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RESUMEN

Debido a la demanda de planta de agave para la producciéon de mezcal, es necesario el uso de
herramientas biotecnoldgicas para producir planta de calidad, por lo que el cultivo in vitro es una
opciodn para utilizarse. El objetivo del trabajo fue determinar el tipo de auxina y la concentracion
para el enraizamiento de Agave angustifolia Haw., y la metodologia de aclimatizacion ex vitro. Se
establecieron 24 plantas de 8 cm en medio liquido con diversas auxinas: acido 1-naftalenacético
(ANA), acido indol-3-butirico (AIB) y acido indol-3-acético (AIA) en concentraciones de 0, 0.3,
0.6 y 0.9 mg L. Una semana después, 12 plantas se colocaron en medio semi-sélido sin auxinas
y el resto se mantuvo en medio liquido. Con los brotes que se establecieron en medio de cultivo
con ANA se obtuvo el 67-100% de enraizamiento. Las plantas con mayor Numero de Raices (NR)
y Longitud de Raiz (LR), fueron las establecidas en medio semi-solido con rango de 1.87-13.75 y
para medio liquido con 0.27-0.61 cm, respectivamente. Se determind que con ANA se obtienen
los mejores resultados para NR y LR. Con la metodologia de aclimatizacién, la sobrevivencia de

las plantas fue superior a 90 %.
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ABSTRACT

Due to the demand for agave plants for mezcal production, biotechnological tools are necessary
for quality plant production, and in vitro cultivation is one option that can be used. The objec-
tive of this study was to determine the type and concentration of auxin for the rooting of Agave
angustifolia Haw. shoots and to establish an ex vitro acclimatization methodology. Twenty-four
plants were established in a liquid medium; the auxins used were 1-naphthaleneacetic acid
(ANA), indole-3-butyric acid (IBA), and indole-3-acetic acid (IAA) at concentrations of 0, 0.3,
0.6, and 0.9 mg L-'. One week later, 12 plants were placed in a semi-solid medium without
auxins, and the rest were kept in the liquid medium. The shoots established in the culture me-
dium with ANA achieved 67-100% rooting. Plants with a higher Root Number (RN) and Root
Length (RL) were established in the semi-solid medium, with a range of 1.87 to 13.75 for RN,
and in the liquid medium, 0.27 to 0.61 cm for RL. It was determined that the best results for RN
and RL were obtained with ANA. With the acclimatization methodology, the survival of the
plants was greater than 90%.
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INTRODUCCION

Agave angustifolin Haw. (Asparagales: Asparagaceae)
es una especie endémica de México, con la que se
producen bebidas destiladas como mezcal en nueve
entidades y bacanora en Sonora; ambas bebidas
cuentan con denominacién de origen (Fragoso-Gadea
et al.,, 2021). Los estados de Guerrero y Oaxaca son
productores importantes de mezcal, en donde, durante
2023 se produjeron mas de 12 millones de litros de
mezcal (Consejo Mexicano Regulador de la Calidad del
Mezcal, s.f.), utilizando principalmente las especies de
A. angustifolia y A. cupreata Trel. & A.Berger (Huerta-
Zavala et al., 2019).

Actualmente se utilizan diferentes técnicas para
la produccion de plantas de agave, una de estas es
el cultivo in vitro, para A. angustifolia existen varios
reportes donde se mencionan aspectos de prolifera-
cion de brotes, enraizamiento y aspectos bioquimicos
(Enriquez del Valle et al., 2005; Sanchez-Teyer et al.,
2009; Us-Camas et al., 2017).

En cultivo in vitro el medio mas utilizado para
cualquier etapa (establecimiento, multiplicacion, enrai-
zamiento) es el compuesto por sales MS (Murashige y
Skoog, 1962) el cual fue formulado para proliferacion
de callo en tabaco. Los reguladores de crecimiento
son pieza fundamental para esta técnica, entre los mas
utilizados se mencionan las citocininas y auxinas, la
concentracion a utilizarse dependera del objetivo que
se persigue (Miguel et al., 2013).

Entre las citocininas mas utilizadas en cultivo in
vitro de agave se encuentra la 6-benciladenina (BA),
ademas que es conla que mayor cantidad de brotes se ha
obtenido;sinembargosehanevaluadotambién6-y,y-di-
metilalilaminopurina (2iP), kinetina, tidiazurén (TDZ)
y meta-topolina (N°-(metahidroxibencil-adenina) (Do-
minguez et al., 2008). En A. angustifolia se ha utilizado
acido indol-3-butirico (AIB) (Enriquez del Valle et al.,
2005), y acido indol-3-acético (AIA) en combinacion con
acido 1-naftalenacético (ANA) (Ramirez-Mosqueda et
al., 2022), ya que estos reguladores de crecimiento
estan involucrados en procesos de division, elongacion
y diferenciacién celular (Garay-Arroyo et al., 2014).

La auxina mas utilizada para enraizamiento de
brotes en cultivo in vitro, asi como enraizado de estacas
en vivero, es el AIB, probablemente por las caracte-
risticas quimicas que tiene, sin embargo, es necesario
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comparar al AIB con otras auxinas, tales como acido
indolacético (AIA) y 4cido naftalenacético (ANA), para
determinar con cual se obtienen mejores resultados; por
lo que el objetivo de esta investigacion fue determinar
tipo y concentracion de auxina para el enraizamiento
de brotes de A. angustifolia en condiciones in vitro,
ademas de definir la metodologia para la aclimatiza-
cion ex vitro de las plantas obtenidas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron 240 explantes de A. angustifolia de 8 cm
de longitud aproximadamente, producidos en condi-
ciones in vitro. Se prepard el medio de cultivo liquido
base (Cuadro 1), que se dividid en 10 partes, que corres-
ponden a las tres auxinas (acido indol-3-butirico (AIB),
acido 1- naftalenacético (ANA) y acido indol-3-acético
(AIA), tres concentraciones (0.3, 0.6 y 0.9 mg L") y el
testigo, cada una con 24 tubos de ensayo conteniendo
3 mL del medio.

Cuadro 1. Medio de cultivo liquido utilizado en el
enraizamiento in vitro de Agave angustifolia.

Componente Concentracion
NH, NO, 5mM
Ca(NO,) 4H,0 1.0 mM
MgSO, 7H,0 1.4 mM
Quelatos’ 0.1 mM
Thiamina®™ 0.1 mM
Myoinositol™* 0.1 mM
Sacarosa 20g

Quelatos': FeSO, 7H,0 (695 mg) y Na EDTA (931 mg), preparado en 250 mL de
agua deionizada. " 10 mg de reactivo, en 100 mL de agua deionizada. Todos
los reactivos fueron marca Sigma®. Las concentraciones (0.3, 0.6 y 0.9 mg L")
y tipos de auxinas utilizadas (AIA, ANA y AIB) fueron adicionadas al medio,
posterior a la preparacion. Para el medio semisolido se usaron 6 g L' de agar
Sigma®.

Para la segunda fase, los explantes se mantuvieron
por una semana en medio liquido con auxinas, des-
pués de este tiempo, 12 explantes de cada tratamiento
se transfirieron a medio semisélido (10 mL en cada
tubo de ensayo) sin auxinas (Cuadro 1) adicionando
6 g de agar Sigma®, y el resto se mantuvieron en el
medio liquido. Debido a la transferencia de los brotes
a medio semisdlido, el total de tratamiento fueron 20,
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en los parrafos posteriores se explica a detalle. A los
medios de cultivo realizados, se les ajusté el pH a 5.7
y posterior se esterilizo en autoclave a 21 libras por
15 minutos.

Trasplante y aclimatizacién ex vitro

Las plantas (brotes enraizados — Figura 1A y 1B) se
colocaron en maceta de 500 mL con sustrato compuesto
por corteza de pino, tezontle y lombricomposta (Figura
1 C) con proporciones de 60: 30: 10 v: v: v; colocadas
en bolsa de plastico (20x30 cm) y anudandola con una
liga (Figura 1D y 1E). El proceso de retiro de la bolsa
se inicié dos semanas después de observar que hubiese
crecimiento de hojas nuevas, dejando la bolsa parcial-
mente abierta para propiciar la pérdida de humedad
(Figura 1F), para la semana tres la bolsa se dejo total-
mente abierta y en la cuarta semana la maceta se sacd
de la bolsa.

Disefio experimental y variables evaluadas

El disefio experimental utilizado respecto a enraiza-
miento in vitro fue completamente al azar con arreglo
factorial: dos tipos de medio (liquido y semisoélido) y un
testigo por cada medio, tres auxinas (AIA, AIB, ANA)
y concentraciones (0.3, 0.6 y 0.9 mg L), 20 tratamientos
en total. Las variables evaluadas fueron porcentaje de
enraizamiento, nimero y longitud de raices.

Con respecto a la aclimatizacion ex vitro, solo se
determiné porcentaje promedio de sobrevivencia,
ademas de aspectos cualitativos. No se hicieron analisis
estadisticos. Debido a que no se obtuvieron gran can-
tidad de plantas enraizadas en los medios de cultivo
con AIA y AIB, los analisis estadisticos se realizaron
solo para ANA vy los testigos, en total 8 tratamientos,
con el mismo disenio experimental.

El porcentaje de enraizamiento se reportd para
todas las combinaciones usadas. Solo se realizé com-

Figura 1. Proceso de trasplante de agave enraizado in vitro y aclimatizacion de las plantas. A) enraizamiento in vitro y B) evaluacion en plantas de agave, C) trasplante
de agaves enraizados, D y E) proceso de aclimatizacion y F) planta enraizada en sustrato.
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paraciéon de medias (Tukey p < 0.05) para longitud de
raices y el nimero de raices se analizd con regresion
Poisson. La unidad experimental fue un brote y se
tuvieron 12 repeticiones por tratamiento por medio de
cultivo para enraizamiento (liquido y semisolido), para
el analisis estadistico se usaron 8 plantas (unidades
experimentales) por tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Losbrotes formaron raices al establecerlos en lamayoria
de medios de cultivo que variaron en tipos y concentra-
ciones de auxinas, con excepcion en 0.9 mg L' de AIB en
medio liquido; de manera general, en el medio de cul-
tivo semisdlido se presentaron mas plantas enraizadas.
Respecto al tipo de auxina, el porcentaje promedio de
enraizamiento fue 77, 47 y 34 % para ANA, AIB y AIA,
respectivamente (Figura 2).

Para enraizar plantas de manera convencional e
in vitro, la auxina mas utilizada es AIB debido a que
la molécula se oxida de manera lenta dentro de las
plantas, dando mayor tiempo de accién en compa-
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racion con AIA (Hernandez et al., 2005). Para varias
especies de agave como: A. angustifolia (Enriquez del
Valle et al., 2005), A. kewensis Jacobi (Santiz et al., 2012),
A. potatorum Zucc. (Bautista-Castellanos et al., 2020),
se reporta el uso de AIB para inducir enraizamiento
con resultados superiores a 90 %. Sin embargo, en el
presente trabajo se determind que con ANA hay mas
enraizamiento, a diferencia de AIA y AIB, lo cual
denota que el tipo de auxina esta en funcion de la
especie de agave.

Lamayor cantidad de plantas enraizadas se obtuvo
en el medio semisolido, en el cual fueron transferidos
los agaves una semana después de haber permanecido
en los tratamientos con auxina (tipo y concentra-
ciones). Se demuestra que A. angustifolia disminuye
el porcentaje de enraizamiento, nimero y longitud de
raices, cuando se mantiene en contacto prolongado con
los tipos y concentraciones de auxinas utilizados en el
presente trabajo. Tien et al. (2020) mencionan que altas
concentraciones de auxina pueden inducir toxicidad
durante el proceso de enraizamiento, lo cual puede
haber sucedido con los brotes de A. angustifolia al estar
en contacto prologando con los tratamientos.

AIB

Concentraciéon (mg L") y tipo de auxina

Figura 2. Porcentaje de brotes enraizados de A. angustifolia que formaron raices in vitro. n = 12; L: medio liquido; S: medio semisélido; ANA: dcido naftalenacético;
AIA: acido indolacético; AIB: acido indolbutirico; concentraciones: 0, 0.3, 0.6, y 0.9 mg L
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En el medio liquido con auxinas, el rango de enrai-
zamiento fue 0 — 83 %, mientras que en el semisolido
varid de 25 — 100 % (Figura 2). Park et al. (2017) men-
cionan que la exposicion a altas concentraciones de
auxina reduce la eficiencia en enraizamiento, ademas
de inducir formacién de callo. Probablemente esta fue
la razon por la cual los brotes en medio liquido con
los tipos y concentraciones de auxinas presentaron
menores porcentajes de enraizamiento a diferencia de
los brotes en medio semisdlido.

El proceso de enraizamiento en agave inicio a los
11 y 18 dias después de colocar el experimento, en
el medio liquido y semisdlido, respectivamente. De
acuerdo con el tipo de auxina, el enraizamiento inici6 en
AlIA, seguido de ANA, AIB y por tltimo el tratamiento
testigo; pero hubo mas enraizamiento con ANA; esto
puede estar asociado a la preferencia de la planta por el
tipo de auxina, ademas del grado de estabilidad de ésta
en el medio de cultivo. Dunlap et al. (1986) mencionan
que 75 % de AIB no presenta alteraciones después de
30 dias en oscuridad, pero en condiciones de luz, solo
el 40 % de este compuesto puede utilizarse, AIA es la
auxina mas inestable, y ANA no presenta problemas
de oxidacion.

Debido a que las unidades experimentales no
fueron suficientes para AIA y AIB, solo se realiz6 ana-
lisis de varianza y comparacion de medias para los
resultados de ANA (Cuadro 2). El nimero de raices
en medio liquido vari6 de 2.25-8.62 y en el semisdlido
1.87-13.75, aunque no se observd diferencia signifi-
cativa (p < 0.05). Los testigos presentaron resultados
menores tanto en ntimero de raices (1.87-2.25) y lon-
gitud de raices (0.52-0.61 cm) (Cuadro 2). Por otro lado,

de acuerdo con el analisis de varianza, la longitud de
raices no presento diferencias estadisticas.

En el caso de AIA el niimero de raices fue de 1-7
para ambos medios, y la longitud promedio vari6 de
0.52'y 0.26 cm para las plantas en medio liquido y semi-
solido, respectivamente. Para AIB, el nimero de raices
fue de 1-11 y 1-7, y la longitud de 0.26 y 0.27 cm en
medio liquido y semisolido, respectivamente (Datos no
mostrados).

Al comparar la cantidad de medio de cultivo uti-
lizada (semisdlido: 10 mL y liquido: 3 mL), al usar la
segunda opcion se ahorran reactivos y agua; ademas de
tener la facilidad de oxigenar el medio, y al momento
del trasplante en sustrato se disminuye la proliferacion
de hongos al no llevar restos de agar. Los componentes
del medio semisdlido sin auxina pueden utilizarse de
forma liquida, disminuyendo el costo de la técnica in
vitro.

El uso de medio semisolido es generalizado para
muchas especies propagadas mediante cultivo in vitro,
se mencionan que las ventajas del medio liquido son:
mayor rango de difusién de nutrimentos y regula-
dores de crecimiento, reduccién de estrés oxidativo,
oxigenacion del medio, mayor tasa de crecimiento y
multiplicacion, facil elaboracion del medio (Albany et
al.,, 2015; Shukla et al., 2020); pero también se aumenta
el riesgo por asfixia e hiperhidratacién (Lyam et al.,
2012), en el caso de A. angustifolia no se observo hiper-
hidratacién en medio liquido.

Un error que se comete de manera general durante
el enraizamiento in vitro y ex vitro, es el crecimiento
excesivo de las raices, como lo reporta Silos-Espino
et al. (2007) para A. salmiana Otto ex Salm-Dyck con

Cuadro 2. Caracteristicas enraices de Agave angustifolia Haw, cultivadas in vitro con concentraciones de acido naftalenacético

(ANA).

Medio Concentracion (mg L™) NR LR (cm)

Liquido 0 2.25+0.31b 0.61+0.12a
Semisolido 1.87+0.39b 0.52+0.10a
Liquido 03 6.37+1.11ab 0.27+0.02a
Semisolido 12.25+1.96a 0.49+0.11a
Liquido 06 7.87+2.15ab 0.27+0.04a
Semisolido 13.75+1.93a 0.28+0.03a
Liquido 0.9 8.62+1.87ab 0.28+0.03a
Semisolido 12.65+4.19a 0.40+0.12a

Luna-Vicente et al.
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raices de hasta 16 cm. El crecimiento tan largo de raices
implica gasto de energia para la planta, las cuales
son podadas porque no caben en la maceta o pueden
crecer enrolladas; por tal razoén en el presente trabajo
las raices se evaluaron tres dias después de emitidas,
para no hacer podas y facilitar el trasplante en macetas
(Figura 1B).

Aclimatizacion ex vitro

Para determinar los tiempos del proceso de aclimatiza-
cion se realizaron ensayos previos, donde se observd
que las plantas obtenidas in vitro se pudren por exceso
de humedad cuando el proceso de apertura de la bolsa
se inicia de 3 a 4 semanas después de iniciar el proceso
de aclimatizacion ex vitro. Por lo que se optd por abrir
las bolsas de plastico una semana después de tras-
plantar las plantas obteniendo mejores resultados de
sobrevivencia, tomando como criterio la aparicion de
al menos una hoja nueva. De esta manera se determind
que entre las semanas 1y 2 es el tiempo apto para ini-
ciar con la aclimatizacion de las plantas obtenidas in
vitro.

Cabe mencionar que se logré enraizar 113 brotes,
con la metodologia de aclimatizaciéon presentada con
94 % de sobrevivencia. De las plantas trasplantadas 85
% presentaron una hoja nueva dos semanas después, lo
cual puede utilizarse como indicador para el retiro de
la bolsa de plastico, y que probablemente la actividad
fotosintética se habia regulado.

Hazarika (2006) menciona que las plantas propa-
gadas in vitro presentan baja eficiencia fotosintética,
funcionamiento deficiente de estomas y poca cera
epicuticular; por lo que el manejo deficiente durante
la etapa de aclimatizacion puede causar muerte de las
plantas. Por otro lado, da Silva y Villegas (2009) men-
cionan que el medio en que se obtienen las plantas,
influye en el proceso de aclimatizacion, ya que los
componentes de este influyen en las reservas almace-
nadas en los explantes y por ende en el desempetio de
las plantas.

Las plantas de agave generalmente se aclima-
tizan en invernadero con nebulizacion y riego, donde
se alcance humedad relativa de 80-90 % (Yescas et al.,
2016). Pero Castro-Garibay et al. (2019) mencionan que
a nivel experimental el uso de bolsas de plastico para
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aclimatizar plantas, es una opcién viable y econémica,
donde no se necesitan infraestructuras costosas.

CONCLUSIONES

El acido naftalenacético es la mejor auxina para inducir
el enraizamiento de brotes in vitro de A. angustifolia. La
cantidad y longitud de raices en A. angustifolia dismi-
nuye cuando estan en contacto prolongado con medio
de cultivo con auxinas. Con la propuesta de aclimatiza-
cioén ex vitro de plantas de agave producidas in vitro se
obtiene sobrevivencia de 94 %, la emision de las nuevas
hojas se puede tomar como criterio para determinar
que la planta esta aclimatada.
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