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RESUMEN. Se estudi6 el efecto de citocininas y auxinas en la produccion
de brotes adventicios de Agave durangensis in vitro. La germinacion se
hizo en medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al 50% de concentracion,
sin reguladores de crecimiento. La produccion y desarrollo de brotes
adventicios se realizé en medio de cultivo MS al 100%, con citocininas (KIN
y BAP) y ANA como auxina, evaluando diferentes concentraciones en 12
tratamientos. La concentracion de 4.0 mg L~! de BAP sin auxinas presenté
mejores resultados en altura del explante, nimero de hojas por explante,
ndmero de brotes por explante y numero de hojas por brote. La presencia
de auxinas sélo favorecié la altura del brote en el tratamiento de 4.0 mg L™!
KIN'y 0.4 mg L~! ANA. Por lo anterior, resulta viable utilizar solo citocininas
en medio de cultivo en la etapa de produccion de brotes de A. durangensis.
Palabras clave: Agave durangensis Gentry, micropropagaciéon vegetal,
morfologia de la planta, promotores de crecimiento, propagacién in vitro.

ABSTRACT. The effect of cytokinins and auxins on the production of
adventitious shoots of Agave durangensis in vitro was studied. Germi-
nation was done in Murashige and Skoog (MS) culture medium at 50%
concentration without growth regulators was used. The production and
development of adventitious shoots was carried out in a 100% MS culture
medium with cytokinins (KIN and BAP) and ANA as auxin, evaluating
different concentrations in 12 treatments. The concentration of 4.0 mg L™!
of BAP without auxins presented better results in explant height, number of
leaves per explant, number of shoots per explant and number of leaves per
shoot. The presence of auxins only favored the height of the sprout in the
treatment of 4.0 mg L~! KIN and 0.4 mg L~ ANA. Therefore, it is feasible to
use only cytokinins on culture medium in the shoots production stage of A.
durangensis.

Key words: Agave durangensis Gentry, plant micropropagation, plant
morphology, growth promoters, in vitro propagation.
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INTRODUCCION

El género Agave habita en América, con
aproximadamente 200 especies registradas (Garcia
2007), el 75% habita en México con alto porcentaje
de endemismo, razon por la cual es el pais con mayor
riqueza y diversidad bioldgica de este género (Garcia
et al. 2010). El agave es un recurso natural con im-
portancia ecol6gica y econémica, ya que es formador
y retenedor de suelo, sirve de refugio y alimento a una
amplia gama de especies de fauna silvestre desde in-
sectos hasta mamiferos, debido a la gran cantidad de
polen y néctar que producen sus flores (Eguiarte y
Gonzalez 2007), y se aprovecha como materia prima
para la elaboracion de bebidas alcohdlicas y fibras
naturales (Martinez-Ramirez et al. 2014).

El Agave durangensis Gentry es originario de
una regién pequena de la Sierra Madre Occiden-
tal ubicada en los estados de Durango y Zacatecas
(Goénzalez y Nuniez 2015). En el estado de Durango
se produce y consume mezcal por tradiciéon, con un
incremento en los Ultimos afos, por lo que existe
una creciente demanda de materia prima (Gonzalez
y Quintos 2006); no obstante, la oferta del mez-
cal duranguense a nivel local es suficiente en can-
tidad y calidad, por lo que aun es posible mantener
el esquema tradicional de produccion (Barraza et al.
2014). Pese a que A. durangensis puede ser pro-
ducida a través de plantaciones, bajo condiciones de
cultivo agricola, en la regién sureste del estado de
Durango la materia prima (pifia) se extrae de pobla-
ciones silvestres (Hernandez et al. 2017), lo que im-
plica un riesgo potencial en la permanencia de es-
tas poblaciones debido a que su aprovechamiento
se realiza de forma empirica, sin considerar su ca-
pacidad de regeneracion natural (Candia-Acosta et
al. 2019). Ante este panorama, Loera et al. (2012)
analizaron los factores ecolégicos que influyen en
el desarrollo de A. durangensis en la Sierra de
Registrillo, Durango, Durango, como base en la de-
terminacion de la calidad de sitio para estimar el po-
tencial productivo del Agave, con la finalidad de con-
tribuir al enriquecimiento de los programas de manejo
y productividad sustentable del recurso; encontrando
que la densidad de poblacién varia en funcion de la

pendiente, la exposicion y la textura del suelo. Mien-
tras que, Loera et al. (2018) sefialan que para la
explotacion sustentable de poblaciones silvestres, es
necesario implementar estrategias de manejo, donde
uno de los ejes primordiales es producir planta de
calidad capaz de adaptarse a las condiciones donde
se estableceran.

Una alternativa prometedora para Ila
produccién de plantas y para la resolucion de estos
problemas, es la micropropagacién (Dominguez et al.
2008a), la cual permite la propagacién masiva y la
regeneracion de plantas en un corto periodo, bajo
condiciones controladas de luz artificial utilizando
medio de cultivo organico (Gonzalez et al. 2020)
e inorganico mejorado con sales minerales, vitami-
nas y hormonas sintéticas (Puente-Garza et al. 2017,
Salazar-Mercado y Vega-Contreras 2017), ayudando
a mejorar y mantener su diversidad. Sobre lo mismo
Ying et al. (2011) sefalan la importancia de la in-
teraccion de las auxinas-citocininas en el desarrollo
de meristemos, ya que es posible obtener resultados
satisfactorios en la generacion de nuevos érganos
vegetales, dependiendo de la concentracion utilizada
para cada etapa vegetativa. Al respecto, se repor-
tan trabajos de investigacion de cultivo in vitro para la
propagacion de Agave de diversas especies, entre los
que destacan: A. inaequidens (Aureoles-Rodriguez
et al. 2008), A. cupreata, A. karwinskii, A. obscura, A.
potatorum y A. difformis (Dominguez et al. 2008b),
A. tequilana (Valenzuela et al. 2006), A. salmiana
(Silos et al. 2007, Puente-Garza et al. 2017), A. du-
rangensis (Ramirez et al. 2008, Gonzéalez y Nufez
2015, Gonzélez et al. 2020, Chavez-Ortiz et al.
2021), A. marmorata (Aguilar y Rodriguez 2018) y
A. americana (Miguel et al. 2014). Por lo anterior el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
citocininas y auxinas en diferentes concentraciones
en la etapa de producciéon de brotes adventicios in
vitro de Agave durangensis Gentry.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el laboratorio del area
de produccién de planta del Instituto de Silvicultura
e Industria de la Madera de la Universidad Juarez
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del Estado de Durango (ISIMA-UJED), ubicado en las
coordenadas 24° 00’ 42.25" LN y 104°41’ 23.28" LO,
a una altitud de 1 906 m en la ciudad de Durango,
Durango, México.

Se utilizaron semillas de plantas adultas de
A. durangensis del Jardin Botanico del ISIMA, ubi-
cado en el mismo sitio del area de estudio. Previo
a la utilizacion de las semillas, se mantuvieron en
refrigeracion durante 14 dias a 4 °C.

La asepsia se realizd6 sumergiendo la semilla
en diferentes soluciones y tiempos de inmersién
con agitacién constante; para ello se colocaron las
semillas en 35 mL de agua destilada con tween
20 (9.5:0.5) durante 10 minutos. Luego en 35 mL
de etanol al 70% durante dos minutos, se realiz6
un enjuague con 30 mL de agua destilada después
de cada solucién durante un minuto; por ultimo, se
sumergieron en 35 mL de agua destilada con cloro
(9:1) durante 25 minutos y se realizd un triple en-
juague con 30 mL de agua destilada estéril durante
un minuto.

Para la germinacion, la semilla desinfectada se
puso en medio de cultivo Murashige y Skoog 1962
(MS) concentrado al 50% de las sales originales, pH
de 5.7 y 7 g de agar como agente gelificante, sin
reguladores de crecimiento. La siembra se realizé en
la campana de flujo laminar bajo condiciones contro-
ladas, colocando una semilla de A. durangensis en
cada frasco de vidrio de 250 mL de capacidad con 20
mL de medio de cultivo. Los frascos con la siembra
se colocaron en una camara de germinacién con tem-
peratura de 22 °C + 2 en condiciones de oscuridad
total hasta que se observé la aparicion del coledptilo.
Después se trasladaron a una camara de crecimiento,
con fotoperiodo inducido de 16/8 horas luz/oscuridad,
a temperatura promedio de 25 °C y humedad relativa
de 80%, durante 50 dias.

Para la producciéon de brotes adventicios se
establecieron 12 tratamientos en medio de cultivo
MS al 100% de sus sales minerales, enriquecido
con reguladores de crecimiento en diferentes con-
centraciones bajo un disefio completamente al azar
con 10 repeticiones (Tabla 1). Para multiplicar los
brotes se retir6 la raiz de las plantulas, mediante un
corte transversal con un bisturi colocando la parte

foliar en un nuevo frasco de medio de cultivo con
las concentraciones propuestas de reguladores de
crecimiento. Se realizaron mediciones cada 15 dias
hasta los 75 dias después del establecimiento. Las
variables evaluadas fueron: altura del explante (cm),
numero de hojas por explante y nimero de brotes
por explante, altura del brote (cm) y ndmero de ho-
jas por brote. Los datos obtenidos se analizaron con
el paquete estadistico InfoStat y la comparacion de
medias se realizd6 mediante la prueba de Diferencia
Minima Significativa (DMS) Fisher (p < 0.05).

Tabla 1. Tratamientos para evaluar los reguladores de
crecimiento y concentraciones en la etapa de produccién de
brotes de Agave durangensis.

Tratamiento ~ Concentracién de regulador de crecimiento
(mgL™")
2.0KIN
3.0 KIN
4.0KIN
2.0 BAP
3.0 BAP
4.0 BAP
2.0 KIN : 0.2 ANA
3.0KIN : 0.3 ANA
4.0 KIN : 0.4 ANA
10 2.0 BAP : 0.2 ANA
11 3.0 BAP : 0.3 ANA
12 4.0 BAP : 0.4 ANA
Dénde: KIN: Kinetina, BAP: Bencilaminopurina, ANA: Acido
naftalenacético.

t.oooxloucnbcum—n*:‘

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observaron diferencias significativas (p <
0.05) entre tratamientos en la variable altura del ex-
plante, la mayor altura se present6 en los tratamien-
tos adicionados solo con citocininas al medio de cul-
tivo (T1 al T6), la cual fluctué entre 6.11 y 6.94 cm,
resultando con igualdad estadistica entre ellos con
respecto a los tratamientos donde se utilizé la mez-
cla de citocininas y auxinas 10:1 (Tabla 2). Tam-
bién se observ6 un efecto de inhibicién o retardo del
crecimiento vertical del explante con la concentracion
media y alta de KIN (3 y 4 mg L™!), pero con do-
sis baja (2 mg L~! de KIN) que fue igual al resul-
tado de la hormona BAP en concentracién alta y baja.
Al respecto, Gonzélez y Nufez (2015), mencionan
que la altura de A. durangensis, se favorece con la
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Tabla 2. Efecto de los reguladores de crecimiento con diferente concentracion en
la morfologia del explante de A. durangensis en condiciones in vitro.

Tratamiento Descripcion

(mgL™")

Alturadel  No. de hojas  Altura del
explante por explante  brote

2.0 KIN

3.0 KIN

4.0 KIN

2.0 BAP

3.0 BAP

4.0 BAP
2.0 KIN : 0.2 ANA
3.0 KIN : 0.3 ANA
4.0 KIN : 0.4 ANA

OCD\IG’)U'!AOOI\)—"_"
-

10 2.0 BAP : 0.2 ANA
11 3.0 BAP : 0.3 ANA
12 4.0 BAP : 0.4 ANA

6.85¢ 3.13bcd 1.61¢
6.244b¢ 3.250¢d 1.63¢
6.114bc 3.634b¢ 1.63¢
6.93¢ 4.00% 1.23¢
6.30% 3.250¢d 2.314e
6.94¢ 4.50% 3.21¢
4.854 3.634b¢ 4.76¢
4.854 3.634b¢ 4.50%
5.59b¢d 3.250¢d 4.83¢
5.254 3.38b¢d 3.66%¢
5.184 2.504 3.56%¢d
5.43¢d 2.75¢ 3.280¢d

Medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa

entre tratamientos DMS Fisher (p < 0.05).

mezcla de KIN:IBA en concentracion 1:100. De igual
forma, pero en A. inaequidens, Aureoles-Rodriguez
et al. (2008) encontraron los mayores valores en la
misma variable con 3.0 mg L~! de KIN, con una al-
tura promedio de 4.34 cm. Siendo en el presente tra-
bajo los resultados superiores a los mostrados en la
investigacion anteriormente citada, con una una es-
pecie diferente.

Para el numero de hojas por explante, se en-
contraron diferencias estadisticas entre tratamientos
(p < 0.05) (Tabla 2). Los T3, 4, 6, 7 y 8 tuvieron la
mejor respuesta a la produccion de hojas, con igual-
dad estadistica entre ellos (Tabla 2). Al respecto,
Aureoles-Rodriguez et al. (2008) observaron que la
mayor cantidad de hojas en A. inaequidens se pre-
sentd con la adicion de 3.0 mg L~! de BA en el medio
de cultivo, con 5.86 hojas en promedio, y 10.0 mg
L=! de KIN tuvieron en promedio 4.71 hojas por ex-
plante. Este ultimo valor es similar a lo obtenido en
el presente trabajo en el tratamiento T6 (4 mg L~!
de BAP) con media de 4.5 hojas. En contraparte, los
tratamientos adicionados con KIN 2.0 y 3.0 mg L™!
(T1 y T2), tuvieron disminucién en el nimero de ho-
jas, con presencia de fenoles en respuesta fisiolégica
al corte del tejido vegetal entre los 30 y 45 dias.
El T1 present6 buena respuesta en la altura del ex-
plante, por lo que se esperaba el mismo efecto en
la generacion de hojas; sin embargo, al presentar
necrosis en el tejido vegetal provocd que las hojas
se desprendieran del explante, al igual que en el T2.

Respecto a esta situacion, Gonzalez y Nufez (2015)
reportan un efecto similar con A. durangensis, encon-
trando que la mezcla de KIN:IBA en igual concen-
tracién (0.1 mg L™!) presenté necrosis en las pun-
tas. Esto se puede deber a factores como la accién
metabdlica de los reguladores de crecimiento en la
planta, al exceso de humedad que se forma en la at-
mdsfera del frasco o bien, al requerimiento de mas
oxigeno por parte de la planta.

Por otra parte, el analisis estadistico no revelé
diferencias significativas entre tratamientos (p <
0.05) en la generacion de brotes, manteniendo una
variacién entre 0.9 y 1.4 brotes por explante a los 75
dias (Figura 1). En los T8 al 12, con citocininas y
auxinas (10:1), la aparicién de brotes se observé en-
tre el dia 15y el 30, a diferencia de los tratamiento T1
al T5 donde los brotes aparecieron entre el dia 30 y
45 (Figura 2). Los tratamientos T6 y T10 destacaron
por presentar mayor numero de brotes, con media de
1.4 brotes, pero en el T6 al igual que en el T7, la
aparicion de brotes fue mas tardia, ya que inicié en-
tre los dias 45 y 60. De acuerdo con lo recomendado
por Gonzalez y Nufez (2015), para A. durangensis la
mezcla de 3 mg L~! de KIN con 0.3 mg L~! de IBA
puede generar mayor nimero de brotes, con una me-
dia de 4.33. Por otra parte, Ramirez et al. (2008)
reportaron que la mejor respuesta en producciéon de
brotes para esta misma especie se obtiene con 4.44
UM BA/0.049 uM IBA, equivalentes a 9.91 mg Lt y
0.009 mg L~! con promedio de 5.96 brotes axilares
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Figura 1. Promedio de brotes generados por explante de A. durangensis, sometido a distintas concentraciones de KIN, BAP y
ANA in vitro.

mDia0 mDia15 mDia30 mDia45 mDia60 mDia75
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95 ; i 23 23 24 24
2.1 2.1
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15
1 2 3 4 5 & 7T & 9 10 1 12

Tratamiento

N

—_

Numero de hojas del brote

o

Figura 2. Numero de hojas del brote primario de A. durangensis.

por explante a los 60 dias. En el presente experi- al. (2014). La caracteristica que comparten estos
mento no se obtuvieron valores como los reportados tratamientos es que ambos corresponden a la con-
por los autores citados, pero el T6 (4.0 mg L~! de centracion alta de citocininas, lo que coincide con lo
BAP) y el T9 (4.0 KIN + 0.4 ANA) produjeron igual mencionado por Aguilar y Rodriguez (2018), quienes
numero de brotes, siendo en el T6 la apariciéon de argumentan que altas concentraciones de citocini-
brotes de forma mas gradual y homogénea, lo que nas con respecto a las auxinas, promueven la forma-
podria indicar que la presencia de auxinas como ANA cién de callos derivando la formacion de brotes poco
tiene un efecto en la generacion de brotes adventi- diferenciados. En tanto que Miguel et al. (2014), men-
cios, lo que coincide con lo reportado por Miguel et cionan que el efecto de las interacciones sobre la for-
E. ISSN: 2007-901X www.ujat.mx/era
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macién de brotes podria deberse a que el proceso de
organogénesis consume energia proporcionada por
los carbohidratos, pese a que la citocinina desem-
pefia un papel importante para inducir la formacion
de nuevos brotes. Con otra alternativa de micropropa-
gacién, Chavez-Ortiz et al. (2021) observaron que es
posible generar brotes de A. guiengola utilizando so-
lamente 1 mg L~! de BAP sin auxinas en un sistema
de biorreactores de inmersion temporal al generar un
promedio de 3.7 brotes por explante.

Para la altura del brote, el andlisis estadistico
mostré diferencias significativas (p < 0.05), sobre-
saliendo los tratamientos del T7 al T11 con valores
estadisticos similares, con alturas entre 3.56 y 4.83
cm. Por lo que los tratamientos adicionados solo con
citocininas (T1 al T6) presentaron menor altura, con
valores entre 1.23 y 3.21 cm (Tabla 2). A diferen-
cia de la altura del explante con mezcla de citocini-
nas y auxinas (10:1) que tuvieron los mayores resul-
tados, el efecto de esta mezcla en sus tres concen-
traciones tuvieron los mayores resultados en la altura
del brote. Al respecto, Aguilar y Rodriguez (2018)
reportan efecto significativo en la longitud de brote
de A. marmorata al incrementar la concentraciéon de
auxinas (AlA) sin la adicion de citocininas. Mien-
tras que, Miguel et al. (2014) mencionan que al in-
crementar la dosis de BAP, en cantidades mayores
a 6 mg L™!, no ocurre la formacién de cantidades
adicionales de brotes y los que se lograron obtener
fueron cada vez mas pequefios. Este mismo efecto
se observé en el presente experimento desde la con-
centracién 2.0 mg L~! de BAP, con mayores efectos
en los tratamientos que sélo contenian citocininas.

La aparicion de hojas se presenté a partir del

dia 45 en la mayoria de los tratamientos. Al igual que
en la cantidad de hojas por explante, en esta variable
destaco el T6 (4.0 mg L~! BAP) con 2.7 hojas por
brote, sin embargo, aparecieron a partir del dia 60
(Figura 2). En los tratamientos del T8 al T12, la apari-
cién de hojas se mostré de forma gradual entre los
dias 15 y 30, sobresaliendo el T9 y T11 con 4.0 mg
L~! KIN:0.4 mg L~! ANA y 3.0 mg L~! BAP:0.3 mg
L~! ANA respectivamente (Figura 2). Lo anterior se
contrapone con lo reportado por Aureoles-Rodriguez
et al. (2008), quienes reportaron que la adicion de
3.0 mg L' de BAP al medio de cultivo, increment6
la altura de los brotes y la formacién de nuevas ho-
jas en A. inaequidens. Sin embargo, el hacer la
comparacion entre diferentes especies, puede ser la
razén de los resultados reportados, dado que para
A. durangensis la presencia de auxinas favorecio el
namero de hojas por brote y su aparicién gradual du-
rante el proceso.

La adicion de reguladores de crecimiento al
medio de cultivo en la etapa de produccién de brotes
adventicios de A. durangensis, mostré un efecto sig-
nificativo en las variables evaluadas. La presencia de
auxinas presenta un efecto retardante o inhibidor en
la mayoria de las variables morfol6gicas evaluadas.
La adicién de 4.0 mg L~! de BAP (T6) al medio
de cultivo, sobresalié en cuatro de cinco variables
evaluadas y el efecto de la mezcla de KIN:ANA fue
mas notable en la altura del brote. Es importante con-
siderar la composicion del medio de cultivo en cada
etapa del proceso de micropropagacién y la especie
de Agave, con la finalidad de aumentar el volumen de
produccién de plantas con atributos que favorezcan
la supervivencia en campo.
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