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Portada

Flor de Bixa orellana L. (Bixaceae),
“achiote” polinizada por Melipona beecheii
Bennett (Apidae), “jicota mansa”. Entre los
principales polinizadores para las flores de
numerosas especies de arboles, plantas y
lianas en las zonas tropicales y subtropi-
cales de bosques y selvas, se encuentra las
abejas sin aguijon, tanto es asi que algunos
campesinos ya tienen establecida la melipo-
nicultura basada en la cria de M. beecheii
para producir miel, polen y cerumen que
son productos apreciados en el mercado y
con importantes propiedades alimenticias
y medicinales.

Flower of Bixa orellana L. (Bixaceae),
“achiote” pollinated by Melipona beecheii
Bennett (Apidae), “‘jicota mansa”. Among
the main pollinators for the flowers of nu-
merous species of trees, plants and lianas
in tropical and subtropical areas of forests
and jungles are stingless bees, so much so
that some farmers have already established
meliponiculture based on the breeding of
M. beecheii to produce honey, pollen and
cerumen that are products appreciated in
the market and with important nutritional
and medicinal properties.

por/by Rafael Ferniandez Nava
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RESUMEN: México es el centro de mayor riqueza y domesticacién de especies de
Agave, 20 de las cuales se usan como fuente para elaborar bebidas fermentadas y
destiladas, entre ellas Agave maximiliana Baker, que se recolecta en el campo justo
antes de su etapa de reproduccién sexual (12-14 afios) para elaborar el mezcal raicilla,
la sobrexplotacion ha originado la constante disminucién de sus poblaciones silvestres.
El objetivo del presente estudio fue desarrollar un protocolo de micropropagacion
masiva in vitro de esta especie, mediante la proliferacion de sus yemas axilares. Para la
induccidn de las yemas axilares se utilizé un disefio experimental de tres factores: 1) la
auxina 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en cuatro dosis: 0, 0.01, 0.02 y 0.03 mg
L, 2) la citocinina 6-benciladenina (BA) en dosis de 0, 4, 8 y 12 mg L', y 3) dos
genotipos G1 y G6. La dosis de 12 mg L'! de BA en combinacién con 0.02 mg L' de
2,4-D, produjo 26.93 nuevos brotes (p = 0.000) con calidad en su morfologia tipica,
caracteristica necesaria para su separaciéon y posterior establecimiento ex vitro.
Asimismo, para la mejor produccién de raices largas, ramificadas y no efimeras en
dichos brotes, se evaluaron in vitro, bajo un arreglo bifactorial, tres genotipos (G1, G3 y
G6) y cinco tratamientos de enraizamiento (diferentes concentraciones de sacarosa,
carbén activado y/o 4cido indol-3-butirico). El andlisis de resultados muestra la
necesidad de adicionar 9% de sacarosa (p = 0.000), cantidad mayor al 3 % utilizado
cominmente. Ademads, la mejor adaptacion ex vitro estd relacionada con el genotipo de
la planta original y hubo diferencias significativas para el ancho (p = 0.023) y longitud
de la hoja (p = 0.009).

Palabras clave: propagacién in vitro, mezcal raicilla, reguladores de crecimiento,
maguey, establecimiento ex vitro.

ABSTRACT: Mexico is the center of the largest riches and domestication of Agave
species; 20 of these are used as a source for the production of fermented and distilled
spirits, including Agave maximiliana Baker, which is harvested in the field just before
its sexual reproductive stage (12 to 14 years) to make raicilla mescal, with the
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consequent constant overexplotation of its wild populations. The objective of this study was to
develop a protocol for in vitro mass micropropagation of this species through auxiliary shoot
proliferation. Axillary shoots were induced using a three-factor experimental design, consisting
of the following factors: 1) auxin 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D) in four different doses: 0,
0.01, 0.02, and 0.03 mg L'; 2) cytokinin, 6-benzyladenine (BA) in doses of 0, 4, 8, and 12 mg
L, and 3) two G1 and G6 genotypes. The dose of 12 mg L'! BA in combination with 0.02 mg
L' 2,4-D produced 26.93 new shoots (p = 0.000) with a high-quality typical morphology, an
essential characteristic for their separation and subsequent ex vitro establishment. Likewise, in
order to attain the best production of long, branched, nonephemeral roots from these shoots,
three genotypes (G1, G3, and G6) and three rooting treatments (with different concentrations of
sucrose, activated charcoal, and/or indole-3-butyric acid) were assessed in vitro. The analysis of
the results shows a need to add 9% sucrose (p=0.000), i.e. 3% more than the usual amount.
Furthermore, the best ex vitro adaptation was found to be related to the genotype of the original
plant, and there were significant differences in the width (p=0.023) and length (p=0.009) of the
leaves.

Key words: in vitro propagation, raicilla mescal, growth regulators, maguey, ex vitro
establishment.

INTRODUCCION

El género Agave es endémico de América, se distribuye desde el sur de EE.UU. hasta Colombia
y Venezuela, incluyendo las islas del Caribe (Garcia-Mendoza, 2007) y esta constituido por 210
especies y cerca del 75 % las encontramos en México (Garcia-Mendoza et al., 2019). México
no es sélo el centro de mayor riqueza de especies de Agave, sino también su centro de
domesticacion (Gentry, 1976). La historia de diversificacién de la planta, bajo cultivo y
seleccion humana inicié hace por lo menos 9,000 afios y desde entonces, los agaves se han
utilizado como bebida, alimento, vestido, material para escritura y herramienta (Arellanes et al.,
1997; Bellon et al., 2009; Trejo et al., 2018; Pérez-Zavala et al., 2020). En México hay registro
de 53 especies del género Agave empleadas en la elaboracion de bebidas fermentadas y
destiladas-mezcales (Torres et al., 2015), y 12 de ellas son las més importantes, por el manejo
que se lleva a cabo: A. tequilana Weber, A. angustifolia Haw., A. karwinski Zucc., A.
marmorata Roezl, A. potatorum Zucc., A. americana L. var. oaxacensis Gentry, A. cupreata
Trel. y Berger, A. rhodacantha Trel., A. salmiana Otto ssp crassispina (Trel.) Gentry, A.
wocomahi Gentry, A. durangensis Gentry y A. maximiliana Baker (Garcia-Mendoza, 1998;
Colunga-GarciaMarin et al., 2017).

Estas especies se propagan en su mayoria de forma asexual a partir de hijuelos (brotes de
rizoma) y ocasionalmente por bulbillos (brotes en el escapo floral), lo que da como resultado la
formacién de clones con caracteristicas deseables, pero esto también facilita la formacion de
plantas susceptibles a enfermedades (Valenzuela-Sanchez et al., 2006). Su propagacién a partir
de semilla requiere de largos periodos para la generacién de una nueva planta, ademas la
madurez sexual en algunas especies, como en A. fequilana, se alcanza luego de 6 a 10 afios
(Robert et al., 1992; Garcia-Mendoza, 2007) y de 12 a 14 afios en A. maximiliana.

A. maximiliana crece cominmente en las laderas de las montafias rocosas de los estados de
Sinaloa, Durango, Zacatecas, Nayarit, Jalisco y Colima, cuya altitud va de 930 a 2,000 m en
bosques de pino y encino (Eggli, 2001). Se le conoce como maguey tecolote o lechuguilla, y se
emplea principalmente en la elaboracion de bebidas fermentadas y mezcales en la sierra de
Jalmich (zona limitrofe entre Jalisco y Michoacédn), asi como para un mezcal conocido
regionalmente como raicilla, producido en el occidente del estado de Jalisco, en las montaiias
de Talpa, Mascota y San Sebastidn del Oeste (Colunga-GarciaMarin et al., 2007; Vazquez-
Garcia et al., 2007; Cabrera-Toledo er al., 2020). Asimismo, A. inaequidens Koch, A.
valenciana Chazaro & A.Vazquez, A. angustifolia Haw. y A. rodacantha Trel., también se
utilizan para la elaboracién de esta bebida de acuerdo a la Denominacion de Origen “Raicilla”
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(Diario Oficial de la Federacion, 2019). Debido a que las plantas adultas de A. maximiliana se
eligen para elaborar la raicilla justo antes de producir semillas, y aunado a que la especie no
produce hijuelos ni bulbillos, estd sujeta a una constante sobrexplotacién de sus poblaciones
naturales. Por lo tanto, urge implementar sistemas de multiplicacién masiva de esta especie para
que faciliten su incipiente cultivo intensivo de una manera sostenible. El cultivo de tejidos
vegetales ofrece herramientas biotecnoldgicas para producir miles o millones de plantas, a partir
incluso de una sola planta madre.

Hay varias investigaciones acerca del cultivo de tejidos de diferentes especies de Agave (Robert
et al., 2006): A. americana (Chen et al., 2014; Naziri et al., 2018; Cruz-Garcia et al., 2019), A.
angustifolia (Monja-Mio et al., 2015; Arzate-Fernandez et al., 2016; Reyes-Diaz et al., 2017,
Rios-Ramirez et al., 2017; Sénchez et al., 2020; Monja-Mio et al., 2021), A. cantala Roxburgh
y A. fourcroydes Lem. (Binh et al., 1990; Monja-Mio & Robert, 2013), A. inaequidens
(Aureoles-Rodriguez et al., 2008), A. marmorata (Aguilar-Jimenez & Rodriguez, 2018; Arzate-
Fernandez et al., 2020), A. salmiana (Puente-Garza et al., 2015, 2017; Arzate-Fernandez et al.,
2020) A. sisalana Perrine (Binh et al., 1990; Hazra et al., 2002; Carneiro et al., 2014; Nikam
et al., 2019), A. tequilana (Santamaria et al., 1995; Valenzuela-Sanchez et al., 2006; Portillo et
al., 2007; Santacruz-Ruvalcaba & Portillo, 2009; Portillo et al., 2012; Delgado-Aceves et al.,
2021), A. victoria-reginae Moore (Rodriguez-Garay et al., 1996; Martinez-Palacios et al.,
2003; Ramirez-Malagén et al., 2008) sin existir protocolos de propagacién in vitro para A.
maximiliana reportados a la fecha. Los procedimientos de micropropagacién incluyen: la
proliferacién de yemas axilares, la organogénesis y la embriogénesis asexual (embriogénesis
somadtica), los cuales son una herramienta potente en la obtencién de plantas libres de
patégenos, propagacion masiva, rescate de embriones, clonacién y mantenimiento de materiales
selectos (Martinez-Palacios et al., 2003; Dominguez et al., 2008; Barreto et al., 2010).

Ya que la produccién de mezcales en México es histéricamente trascendental, de manera
principal en aquellas comunidades para las cuales es una importante fuente de ingresos
(Chavez-Guerrero et al., 2010; Trejo et al., 2018; Cabrera-Toledo et al., 2020), se justifica
implementar un protocolo de micropropagacién para A. maximiliana, pues sera una alternativa
para la generacién de un gran nimero de plantas de una manera mds rapida (respecto a su
propagacion por semillas) y para facilitar la produccién de materiales vegetales deseados por
caracteristicas seleccionadas, como la robustez, la precocidad, la sanidad, etc. En consecuencia,
el objetivo del presente estudio fue desarrollar un protocolo eficiente de micropropagacién
masiva in vitro de A. maximiliana mediante proliferacion de yemas axilares.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Plantas de Agave maximiliana de aproximadamente 25 cm de altura (equivalentes a un afio de
edad) se recolectaron en el predio El Llano Colorado ubicado en el municipio de La Manzanilla
de la Paz, Jalisco, México (19° 59' 59.9" N y 103° 03' 00.9" O) (Fig. 1A). Las plantas se
originaron a partir de la germinacién de semillas de plantas silvestres de esta especie en la zona
de recoleccidn, por lo que cada planta se consideré como genotipo independiente (Fig. 1A). La
experimentacion se desarrolld en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Departamento de
Produccién Agricola del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la
Universidad de Guadalajara. El material vegetal se identific6 y se conservé a temperatura
ambiente durante 24 h antes de comenzar su manipulacion para el cultivo in vitro.

Para obtener los explantes en el establecimiento in vitro, se eliminaron las hojas de plantas
recolectadas de 15 a 20 cm de altura, hasta dejar sélo la que envolvia al meristemo apical, el
material vegetal resultante fue lavado con detergente liquido Salvo®, en concentracién de 1 mL
L', después de lo cual se realizaron dos enjuagues en agua corriente. El material fue
desinfectado en inmersiones con etanol al 96% durante 1 min, y posteriormente en una solucién
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de hipoclorito de sodio comercial al 3% por 10 min, finalmente se hicieron tres enjuagues de 1
min cada uno con agua destilada estéril.

Fig. 1. Micropropagacién de Agave maximiliana. A) hébitat de A. maximiliana de donde se tomaron las muestras,
B) proliferacion de yemas axilares con 12 mg L' de BA +0.02 mg L'! de 2,4-D, C) proliferacién de yemas axilares
con 8 mg L' de BA + 0.02 mg L' de 2,4-D, D) raices cortas amarillentas con vellosidades estimuladas con 5 mg L'

de 4cido indol-3-butirico, E) raices largas lisas con pocas vellosidades estimuladas con 90 g L' de sacarosa,
F) tres genotipos de A. maximiliana (G1, G3 y G6) en el drea de adaptacion en invernadero. Barra = 1 cm.
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Una vez desinfectados los explantes, para su establecimiento e induccién de yemas axilares en
condiciones in vitro, se trasfirieron a frascos de vidrio de alimento infantil Gerber® con tapa
plastica autoclavable no hermética, con 25 mL de medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) que contenia 0.025 mg L' de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 10 mg L de 6-
benciladenina (BA) y 30 g L' de sacarosa. El pH del medio se ajust6 a 5.8 + 0.05 y se utilizaron
8 ¢ L' de agar (SIGMA No. Cat: A-1296) como agente gelificante. El medio de cultivo se
esterilizé en autoclave a 121 °C y 1.27 kg cm? durante 15 min. Los cultivos se incubaron a 27
2 °C, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad con una intensidad luminica de 25 pmol
m? s'!. El material vegetal necesario para realizar los experimentos se obtuvo después de 60
dias de cultivo en el medio mencionado.

Estimulacion de brotes a partir de yemas axilares

En un medio MS suplementado con 30 g de sacarosa y gelificado con 8 g L' de agar, se evalud
el efecto de dos reguladores de crecimiento y la aptitud de dos genotipos de A. maximiliana (G1
y G6) para inducir la brotacién a partir de yemas axilares. El diseflo experimental tuvo tres
factores: 1) auxina (2,4-D) 0, 0.01, 0.02 y 0.03 mg L!; 2) la citocinina (BA) 0, 4, 8 y 12 mg L!;
3) los genotipos G1 y G6. Las repeticiones empleadas fueron diez para el G1 y seis para G6. La
unidad experimental fue un frasco de vidrio con un brote de alrededor de 4 cm de longitud con
presencia de tres hojas; cada frasco contenia 25 mL del medio de cultivo. Las condiciones de
incubacion empleadas fueron las mismas ya citadas. La variable de respuesta fue el nimero de
brotes obtenidos por planta a los 45 d de establecido el experimento.

Enraizamiento in vitro

Para la formacidon de raices a partir de los brotes inducidos in vitro, se evaluaron tres genotipos:
G1, G3 y G6 en combinacién con cinco medios de cultivos: M1- medio MS + 30 g L! de
sacarosa; M2- medio MS + 30 g L' de sacarosa + 2 g L' de carb6n activado; M3- medio MS +
90 g L! de sacarosa; M4- medio MS + 90 g L' de sacarosa + 2 g L' de carb6n activado; M5-
medio MS + 30 g L' de sacarosa + 5 mg L de la auxina 4cido indol-3-butirico (AIB). La
unidad experimental con su respectivo medio de cultivo, asi como su incubacién, fue similar al
experimento previo. El disefio experimental tuvo un arreglo bifactorial con nueve repeticiones
por tratamiento. Las variables de respuesta fueron el nimero de raices formadas por planta, la
longitud (medicién con una regla) y ramificacién de las mismas (nimero de raices secundarias
ramificadas a partir de la raiz principal), a los 50 d de establecido el experimento.

Adaptacion de plantas en invernadero

Una vez enraizadas las plantas in vitro con una altura de 4 a 7 cm y teniendo entre cuatro y seis
hojas, fueron extraidas de los frascos, se les elimind por completo el residuo de agar con
remojar en agua corriente a 30 °C de temperatura, para después ser sumergidas en una solucién
de 1 g L' del fungicida Captan® (N-triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-dicarboximida, 500 g
kg! de producto). La parte radicular de la planta fue impregnada con enraizador en polvo
Radix® (10,000 ppm de 4cido indol-3-butirico). Para entonces ser establecidas en macetas
plasticas cuadradas de 2.5 in? de capacidad, las cuales contenfan como sustrato una mezcla de
turba de musgo (70%) y arena (30%); esterilizado con calor himedo en autoclave a 121 °C,
1.27 Kg cm? durante 15 min.

El proceso de adaptacion de las plantas en invernadero inicié al colocar en la parte superior de
las macetas, una bolsa de poliestireno sellada con cinta adhesiva para mantener una humedad
relativa del 95%, similar a las condiciones de cultivo in vitro y asi evitar su deshidratacion.
Cada semana se realiz6 un corte en las esquinas de las bolsas, para reducir gradualmente la
humedad relativa a la que estaban sometidas las plantas, gradualmente se realizaron mads
perforaciones y después de un mes la bolsa que cubria la maceta fue retirada. La temperatura
media en el invernadero fue de 32 °C y se emple6 una malla sombra del 70% para reducir la
intensidad luminica.
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Posteriormente, se realiz6 un experimento bajo un arreglo bifactorial para evaluar cinco fuentes
de nutriticién en las que se emplearon una solucién del fertilizante 20-10-20, un lixiviado de
composta de lombriz y una mezcla de Pectimorf® (oligogalacturénido de grado de
polimerizacién entre 10-14. INCA, Cuba) (Cuadro 1), y tres genotipos (G1, G3 y G6), con
cinco repeticiones. La unidad experimental consté de una planta por maceta.

Cuadro 1. Fuentes de nutricién empleadas para favorecer una mejor adaptacién en invernadero de plantas de
Agave maximiliana producidas in vitro.

Tratamiento

T1: Sin fuente de nutricién

T2: 10 mL por planta de solucién del fertilizante 20-10-20 en una dosis de 5 g L'!

T3: 50 mL por planta de lixiviado de composta de lombriz'

T4: 2.5 mL por planta de Pectimorf® a una concentracién de 1 mg L' mas 10 mL por planta de solucién del
fertilizante 20-10-20 en una dosis de 5 g L!

T5: 2.5 mL por planta de Pectimorf® a una concentracién de 5 mg L' mas 10 mL por planta de solucién del
fertilizante 20-10-20 en una dosis de 5 g L™t

T6: 2.5 mL por planta de Pectimorf® a una concentracién de 10 mg L' mds 10 mL por planta de solucién del

fertilizante 20-10-20 en una dosis de 5 g Lt

7El lixiviado de composta de lombriz se realizé al sumergir un costal con 5 kg de composta de lombriz en 15 L de
agua dentro de un recipiente con tapa durante 30 d, el costal se agitaba dentro del recipiente dos veces por semana.

Los tratamientos fueron aplicados cada 21 d y las plantas se regaron con 50 mL de agua tres
veces por semana.

Las variables de respuesta fueron el nimero de hojas por planta, la longitud de la hoja central
mads larga (se selecciond y se marcé al iniciar el experimento) y el ancho de esa misma hoja,
para realizar estas mediciones se empleo un vernier y se realizaron a los 80 d después de
establecido el experimento.

Andlisis estadistico de los datos
Los datos de los experimentos se evaluaron mediante andlisis de varianza con el programa
Statgraphics® Plus 4.0 y las medias de los tratamientos se compararon con la prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Induccion de brotes a partir de yemas axilares
Hubo diferencias significativas entre las dosis de reguladores de crecimiento utilizadas, tanto
para BA (p = 0.000) y 2,4-D (p = 0.023), y su interacciéon (p = 0.031). Basados en la
significancia de estos ultimos resultados, se procedi6 a realizar un andlisis de los 16
tratamientos resultantes de las combinaciones de los dos reguladores de crecimiento;
encontrando una alta significancia estadistica entre los tratamientos (p = 0.000). Con esta
informacién y la obtenida de la comparacién multiple de Tukey de los valores promedio
(Cuadro 2), fue posible ubicar la dosis de 12 mg L' de BA y de 0.02 mg L' de 2,4-D, como la
combinacién con el mds alto promedio para maximizar la estimulacion de brotes (26.93 brotes)
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(Fig. 1B) y, ademds se encontré en algunos tratamientos calidad tanto para la identificacién
debido al tamafio y la facilidad para la separacion de los brotes, sin existir anormalidades (Fig.
1C). La interaccion de los reguladores de crecimiento no fue significativa (p = 0.286) con los
dos genotipos de A. maximiliana. La combinacién de reguladores de crecimiento para el
subgénero Agave, con dosis baja de auxina (entre 0.025 y 0.5 mg L de auxina) y alta de
citocinina (entre 3 y 10 mg L™! de citocinina) se ha reportado como exitosa para la estimulacién
en la produccién de brotes apartir de yemas axilares en A. angustifolia (Rios-Ramirez et al.,
2017), A. guiengola (Chavez-Ortiz et al., 2021) y para A. fourcroydes (Robert et al., 1992;
Zhang et al., 2013); en el caso de A. guiengola se encontr6 una produccién maxima de brotes
de 43 (Chavez-Ortiz et al., 2021).

Cuadro 2. Nimero de brotes formados al utilizar las diversas dosis y combinaciones de los reguladores de
crecimiento BA y 2,4-D, evaluacién a 45 d de iniciado el experimento para los genotipos G1 y G6.

2,4-Dmg L1
ot 0.01 0.02 0.03 Media
0 1.5+1.93cd 1.42+2.40cd 0.57+0.93d 0.71+0.99d 1.06+9.74
BA mg
L1 4 13.71£11.14bc 16.87+9.42ab 16.12+13.64ab  15.23£12.28ab  15.46+9.78
8 14.1849.44c 15.31+8.21ab 18.31+13.07ab 19.14+14.47ab  16.08+9.84
12 12.42+49.54bcd 11.12+£11.31bcd 26.93+7.41a 14.62+£10.41b 16.41+£9.84
Media  10.53£9.79 11.21+£9.84 15.1549.84 12.12+9.72

"Medias * desviacién estdndar con la misma letra no son significativamente diferentes (p = 0.05) empleando Tukey.

Enraizamiento in vitro

La formacién de raices fue estadisticamente diferente (p = 0.000) entre los medios utilizados y
no presentd interaccion significativa con ninguno de los genotipos evaluados (p = 0.216).
Mediante la comparacién miltiple de medias se encontré que el medio que contenia 5 mg L' de
AIB indujo mayor nimero de raices (Cuadro 3), lo que sefiala la importancia de utilizar auxina
para inducir mayor nimero de raices en esta especie (Garriga et al., 2010; Chen et al., 2014);
este tratamiento produjo el mismo numero de raices en los tres genotipos (p = 0.591). Sin
embargo, las raices formadas en las plantulas sometidas a dicho medio no fueron de calidad, ya
que son raices effimeras, con las siguientes caracteristicas: raices cortas amarillentas poco
ramificadas y con vellosidades que no sobreviven al proceso de adaptacién ex vitro (Fig. 1D).

La longitud de las raices mostr6 una alta diferencia significativa entre los medios (p = 0.000), y
con la comparaciéon miltiple de medias se identificé a los medios 3, 4 y 5 como los que mayor
longitud de raices generaron. Asimismo, los medios con mayor ramificacién (p = 0.000) fueron
2, 3 y 4. En el caso del factor genotipo, solamente se tuvo significancia para la longitud de
raices (p = 0.025) mostrando los genotipos G3 y G6 el mayor crecimiento radicular (Cuadro 4)
y no se encontré interaccién con los medios (p = 0.763).

Estos resultados muestran que los medio 3 y 4, con mayor contenido de sacarosa (90 g L),
facilitan un mejor desarrollo de raices en los genotipos empleados de A. maximiliana; no sélo
en longitud, sino también en una mayor ramificacién de las mismas con alta significancia (p =
0.000), el mismo comportamiento ya fue reportado (Kumar et al., 1999; Ragonezi et al., 2010),
independientemente de la adicién de carbén activado. Por lo tanto, el medio 3 se destaca al
producir raices largas, ramificadas y no efimeras (raices largas ramificadas sin vellosidades, que
siguen desarrollandose y generando nuevas raices en la adaptacion ex vitro) (Fig.1E).
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Cuadro 3. Niimero, ramificaciones y longitud en cm de raices formadas en cinco medios de cultivo.

Medio Niuimero de raices  Ramificaciones Longitud (cm)
M1 MS't + 30 g L' sacarosa 2.56+1.39b 10.3049.13b 16.41+7.63b
M2 MS + 30 g L' sacarosa+2 g 2.96+1.48b 12.89+8.98ab 15.48+5.89b
L' carbén activado
M3 MS + 90 g L! sacarosa 4.41+2.67b 17.85+£7.69a 28.67+15.48a
M4 MS +90 g L! sacarosa+2 g 3.89+1.98b 16.67£13.25ab 24.96+13.34ab
L' carb6n activado
M5 MS + 30 g L! sacarosa + 5 12.78+£8.06a 0.67+1.64c 23.06+18.30ab
mg L' AIB

T Medias + desviacion estdndar con la misma letra no son significativamente diferentes (p = 0.05) empleando Tukey.
T MS Medio de cultivo basal (Murashige & Skoog, 1962).

Cuadro 4. Longitud de la raiz de acuerdo al genotipo.

Genotipo Longitud de la raiz (cm)*
Gl 17.43£12.72b
G3 23.47+12.75ab
G6 24.24+15.00a

T Medias + desviacién estdndar con la misma letra no son significativamente diferentes (p = 0.05) empleando Tukey.

Adaptacion de plantas en invernadero
No se encontraron diferencias significativas para el nimero de hojas, tanto para los tratamientos
(p = 0.148) y genotipos (p = 0.530), como para su interacciéon (p = 0.703). La variable de
respuesta ancho de la hoja mostré ser independiente de la adaptacion con las fuentes de
nutricion evaluados (p = 0.920), y que mds bien se debe a la genética de cada material vegetal
(genotipo), ya que este factor resulté significativo (p = 0.023). Ambos factores no mostraron
interaccién (p = 0.990).

Al analizar los datos de longitud de la hoja central mds larga de cada planta, se observé que las
fuentes de nutricién no indicaron diferencias significativas (p= 0.668), pero el factor genotipo
registré diferencia estadistica alta (p = 0.009). En el cuadro 5 se sefiala el diferencial existente
para el tamafio de hojas (longitud y ancho) que muestran los genotipos evaluados, donde
resaltan los genotipos G1 y G3 (Fig. 1F). Nuevamente no se encontrd interaccioén significativa
(p = 0.950). Estos resultados permiten sefialar que en la especie es posible ubicar materiales
vegetales con caracteristicas particulares; previamente en diversas especies de Agave ya se
habia observado este tipo de respuestas en el desarrollo al micropropagarlas (Dominguez et al.,
2008). Durante el proceso de aclimatacion se encontré un 100 % de supervivencia.

Cuadro 5. Longitud de la hoja central mas larga y ancho de la hoja de acuerdo al genotipo.

Genotipo Longitud de la hoja (cm) Ancho de la hoja (cm)
Gl 5.73+1.66ab 0.89+0.44b
G3 6.97+£2.08b 0.67+0.57ab
G6 5.37+2.08a 0.52+0.42a

T Medias + desviacion estdndar con la misma letra no son significativamente diferentes (p = 0.05) empleando Tukey.
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CONCLUSIONES

La micropropagacion de Agave maximiliana es factible de llevarse a cabo desde la estimulacién
de los brotes por yemas axilares hasta la adaptacion ex vitro. Para la etapa de estimulacion, la
presencia de la auxina écido 2,4-diclorofenoxiacético en proporcién baja (0.02-0.03 mgL)
respecto a la citocinina 6-benciladenina (4-12 mgL™!), favoreci6 el incremento en la generacion
de brotes. Asi mismo, para la estimulacién significativa de raices largas, ramificadas y no
efimeras en dichos brotes, es necesaria la adicién de sacarosa en cantidades mayores (9%) con
respecto al 3%, comiinmente utilizada en los protocolos de propagacion in vitro. La adaptacion
de plantas en invernadero depende del genotipo, siendo el G1 y G6 los de mayor desarrollo,
tanto en la longitud como en el ancho de las hojas, pero no asi en el nimero de éstas.
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