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RESUMEN. Agave potatorum Zucc. es una especie monocotiledénea silvestre o
cultivada, usada para elaborar mezcal, y por su creciente demanda es colectada de
forma excesiva. El objetivo fue conocer el efecto de la concentracion de las sales
minerales, el acido indol-acético (AlA) y acido indol-3-butirico (AIB) en el medio de
cultivo, Mc, sobre el enraizado de brotes in vitro, la aclimatacion y crecimiento de las
plantas micropropagadas que en vivero recibieron diferentes dosis de fertilizacion.
El trabajo consistié de dos etapas: 1) brotes cultivados durante 66 dias en Mc con
concentracion diferente de sales inorganicas MS (75 o 100%), auxina (AIA o AlB)
solas o combinadas en concentraciones de 0, 0.1, 0 0.5 mg L~ Enla etapa 2,
grupos de plantas originadas de brotes enraizados se transfirieron a charolas con
sustrato 33% turba-66% perlita, y se fertirrigaron durante 90 dias con dosis diferente
de solucién nutritiva, SN (25, 50, 0 100%) de la formulacion Steiner. Entre 94 y 96%
de los brotes formaron raices en Mc con 0.1 a 0.5 mg L~! de AIB, transcurridos
13 a 37 dias de incubacion, siendo la mejor respuesta que los brotes en Mc sin
auxinas, o con AIA. Cuando las plantas estuvieron 90 dias en vivero, del 87 a 90%
fue adaptada. Las plantas fertirrigadas con SN-50% desarrollaron en promedio 8.9
hojas, con largo méximo de 8.4 cm, el tallo de 10.27 mm de didmetro, peso fresco
de 4.15 g y peso seco de la planta de 0.31 g.

Palabras clave: Aclimatacion, micropropagacion, nutricion vegetal, propagacion
clonal.

ABSTRACT. Agave potatorum Zucc., is a wild or cultivated monocotyledonous
species, used to make mescal, and due to its growing demand it is collected exces-
sively. The objective was to know the effect of the concentration of mineral salts,
indole-acetic acid (IAA) and indole-3-butyric acid (IBA) in the culture medium, Mc, on
the in vitro rooting of shoots, the acclimatization and growth of the micropropagated
plants that received different doses of fertilization in the nursery. The work consisted
of two stages: 1) shoots grown for 66 days in Mc with different concentration
of inorganic salts MS (75 or 100%), auxin (IAA or IBA) alone or combined in
concentrations of 0, 0.1, or 0.5 mg L~ In stage 2, groups of plants originating from
rooted shoots were transferred to trays with 33% peat-66% perlite substrate, and
were fertirrigated for 90 days with different doses of nutrient solution, SN (25, 50, or
100%) of the Steiner formulation. Between 94 and 96% of the shoots formed roots
in Mc with 0.1 to 0.5 mg L™! of IBA, after 13 to 37 days of incubation, the better
response than the shoots in Mc without auxins, or with IAA. When the plants were
90 days in the nursery, from 87 to 90% were adapted. The plants fertirrigated with
SN-50% developed an average of 8.9 leaves, with a maximum length of 8.4 cm, the
stem of 10.27 mm in diameter, fresh weight of 4.15 g and dryweight of the plant of
0.31 g.

Key words: Acclimatization, clonal propagation, micropropagation, plant nutrition.
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INTRODUCCION

Los habitantes de México han usado las es-
pecies del género Agave durante al menos 30 siglos,
y en diversas regiones son elementos importantes
de la cultura y la actividad econémica (Colunga et
al. 2007). Agave potatorum es una especie sil-
vestre o cultivada en extensiones pequenas, es apre-
ciada como materia prima para elaborar la bebida lla-
mada mezcal, y por su creciente aprovechamiento sin
aplicar programas de manejo, sus poblaciones es-
tan disminuyendo (Aguirre-Dugua y Eguiarte 2013).
Por lo que, desde la década de 1990’s grupos de
agricultores de la sierra sur del estado de Oaxaca
han implementado la propagacion de A. potatorum
mediante la germinacién de semillas, desarrollo en
vivero y establecimiento en pequenas plantaciones
(Enriquez-del Valle 2008). Pero se requiere incre-
mentar la cantidad de plantas que se producen, por
lo que se deben implementar acciones para lograr
la conservacion de los agaves mediante la colecta
de germoplasma, propagacion y establecimiento de
plantaciones (Pérez-Molphe et al. 2012, Enriquez-
del Valle et al. 2016a, 2016b). Una de las alterna-
tivas para producir mayor cantidad de plantas, es la
propagacion in vitro que se debe complementar con
acciones de seleccion de las plantas a propagar, el
desarrollo del protocolo de propagacién de acuerdo a
la especie, en las etapas de laboratorio, invernadero,
adaptacioén y vivero, para producir plantas de calidad
sanitaria y fisiolégica (Monja-Mio et al. 2015).

El proceso de propagacion in vitro incluye
el establecimiento de cultivos asépticos, la multipli-
cacion de propagulos, el enraizado de brotes en
preparacién para trasplante al suelo y la transferencia
de las plantas micropropagadas a contenedores con
sustrato para su aclimataciéon en invernadero. Para
que los brotes formen raices se establecen en medios
de cultivo sin reguladores de crecimiento (RC) o bien
que contengan RC de tipo auxina, como el acido
indol-acético (AlA), el acido naftalenacético (ANA) y
acido Indol-3-butirico (AIB), las cuales inducen que
algunas células en el tejido del tallo asuman divi-
siones celulares, y formen centros meristematicos
que origenen la emergencia y desarrollo de raices

adventicias (Woodward y Bartel 2005). Para el en-
raizado in vitro de brotes de A. angustifolia, se ha
reportado que el 90% de brotes forman raices en
medios de cultivo con las sales minerales al 100%
y sin auxinas, pero en medios al 75% de sales y 0.75
mg L~! de AIB los brotes formaron mayor cantidad
de raices y en menor tiempo (Enriquez-del Valle et
al. 2005). En la micropropagacion de Agave mar-
morata, los brotes formaron raices al establecerlos
en medio de cultivo con las sales minerales al 100%
y 10 mg L™! de la auxina AlA, y las plantas micro-
propagadas se establecieron durante tres semanas
en ambiente de invernadero y contenedores con sus-
tratos a base de turba de musgo, perlita y arena de
rio, se tuvo 100% de sobrevivencia (Aguilar-Jiménez
y Rodriguez-de la O 2018). Pero cada especie de
agave tiene diferente efecto a las sales minerales y
auxinas durante el enraizado de brotes, por lo que se
requiere establecer la composicién de los medios de
cultivo para cada especie.

Las plantas micropropagadas presentan inefi-
ciente funcionamiento de sus estomas, baja actividad
fotosintética, escasa formacién de cuticula de las
hojas; ademas, las raices deben aumentar su efi-
ciencia y conexién con los haces conductores del
tallo (Chandra et al. 2010). Las plantas con es-
tas caracteristicas tienen limitada capacidad para su
establecimiento en vivero o campo, en donde impera
menor humedad relativa, variaciones de temperatura
en rangos mas amplios, irradiacién alta (hasta 2 000
umol m~2 s71), y limitado abastecimiento de nu-
trientes, por lo que dependiendo de la especie las
plantas se establecen durante 30 a 90 dias en con-
tendores con sustrato de densidad aparente baja,
0.11a 0.5 g cm~2, que retenga humedad, pero drene
el exceso de agua para tener porosidad de aireacion
entre el 33 y 77% (Blok y Wever 2008). Por lo que al
ponerlas en invernadero se proporciona inicialmente
humedad relativa alta, radiacién solar disminuida 30-
50% mediante sombra, condiciones necesarias para
que en las plantas ocurran cambios morfologicos y
fisioldgicos, y aumente su capacidad de aclimatacién
en campo (Deb e Imchen 2010, Lesar 2012, Alvarez
etal. 2012). Se tienen registros de plantas de agaves
que han sido aclimatadas con éxito en donde se ha
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demostrado ademas, la importancia de las caracteris-
ticas del sustrato y el abastecimiento nutrimental con
la aplicacién de la solucién Steiner en: A. angustifo-
lia (Enriquez-del Valle et al. 2012, Monja-Mio et al.
2015), A. potatorum, A. americana var. oaxacensis
(Enriquez-del Valle et al. 2013, Cruz-Garcia et al.
2017). Por lo mencionado anteriormente el obje-
tivo del presente trabajo fue evaluar el enraizado de
brotes establecidos en medios de cultivo con concen-
traciones diferentes de sales minerales y auxinas, asi
mismo evaluar la aplicaciéon de las dosis diferentes
de solucion nutritiva Steiner en la aclimatacién en
vivero de las plantas micropropagadas de A. potato-
rum Zucc.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material vegetal

El experimento se realizé en el Instituto Tec-
nolégico del Valle de Oaxaca, México, ubicado a 17°
04’ LN, 96° 46’ LO con altitud de 1 550 m. Como
material vegetal se utilizaron plantulas a partir de
semillas germinadas in vitro. Las semillas se colec-
taron de plantas silvestres de A. potatorum Zucc, en
San Pedro Totolapan, Distrito de Tlacolula, Oaxaca,
México. De las plantas se separaron tejidos foliares y
de tallo que se establecieron en medio de cultivo para
inducir la formacion y proliferacion de brotes adven-
ticios, mediante el procedimiento descrito por Luna-
Luna et al. (2017). Para luego realizar el enraizado
de brotes y la aclimatacién de plantas micropropa-
gadas.

Enraizado de brotes

Se realiz6 en el laboratorio de cultivo de teji-
dos vegetales, para lo cual se tomaron de los re-
cipientes de cultivo, racimos con 15 a 23 brotes de
tamario heterogéneo en la etapa de proliferacion de
propagulos, de los cuales se seleccionaron brotes de
4 a 5.5 cm de altura, los cuales se separaron indi-
vidualmente para luego transferir tres brotes en cada
frasco de 8.5 cm de altura, 5.4 cm de diametro interno
y 160 cm? con 20 mL de medio de cultivo para inducir
la formacion de raices adventicias. Se prepararon 18
variantes de medio de cultivo que tenian 100 mg L~!

de myo-inositol, 1 mg L~! de tiamina-HCl, 25 g L~!
de sacarosa, que variaron en: 1) sales minerales MS
(Murashige y Skoog 1962) en concentraciones de 75
0 100%,; 2) concentraciones de 0, 0.1y 0.5mg L~! de
acido indol-acético (AlA) ,y 3) concentraciones de 0,
0.1y 0.5 mg L™! de 4cido indol-3-butirico (AIB). En to-
das las variantes de medio de cultivo, el pH se ajust6
a 5.8 antes de agregar 5.7 g L~! de agar. Los brotes
establecidos se incubaron por 66 dias en condiciones
de iluminacién LED, 35 umol m~2 s~!, en fotoperiodo
de 16 h luz y 8 h de oscuridad, con temperatura entre
15y 29 °C.

El experimento se establecié bajo un disefio
completamente al azar con arreglo factorial 2x3x3
(dos niveles de concentraciones de sales minerales,
tres niveles de concentraciones de AlA y tres niveles
de concentraciones de AIB), por lo que se tuvieron
18 tratamientos, tomando como unidad experimen-
tal un frasco con tres brotes, con ocho repeticiones
por tratamiento, y cuando transcurrieron 66 dias de
incubacién, se evalud el porcentaje de brotes que
formaron raices adventicias. El desarrollo de la parte
aérea y raices, se determind en una planta tomada
al azar de cada frasco, cuantificando el numero de
hojas, la longitud de la hoja mas larga, nimero de
brotes, diametro del tallo, nimero de raices, longitud
de la raiz mas larga, volumen de raiz, peso fresco y
peso seco.

Aclimatacion de plantas micropropagadas

De cultivos in vitro en la etapa de multiplicacién
de propagulos, se obtuvieron 300 brotes de 4 a 4.5
cm de altura, y se transfirieron tres brotes en cada
frasco de 160 cm?, con 20 mL de medio de cultivo
para enraizado de brotes, preparado con las sales
minerales MS al 100% de concentracioén, 100 mg L-!
de myo-inositol, 1 mg L~! de tiamina-HCI, 25 g L~! de
sacarosa, 1 mg L~! de 4cido indol-3-butirico (AIB).
El pH del medio de cultivo se ajustd a 5.8 antes de
agregar 5.7 g de agar L~!. Los cultivos in vitro se
incubaron durante 66 dias en condiciones similares
que durante el experimento de enraizado de brotes,
y transcurrido este periodo se obtuvieron las plan-
tas micropropagadas que se extrajeron de los fras-
cos y se lavaron para retirar el residuo del medio de
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cultivo. Entonces se seleccionaron 201 plantas ho-
mogéneas en tamano, que se transfirieron a charo-
las de 26 cm de ancho, 53 cm de longitud y 6.5 cm
de altura, divididas en 50 cavidades de 90 cm? con
sustrato turba-perlita (1:2). Para posteriormente es-
tablecerlas durante 60 dias en una casa sombra de
aclimatacién, expuestas a humedad relativa entre 80
y 90%, y radiacién solar de 400 a 500 umol m~—2
s~!. Las plantas recibieron todos los dias riego in-
termitente por nebulizacién de 10 s cada 12 minutos,
en horario de 11:00 a 16:00 h. Las 201 plantas se
separaron en tres grupos de 67 plantas, para aplicar-
les diluciones diferentes (25, 50 y 100%) de solucién
nutritiva de Steiner (1984). Se aplicaron 20 mL de
fertirriego a nivel de sustrato, después del periodo
de nebulizacién, tres veces por semana, durante 60
dias. Cuando transcurrieron los primeros 60 dias de
aclimatacién, se trasladaron a vivero donde se ex-
pusieron durante los dias 61 a 90 a radiacién solar de
600 a 700 umol m~2 s~ !, bajo cubierta de malla som-
bra, ventilacion y humedad relativa entre 40 y 60%.
Las plantas ya no recibieron riego por nebulizacién,
pero se fertirrigaron tres veces por semana con la
correspondiente dilucién de solucién nutritiva.

A los 30 y 90 dias de aplicacién de la solu-
cién nutritiva, de cada grupo de 67 de plantas, se
eligieron 10 plantas a las que se les cuantifico el
namero de hojas (NH), la longitud y ancho de la hoja
mas grande, diametro del tallo, y en el dia 90 se
cuantificé ademas, el peso fresco y seco de la parte
aérea y raiz. La unidad experimental fue una planta
y por tratamiento se tuvieron 10 repeticiones. De
las 67 plantas en cada tratamiento se determiné el
porcentaje de plantas adaptadas. El experimento se
estableci6é de acuerdo a un disefio completamente al
azar.

Analisis estadistico

En el experimento 1, los datos de cada una
de 10 variables se les aplicaron las pruebas de
Bartlett y Shapiro-Wilk, de homogeneidad y normali-
dad de varianzas, respectivamente. Los datos que no
cumplieron con estos supuestos se transformaron de
la forma siguiente: nimero de hojas (raiz cuadrada
en combinacién con logaritmo natural), nimero de

brotes (raiz cuadrada con logaritmo decimal), lon-
gitud de raiz (arco seno con tangente) y volumen
de raiz (logaritmo natural con raiz cuadrada) para
cumplir con los supuestos de normalidad y homo-
geneidad de varianzas. Mientras que el resto de
variables no se transformaron. Para luego realizar el
andlisis de varianza y las comparaciones de medias
(Tukey, 0.05). Se realizaron contrastes ortogonales
para comparar los efectos en el enraizado de brotes:
cuando los brotes se establecieron en medios de cul-
tivo con o sin auxinas; comparar los efectos del uso
combinado de AIB+AIA contra el uso de un solo tipo
de auxina; el uso de AIB contra el uso de AlA; la
comparacion entre concentraciones de auxinas. Los
datos del experimento 2, a los 30 y 90 dias de acli-
matacion se sometieron a analisis de varianza y com-
paraciones de medias mediante la prueba de Tukey
(0.05). Todos los analisis estadisticos se realizaron
con el programa Statistical Analysis System (SAS)
version 9.0.

RESULTADOS

Enraizado de brotes

Los datos mostraron diferencias en la cantidad
de brotes de A. potatorum que formaron raices ad-
venticias, en el crecimiento de la raiz y parte aérea,
en respuesta a la cantidad de sales inorganicas, tipo
y concentracion de auxina en el medio de cultivo. En
la base de los brotes las raices adventicias fueron
visibles entre los 13 y 37 dias de incubacion. Se con-
sidera que el A. potatorum es una especie de dificil
enraizado, pues en el medio de cultivo sin auxinas el
73% de los brotes formé raices adventicias, ademas
de que requirieron en promedio mas tiempo para en-
raizar, mientras que los brotes en medios de cultivo
con AlIA o AlB, solos o combinados, entre el 88 y 96%
de los brotes formaron raices en mayor nimero.

Después de los 66 dias de incubacion en la
etapa de enraizado de brotes (Figura 1a), el anali-
sis de varianza (Tabla 1) indica que las concentra-
ciones del acido Indol-3-butirico (AIB) tuvieron efecto
diferente significativo (p < 0.05) sobre el peso fresco
de la parte aérea, y peso fresco de raices; ademas
de efecto diferente altamente significativo (p < 0.01)
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Figura 1. (1a) Plantas obtenidas in vitro a partir del enraizado de brotes a los 66 dias de incubacién, (1b)
plantas micropropagadas de 60 dias de aclimatacion, (1c) plantas de A. potatorum fertirrigadas con las
concentraciones de solucion nutritiva a los 90 dias de aclimatacion en invernadero.

Tabla 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza de variables evaluadas en plantas de Agave potatorum Zucc, obtenidas en la etapa de

enraizado de brotes, en diferentes medios de cultivo a los 66 dias.

FV GL
AlA 2
AlB 2
Smin 1
AIA*AIB 4
AlA*Smin 2
AIB*Smin 2
AIA*AIB*Smin 4
Error 126
Total 143

AHL (cm)

1.18"™
1.80™
0.42"
1.57"%
1.86"
0-67115
1.06™
1.51
96.26

NH
0.001"™
0.01"
0.004"™
0.003™
0.00"™
0.01"
0.00"
0.006

Cuadrados Medios y Significancia
LR (cm)

NR
3.55"
33.08™*
0.53"™
2.70™
5.49"
6.90"
2.97%
4.04

0.04"
0.117
0.18"™
0.45"
0.09"
0.23"™
0.15"™
0.350

NB
0.002"*
0.08™
0.17"
0.09™
0.12"
0-1 6"5
0.09™
0.060 2.15

DT (mm)

0.24"
3.20"
18.34*
16.68"*
1.62"%
9.32*
6.16*
0.211

PFA(9)
0.10™
0.70*
1.66*
0.07"
0.08"
1.20*
0.45™
0.007
96.26

PSA(9)
0.00™
0.014™
0.006™
0.002
0.005™
0.010™
0.009™
0.002

PFR(9)
0.001™
0.009*
0.004™
0.003™
0.001™
0.007*
0.003™
0.00

PSR(9)
0.00™
0.00**
0.00™
0.00™
0.00™
0.00™
0.00™

FV = fuentes de variacién; GL = grados de libertad; AIA = &cido Indolacético; AIB = &cido Indolbutirico; Smin = sales minerales; AHL = altura de
hoja mas larga; NH = nimero de hojas; NR = nimero de raices; LR = longitud de la raiz; NB = nimero de brotes; DT = diametro del tallo; PFA
= peso fresco parte aérea; PSA = peso seco de la parte aérea; PFR = peso fresco raiz; PSR = peso seco de raiz * = significativo (p > 0.05); **
= altamente significativo (p < 0.01)

. ns

= no significativo (p > 0.05).
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en el nimero y peso seco de raices. Las concen-
traciones de sales minerales (Smin), tuvieron efectos
diferentes significativos (p < 0.05) en el diametro del
tallo y peso fresco de la parte aérea. La interaccién
de concentracién de sales minerales y el AIB tuvo
efecto significativo (p < 0.05) en el diametro de tallo.
Mientras que la interaccion del &cido Indolacético
(AIA) y el &cido Indol-3-butirico (AIB), tuvo efecto al-
tamente significativo (p < 0.01) en el diametro del
tallo.

En los grupos de brotes que se establecieron
en medios de cultivo sin auxinas, o con AlA o AIB,
el 73, 89 y 95% de los brotes formé raices adventi-
cias, respectivamente. El uso combinado de AIB +
AIA mostré un efecto intermedio entre cada tipo de
auxina sola, en el niumero de brotes que formaron
raices (Tabla 2). Al ordenar los datos en funcion de
la concentracién de las sales minerales (Smin) en el
medio (Tabla 2), los brotes establecidos con Smin-
100% y los brotes en el medio con Smin-75%, el 87.5
y 92.1% de esos brotes formaron raices, ademas los
tallos fueron de 6.3 y 5.6 mm de diametro, y el peso
fresco de la parte aérea fue de 1.18 y 0.96 g, respec-
tivamente, magnitudes diferentes (Tukey 0.05).

Los contrastes ortogonales (Tabla 3) indican
que los brotes que se establecieron en medios de
cultivo con auxinas, solas o combinadas, formaron
significativamente (p < 0.05) mayor nimero de hojas
(NH), nimero de raices (NR), longitud de raiz (LR),
diametro de tallo (DT) y peso seco de raiz (PSR), en
comparacioén con los brotes en medios de cultivo sin
auxinas. Los brotes en medios de cultivo con AIB
formaron significativamente (p < 0.05) mas NH, NR,
LR, que los brotes que se establecieron en medios
de cultivo en que se agregaron AIB y AIA combina-
dos. Los brotes en medios de cultivo con AIB for-
maron significativamente (p < 0.05) mas NR y PSR,
que los brotes en medios de cultivo con AlA. Por lo
tanto, el AIB para A. potatorum es la mejor auxina
para promover la formacion de raices adventicias y el
crecimiento de los brotes. Los brotes en medios de
cultivo con 0.5 mg L~! de AIA desarrollaron tallos de
6.4 mm de didmetro, magnitud 3.2% mayor y signi-
ficativamente (p < 0.05) diferente al didmetro de tallo
de los brotes en medio de cultivo con 0.1 mg L~! de

AlA.

Aclimatacion de plantas micropropagadas

Al inicio de la aclimatacién las plantas de A.
potatorum presentaban hojas de 5 cm longitud y 0.7
cm de ancho, flacidas, y de bordes lisos. Pero a los
60 dias de exposicion a mayor radiacion solar, las
plantas habian formado hojas nuevas que fueron mas
rigidas y gruesas, ademas de espinas marginales
(Figura 1b). EI andlisis de varianza (Tabla 4) a los
30 dias de aclimatacion, muestran que las concen-
traciones de las soluciones nutritivas tuvieron efectos
diferentes altamente significativos (p < 0.01) para el
namero (NH) y ancho de las hojas (ANH), asi como
para el didmetro del tallo (DT). Mientras que a los
90 dias (Figura 1c), las concentraciones de las solu-
ciones nutritivas tuvieron efectos diferentes significa-
tivos (p < 0.05) para NH, ANH, diametro de talle (DT),
altura de la hoja mas larga (AHL), volumen de raiz
(VOLR) y peso fresco de la parte aérea (PFA).

Las plantas mostraron crecimiento positivo en
relacion con la cantidad de nutrimentos que reci-
bieron mediante la solucion nutritiva, ya que a los 90
dias de aclimatacion las plantas fertirrigadas con SN-
25% vy las plantas que recibieron SN-50%, tuvieron en
promedio 7.4 y 8.9 hojas; siendo la hoja mas grande
de 6.6 y 8.4 cm de longitud, de 1.0 y 1.3 cm de an-
cho; tallo de 8.5y 10.2 mm de diametro; parte aérea
de 2.4y 4.1 g de peso fresco, asi como 0.19y 0.31 g
de peso seco, magnitudes que en cada caso fueron
significativamente diferentes (Tukey, 0.05).

De los tres grupos de 67 plantas de A. pota-
torum micropropagadas que se transfirieron a sus-
trato turba-perlita (1:2) para su aclimatacién en inver-
nadero, del 84 a 90% de estas plantas sobrevivieron,
y aquellas plantas que se fertirrigaron con la SN-25%
fueron las mas pequenas de las que menor canti-
dad (84%) sobrevivié (Tabla 5). Las plantas micro-
propagadas, que se establecieron en sustrato turba-
perlita (1:2), y recibieron solucién nutritiva Steiner
(1984) diluida al 50%, y aclimatadas durante 90 dias
en invernadero sobrevivié el 90% y fueron las mas
grandes en la mayoria de las caracteristicas mor-
fologicas.
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Tabla 2. Caracteristicas de enraizado de brotes de Agave potatorum Zucc., cultivados in vitro en funcién del
contenido de sales minerales.

Factor  BroF(%) AHL (cm) NH NR LR (cm) NB DT (mm)
Smin

75% 92.1% 5.8+1.1¢ 7.1+1.4¢ 4.0+0.7¢ 4.85+3.0¢ 26424 56+1.6°
100% 87.5% 5.9+1.3¢ 6.7+1.5¢ 4.2+1.9¢ 4.40+2.67 3.0+2.3% 6.3+1.7¢
Smin PFA (9) PSA (9) PFR (9) PSR (g)

75% 92.1% 0.96+05" 0.1140.1¢  0.0440.05 0.0140.01¢

100% 87.5% 1.2+£0.5¢ 0.12+0.1*  0.03+0.03*  0.01+£0.01¢

Smin = sales minerales; BroF = porcentaje de brotes que formaron raices; AHL = altura de hoja mas larga;
NH = nimero de hojas; NR = nimero de raices; LR = longitud de la raiz; NB = nimero de brotes, DT =
diametro del tallo; PFA = peso fresco parte aérea; PSA = peso seco de la parte aérea; PFR = peso fresco
raiz; PSR = peso seco de raiz. Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadistica-

mente (Tukey, 0.05).

Tabla 3. Contrastes ortogonales de caracteristicas de enraizado de brotes de Agave potatorum Zucc., culti-
vados in vitro a los 66 dias.

GC BroF% AHL NH NR NB LR DT PFA PSA PFR PSR
G1vs 73 57¢ 6.0° 26> 27¢ 30° 47° 091 011 0014 0.003"
G2 92 59 7.0 43 28 48 614 109 0119 0.03* 0.008
G2 vs 92 59¢ 70" 43" 287 48 614 1.09* 0.1 0.03 0.008“
G3 95 629 749 479 27 50° 6.6° 1.07° 0129 0.04* 0.009
G2vs 92 59¢ 7.0° 43® 28 48 61¢ 1.09° 0.1 0.03° 0.008"
G4 89 569 7.0° 35° 257 440 3% 095 0.09° 0.02° 0.005¢
G3vs 95 629 749 47° 27 50° 6.6° 1.07° 0129 0.04* 0.009
G4 89 56¢ 7.0¢ 35" 25 44% 63 095 0.09* 0.02¢ 0.005”
G5 vs 88 519 699 384 214 42¢ 62" 096 0.09¢ 0.02¢ 0.005
G6 90 619 7.09 319 29¢ 46 64° 094 0.09° 0.02¢ 0.005
G7vs 96 629 7.3 45° 3.0¢ 46* 67° 0.96° 0129 0.03* 0.007¢
G8 94 6.19 6.9 489 247 53% 66° 118 0.12¢ 0.06° 0.01°

GC = grupos comparados; G1 = test; G2 = AIB + AIA; GC2 = AIB + AIA ; G3 = AIB; G4 = AIA; G5 = AIA 0.1
mgL~!';G6=AIA05mgL~!; G7 = AIB0.1 mgL™!; G8 = AIB 0.5 mg L™!; BroF = porcentaje de brotes
formados; AIA = acido Indolacético; AIB = &cido Indolbutirico AHL = altura de hoja més larga; NH = nimero
de hojas; NR = nimero de raiz; LR = longitud de la raiz; NB = nimero de brotes, DT = diametro del tallo,
PFA = peso fresco parte aérea; PSA = peso seco parte aérea; PFR = peso fresco raiz; PSR = peso seco de

raiz. Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (Tukey, 0.05).

Tabla 4. Cuadrados medios del andlisis de varianza de caracteristicas de plantas de Agave
potatorum Zucc., micropropagadas, y aclimatacién en invernadero con solucién nutritiva

Steiner.
Cuadrados Medios y Significancia

FV GL AHL30 AHL90 NH30 NH90 ANH30 ANHS90 DT30
SN 2 0.42ns  7.62* 8.23"*  5.63 0.15** 0.32* 3.30*
Error 27 1.41 1.97 0.75 1.51 0.01 0.05 0.97
Total 29
FvV GL DT90 NRP90 VOLR PFA PSA PFR PSR
SN 2 9.04* 7.23ns  0.08* 7.48° 0.03ns  0.001ns  0.00ns
Error 27 1.66 2.4 0.01 1.79 0.28 0.004 0.001
Total 29

F.V = fuentes de variacion; GL = grados de libertad; SN = solucién nutritiva; AHL30 = altura
de la hoja mas larga en el dia 30; AHL90 = altura de la hoja mas larga a los 90 dias; NH30
= nimero de hojas; NH90 = nimero de hojas a los 90 dias; ANH30 = ancho de la hoja:
ANH90 = ancho de la hoja a los 90 dias; DT30 = didametro del tallo; DT90 = didmetro del
tallo a los 90 dias; NRP = nimero de raices principales; VOLR = volumen de raiz; PFA =
peso fresco de la parte aérea; PSA = peso seco de la parte aérea; PFR = peso fresco de
la raiz; PSR = peso seco de la raiz; * = significativo (p > 0.05); ** = altamente significativo

(p <0.01)
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Tabla 5. Caracteristicas plantas de Agave potatorum Zucc., micropropagadas aclimatizadas en invernadero por 90 dias.

Fact SP AHL30 AHL90 NH30 NH90 ANH30 ANH90 DT30
SN (%) (cm) (cm) (cm) (cm) (mm)

25 84 52+11% 67+13" 56=+07° 7.4+ 1.0° 0.6 +0.17 1.1+£0.2P 5.7 + 0.9¢
50 90 55+1.0° 84+12¢° 7.0£0.7° 8.9+ 1.2¢ 0.8 +0.2¢ 1.3+£0.2¢ 6.73 £ 1.0¢
100 87 51+159 77+17% 734129 8.2+ 1.5% 0.78 £ 0.1¢ 1.4 +£0.3¢ 6.6 + 1.0¢
Fact DT90 NRP90 VOLR PFA PSA PFR PSR

SN (mm) (cm3) (9 (9 (9 (9

25 84 85+09" 51+19¢ 52402 244+1.07° 0194008 0.10+0.05¢ 0.01 + 0.00¢
50 90 103416 59+09° 53401 415+162° 0.31£0.129 0.11+0.05° 0.01 & 0.00¢
100 87 88+12" 68+18" 544019 3.07+126% 025+0.08% 012+£0.07 0.01 % 0.00¢

SN = solucién nutritiva; SP = plantas supervivientes; AHL30 = altura de la hoja mas larga; AHL90 = altura de la hoja mas larga a
los 90 dias; NH30 = nimero de hojas; NH90 = nimero de hojas a los 90 dias; ANH30 = ancho de la hoja: ANH90 = ancho de la
hoja a los 90 dias; DT30 = diametro del tallo; DT90 = diametro del tallo a los 90 dias; NRP = nimero de raices principales; VOLR
= volumen de raiz; PFA = peso fresco de la parte aérea; PSA = peso seco de la parte aérea; PFR = peso fresco de la raiz; PSR =

peso seco de la raiz; Medias con la misma letra en cada columna no son diferentes estadisticamente (Tukey, 0.05).

DISCUSION

Enraizado de brotes

Las auxinas son reguladores de crecimiento a
los que se atribuye la propiedad de estimular la for-
macion de raices adventicias, ademas de promover
el crecimiento por medio de los mecanismos de elon-
gacién celular. Para el enraizado de brotes de Fur-
craea macrophylla Baker, en medio de cultivo con AIA
y AIB, se reporta que el 100 y 92% de los brotes for-
maron raices después de los 15 a 30 dias (Martinez
y Pacheco 2006). Lo que se debe a que el acido in-
dolacético (AlA) es la principal auxina nativa que se
sintetiza en el apice del brote y en las yemas laterales,
para luego ser transportada basipetalamente, mien-
tras que el AIB es una auxina sintética. Para enraizar
segmentos de tallo de Pisum sativum (Nordstrém et
al 1991) y Arabidopsis se reporta que la auxina sin-
tética AIB ejercié un efecto superior que la auxina
natural AlA para estimular la formacién de raices ad-
venticias y el crecimiento de los tallos (Ludwig-Mdaller
et al. 2005), lo cual coincide con los resultados del
presente trabajo.

En diversas especies vegetales se ha deter-
minado la importancia de evaluar diferentes tipos y
concentraciones de auxinas, en que se obtenga la
mejor respuesta de enraizado de brotes. Ya que para
el enraizado de brotes de chayote, Sechium edule,
establecidos en medio de cultivo con sales minerales
al 65% y 3.0 mg L~! de AIA, desarrollaron casi el
doble en cantidad de raices, en comparacion a brotes

establecidos en medio de cultivo con 0.05 mg L™!
de AIB (Garcia-Garcia et al. 2015). Para el enraizado
in vitro de segmentos nodales de Dalia sp., en medios
de cultivo con concentraciones diferentes (0, 0.1, 0.5
y 1 mgL~") de AIA, la adicién de 0.5 mg L~! de dicha
auxina promovié que mayor porcentaje de segmen-
tos nodales formaran raices adventicias, asi como la
cantidad de raices y el crecimiento del tallo (Jiménez-
Marifia et al. 2019). En los tejidos vegetales se
encuentran auxinas endoégenas sintetizadas en las
hojas jévenes y apice del tallo (Ludwig-Mdller et al.
2005), lo que sugiere que los brotes de A. potatorum
que formaron raices adventicias en los medios de cul-
tivo sin reguladores de crecimiento, posiblemente sin-
tetizaban endégenamente auxinas. Mientras que la
aplicacion exégena de una auxina fue complemento
importante para aquellos brotes que pudieran tener
niveles bajos de auxinas enddbgenas. Las auxinas
exbégenas estimularon que los brotes formaran mas
raices adventicias. Los resultados del presente es-
tudio difieren con lo descrito por Reyes-Zambrano
et al. (2016), quienes mencionaron que en Agave
americana L. tanto la cantidad de raices y su longitud,
no se vieron afectadas por el AIB. En especies como
Rosa centifolia (Baig et al. 2011) y Prunus empyrean
(Sadeghi et al. 2015), se ha demostrado que el AlB
tiene mayor efecto para inducir el enraizamiento de
brotes de Rosa damascena Mill. (Pati et al. 2004),
pero es necesario investigar para cada especie la do-
sis Optima de auxina, ya que concentraciones de AlB
superiores al éptimo inhiben el desarrollo de raices
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(Baker y Wetzstein 2004). Al respecto se sabe que en
algunas especies, las combinaciones en una propor-
cidén alta de auxinas y bajas de citocininas mejoran
la respuesta en el enraizado de brotes (Buyukdemirci
2008).

Ademas del efecto superior que tuvo el AlB
en comparacion al AlA para promover en los brotes
de Agave potatorum la formacion de raices ad-
venticias, pudo estar presente mas AIB en forma
biolégicamente activa, en comparacién a los medios
de cultivo con AlA. Ya que parte de las auxinas son
degradadas durante la esterilizacion mediante auto-
clave del medio de cultivo. También se sabe que el
AlA es mas propenso que el AIB a degradacién por
temperaturas elevadas, de tal manera que Epstein y
Ludwing-Mdiller (1993) mencionan que debido a es-
terilizacién en autoclave las concentraciones de AIA
y AIB son reducidas en 40 y 20%, respectivamente.

En tejidos de tallo la formacién de raices
adventicias después de que son estimuladas por
auxinas algunas células especificas son activadas
y en las primeras 24 horas acumulan almidén, que
luego se degrada como paso previo a que las células
asuman divisiones celulares, formaciéon de meriste-
moides, y posteriormente primordios de raiz con una
tipica forma de domo. Por lo que la presencia de
auxinas se requiere en la etapa de activacion de las
células (Klerk 1996). Pero en el presente trabajo la
evidencia mostro que de los grupos de brotes que
se establecieron en el medio con las sales minerales
a 75%, se formé mayor cantidad de raices adventi-
cias, que los grupos de brotes establecidos con las
sales minerales al 100%. En la propagacion in vitro
de Agave americana var. oaxacensis (Miguel-Luna
et al 2013) y en Agave angustifolia (Enriquez-del
Valle et al. 2005) se reporta que todos los brotes
formaron raices adventicias entre los 12 y 21 dias de
incubacién, aun en los medios de cultivo sin auxinas,
pero que los brotes en medios de cultivo con menor
cantidad, 66 y 50% de sales minerales MS, y con
auxinas, formaron mayor cantidad de raices y en
menor tiempo, en comparaciéon a grupos de brotes
que se establecieron en medio de cultivo con las
sales minerales a 100%.

Aclimatacién de plantas micropropagadas

Las plantas micropropagadas poseen carac-
teristicas morfolégicas y fisioldgicas, cuticula delgada
e ineficiente funcionamiento de los estomas, por lo
que son susceptibles a la deshidratacion, lo que difi-
cultan su transferencia directa a condiciones ex vitro,
por lo que es importante someterlas a una etapa de
aclimatacién (PospiSilova et al. 1999). Por lo que
los primeros 10 dias de aclimatizacién se les debe
proporcionar humedad relativa alta, radiaciéon solar
disminuida a 40 o 50%, y en dias posteriores ex-
ponerlas gradualmente a menor humedad relativa y
mayor radiacién solar (Gil-Rivero et al. 2017). En
diversas especies de agaves micropropagados: A.
fourcroydes (Abreu et al. 2007), A. americana var.
oaxacensis (Yescas-Arreola et al. 2016, Cruz-Garcia
et al. 2017), A. potatorum (Luna-Luna et al. 2017)
se describe que en los primeros 35 a 70 dias de
aclimatacién, ocurre la senescencia de hojas que las
plantas formaron durante su cultivo in vitro, para ser
sustituidas por hojas que presentan mayor area foliar,
suculencia, engrosadas, rigidas, haces vasculares, lo
que se relaciona con adaptacion al ambiente ex vitro.
Al respecto, Sanchez et al. (2020) describieron que
plantas micropropagadas de A. angustifolia y trans-
feridas a condiciones ex vitro, transcurridos 60 dias,
presentaron desarrollo estomatico, aumento de la de-
posicion de ceras, incremento de tamafno y ndmero
adaxial, desarrollo de estructuras papilares y forma-
cién de cristales de oxalato de calcio en la epidermis,
por lo que las plantas requieren de 60 dias de acondi-
cionamiento en invernadero antes de ser trasladadas
a vivero, ya que pasan a la fase de endurecimiento.

Las plantas a las que se aplicé la SN-100%
no mostraron crecimiento adicional con respecto a
las plantas fertirrigadas con SN-50% (Tabla 4). Los
cuales son resultados diferentes a los descritos en A.
americana (Cruz-Garcia et al. 2017, Pérez-Santiago
et al. 2014) y en A. angustifolia (Enriquez-Del Valle
et al. 2012), a las que se aplico la solucién nutritiva
al 100%, y fueron las mas grandes al concluir la acli-
matacién.

Las plantas de tamarnos inferiores a 7 cm
de talla y de menos de 0.51 g de peso fresco, tu-
vieron menor sobrevivencia. Al respecto Aureoles-
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Rodriguez et al. (2008) mencionan que en Agave
inaequidens Koch, las plantas menores a 4 cm y con
pocas raices, tienen menor sobrevivencia, mientras
que plantas de tamaro superior a 4 cm, tienen mayor
sobrevivencia. Se sabe que es importante que las
plantulas in vitro sean de buena calidad evaluado en
cantidad y tamano de hojas, diametro de tallo, volu-
men de raiz, caracteristicas que influyen en el por-
centaje de plantas que sobreviven ex vitro (Sanchez-
Rodriguez et al. 2012). Sobre lo mismo, Cabrera
(1999) menciona que el sustrato con turba y perlita
presenta 93% de porosidad total, al combinar sus-
trato organico (turba) con inorganico (perlita) ayuda
a mejorar principalmente sus propiedades fisicas y
quimicas, como la capacidad de retencién de agua
y poros de aire. De acuerdo con Anicua-Sanchez et
al. (2009) y Yescas-Arreola et al. (2016) la materia
organica en el sustrato estabiliza el pH, la capacidad
de intercambio catiénico y la disponibilidad de nu-
trimentos, mientras que la perlita aporta estabilidad
para conservar entre un 77.4 y 85% de porosidad
para la retencién de agua y la aireacion de las raices.

CONCLUSIONES

Eluso de 0.1 a 0.5 mg L~! de AIB en el medio
de cultivo estimul6 entre el 94 y 96% de brotes de
Agave potatorum formase raices adventicias. Hasta
el 92% de los brotes formaron raices adventicias
cuando se establecieron en el medio de cultivo con
las sales minerales al 75%, mientras que en el medio
de cultivo con 100% de sales minerales solo el 87.5%
de los brotes formé raices. Los brotes en medio de
cultivo con sales minerales al 100% desarrollaron
plantas con diametro de tallo y peso fresco de la
parte aérea que fueron un 12.5 y 25% mayores, que
los brotes en medio de cultivo con las sales minerales
a 75%. Del total de plantas micropropagadas y acli-
matadas en sustrato turba-perlita (1:2), a los 90 dias,
entre el 84 y 90% se aclimataron. Las plantas fer-
tirrigadas con la soluciéon nutritiva al 50% de con-
centracién de nutrimentos de la formulacién Steiner,
presentaron mayor crecimiento en numero de ho-
jas, diametro del tallo, peso fresco y peso seco, en
comparacion con las plantas que recibieron solucién
nutritiva al 25%.
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