-D. La combinación de IBA y BAP pareció haber inhibido el desarrollo 
de la raíz, sin embargo, los controles en medio MS sin RC, produjeron el 60% de plántulas 
enraizadas a los tres meses. Esto coincide con lo reportado por Santacruz-Ruvalcaba y col. 
[1999] para A. parrasana y con López-Isabel [2017] para A. tittanota, pero no para A. 
angustifolia donde se requirió de 1.0 mg/L de IBA para el enraizamiento [Enríquez del Valle y col. 
2005], evidenciando de nuevo la especificidad de requerimientos. 
 
Finalmente, el modelo GLM predijo adecuadamente el número promedio de hojas en el 
experimento de aclimatación, tal que la combinación lombricomposta más arena fue el mejor 
tratamiento (Figura 4). Este resultado es comparable al éxito relativo obtenido con Agave 
difformis, A. obscura y A. potatorum [Domínguez Rosales y col. 2018] donde se probó como 
sustrato 30% lombricomposta y 70% de arena. 
 

 
 

 

 

 

 

Figura 4: Efecto de tres sustratos (1) lombricomposta + arena, (2) 
lombricomposta + grava, (3) lombricomposta + tepezil sobre el número de 
hojas de Agave wendtii. Los valores son media ± error estándar 
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Conclusiones 

El protocolo de des infestación de semillas fue exitoso ya que no se presentó contaminación 
alguna durante el proceso. Asimismo, se obtuvo un 100% de germinación en el medio MS basal 
expuesto a la luz constante. La combinación de 1.5 mg/L de 2,4-D más BAP promovió una mejor 
formación de callo y un mayor número de brotes (3.1 brotes por ex plante), mientras que el 
enraizamiento solo requirió de medio MS basal. Finalmente, para la aclimatación de plántulas, la 
combinación de lombricomposta más arena (3:7) fue el mejor tratamiento, sin embargo, se 
propone realizar ensayos adicionales en el que se varíe la proporción de arena para incrementar 
el éxito.  
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