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RESUMEN

Brotes adventicios de Agave angustifolia se obtuvieron in vitro a
partir de segmentos de médula de tallo. Para inducir la formacion de
raices, los brotes de aproximadamente de 3.5 a 4 cm de longitud, se
transfirieron a recipientes de 145 mL que contenian 20 mL de dife-
rentes medios de cultivo constituidos por 1) 0.4 mg L' de tiamina,
100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L de sacarosa; 2) 50 %, 75 % y 100
% de la concentracion de las sales inorganicas de Murashige y Skoog
(1962), y 3) 0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg L ! del 4cido indolbutirico
(AIB). Todos los brotes formaron raices, atin aquéllos que se estable-
cieron en el medio de cultivo sin AIB. Los brotes establecidos en el
medio con las sales a 100 % de concentracion y sin AIB, formaron 4.2
raices en 14 d y 5.8 hojas en promedio. El niimero de raices por brote
aument6 en relacion a la concentracion creciente del AIB y la concen-
tracion decreciente de las sales inorganicas en el medio. Los brotes
que se desarrollaron en el medio con 75 % de sales y 0.75 mg L de
AIB enraizaron en 7 d, y formaron 8.6 raices y 6.4 hojas, en prome-
dio.

Palabras clave: Agave angustifolia, micropropagacion, acido indolbu-
tirico, sales inorganicas, raices adventicias.

SUMMARY

Adventitious shoots of Agave angustifolia were obtained
through the ir vitro culture of stem tissue. Shoots 3.5 to 4 cm long
were transferred to 145 mL, flasks which contained 20 mL of differ-
ent sterilized media, to induce the root formation. The culture media
had: 1) 0.4 mg L' of thiamine, 100 mg L' of myo-inositol, 30 g L of
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sucrose; 2) 50 %, 75 % and 100 % of concentration of the Murashige
and Skoog’s inorganic salts; and 3) 0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 mg L!
of indolebutyric acid (IBA). All shoots formed roots, including those
established in media without IBA. In media without IBA the shoots
formed 4.2 roots in 14 d, and 5.8 leaves in the average. The number
of roots per shoot was higher as the IBA concentration increased and
the salt concentration in the medium decreased. The shoots estab-
lished in media with 75 % of the MS inorganic salts and 0.75 mg L
of IBA, produced 8.6 adventitious roots in 7 d and 6.4 leaves, in the
average.

Index words: Agave angustifolia, micropropagation, indolebutyric
acid, inorganic salts, adventitious roots.

INTRODUCCION

La propagacion in vitro de Agave fourcroydes, A. si-
salana y A. victoriae-reginae ya ha sido documentada
(Groenewald et al., 1977; Robert et al., 1987; Madrigal
Lugo et al., 1990; Das, 1992; Rodriguez- Garay et al.,
1996). A. angustifolia se cultiva en el estado de Oaxaca en
més de 15 mil hectareas con 1 500 plantas/ha en promedio.
Los agricultores propagan asexualmente las plantas me-
diante hijuelos de rizoma y bulbilos de inflorescencia vy,
desde el afio 1985 se trabaja para desarrollar una metodo-
logia de propagacion clonal in vitro de A. angustifolia, que
complemente a los métodos convencionales.

En los periodos 1987-1988, y de noviembre del 2001
a diciembre del 2003, se generaron in vitro y transfirieron
a invernadero para su adaptacion 10 000 y 42 000 plantas,
de las cuales 8 000 (Enriquez y Diaz, 1994) y 40 000
plantas se adaptaron y establecieron en vivero, respectiva-
mente. Las plantas del primer periodo permanecieron un
afio en vivero, donde mostraron crecimiento similar a
plantas generadas mediante métodos convencionales; pos-
teriormente se cultivaron en campo y cosecharon siete afios
después. Las plantas generadas durante el segundo periodo
estan en plantacion definitiva.

La propagacion in vitro de la especie citada hasta su es-
tablecimiento en plantacién, permite hacer modificaciones
continuas al método en sus diferentes etapas, para incre-
mentar la eficiencia de éste y la calidad de las plantas. El
objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la
concentracién del 4cido indolbutirico (AIB) y de las sales
inorganicas, sobre la formacién de raices adventicias en
brotes de A. angustifolia. Al respecto se postul la hipote-
sis de que la concentracion de sales minerales influye en
la magnitud del efecto del (AIB) para inducir la formacién
de raices adventicias en los brotes.

MATERIALES Y METODOS

Brotes adventicios de 1 a 3 cm de longitud de A. an-
gustifolia se obtuvieron in vitro mediante organogénesis
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directa, de tejidos de médula de tallo de 1 cm de didmetro
y 3 mm de grosor, en el medio basico con las sales inor-
génicas de Murashige y Skoog, MS (1962), suplementado
con 0.4 mg L' de tiamina, 100 mg L de mio-inositol, 30
¢ L' de sacarosa, y 1.0 mg L' de benciladenina (BA).
Los cultivos se incubaron bajo luz blanca fluorescente a
2,000 lux de intensidad, en fotoperiodo de 16 h'y 8 h de
oscuridad, y de 22 a 28 °C de temperatura.

Para la multiplicacién de propagulos, los brotes que se
formaron en cada explante se subcultivaron cada ocho se-
manas en frascos de vidrio de 145 mL que contenian 20
mL del medio de cultivo antes indicado, y se mantuvieron
bajo las condiciones de incubacién descritas. Cuando se
obtuvieron suficientes brotes de 3.5 a 4 cm de longitud,
éstos se separaron individualmente y se establecieron cua-
tro brotes en cada frasco de 145 mL con 20 mL de medio
de cultivo, para induccién de raices.

Los 15 tratamientos en que se establecieron los brotes,
estuvieron constituidos por el medio basico donde se varid
la concentraciéon de las sales inorganicas MS (50, 75 y
100 %), y del acido indolbutirico (AIB) (0, 0.25, 0.5, 0.75
y 1 mg L"). Los cultivos se incubaron durante 21 d, bajo
las condiciones de iluminacion y temperatura ya descritas.
Se registré el porcentaje de brotes que formaron raices,
dias que tardaron en emerger las raices, cantidad de raices
que se formaron en el brote y nimero de hojas. La unidad
experimental fue un brote y tuvieron 15 repeticiones por
tratamiento. El andlisis de varianza de los datos se efectud
bajo un disefio experimental completamente al azar con
arreglo factorial, donde el factor concentracion de las sales
inorganicas tuvo tres niveles y el factor concentracién del
AIB tuvo cinco niveles. Para la comparacién de medias se
usO la prueba de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando los propagulos son preparados para su trasplan-
te a suelo y que corresponde con la etapa III de enraizado
de los brotes, éstos se podrian establecer en un medio con
menor concentracién de sales inorganicas (Murashige,
1974; Pierik, 1987). Los brotes de A. angustifolia forma-
ron raices en el medio de cultivo de Murashige y Skoog
(1962) con las sales inorganicas a 50 % de concentracién
y sin fitohormonas. Al incorporar acido indolacético (AIA)
0 acido indolbutirico (AIB) en el medio, los brotes forma-
ron raices en mayor cantidad, conforme aumentd la con-
centracion de la auxina hasta 1.0 mg L™ (Enriquez y Diaz,
1994), pero no se estudi6 el comportamiento de la parte
aérea bajo el efecto del medio para enraizado.
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Los brotes generados in vitro de diversas especies son
inducidos a formar raices adventicias en medios de cultivo
adicionados con auxinas, cuya concentracién afecta la
cantidad de raices, su longitud y sus ramificaciones
(McCown, 1986), pero poco se conoce sobre el papel de
otros factores en el ambiente de enraizado que influyen en
el efecto de las auxinas. En el presente trabajo, la concen-
tracion de las sales inorganicas en el medio de cultivo, tu-
vo una relacién positiva con el nimero de dias en que las
raices emergieron de los brotes y una negativa con la can-
tidad y longitud de las raices, y la formacion de hojas.

La propagacioén in vitro de plantas se desarrolla por
etapas debido a que interesa controlar las respuestas orga-
nogénicas, por lo que importa establecer los medios de
cultivo como el tipo, combinacién y las proporciones de
las fitohormonas a utilizar. Para la proliferacién de brotes,
los propagulos se establecen en medios de cultivo con ma-
yor proporcion de citocininas y, posteriormente, para que
los brotes formen raices se transfieren a medios de cultivo
sin fitohormonas o con auxinas. La concentracién de sales
inorganicas en el medio afecta la magnitud de la expresién
organogénica, ya que en callos de Catharanthus roseus se
increment6 la formacién de brotes cuando se cultivaron en
medios con menor concentracion de sales inorganicas (Mo-
rard y Henry, 1998). En papa (Solanum tuberosum) se ob-
tuvieron plantas con mayor area foliar cuando se desarro-
llaron en medios con menor concentracién de nitrégeno
(Tadesse et al., 2000). Asi también, brotes de Populus
tremula formaron 16 y 3 raices adventicias en promedio al
establecerlos en los medios de cultivo WPM y el de Mu-
rashige y Skoog (1962) respectivamente, ambos sin auxi-
nas, pero el primer medio tenia 44 % de la concentracién
total de sales inorganicas en comparaciéon con el segundo
(McCown, 1986).

Todos los brotes de A. angustifolia formaron raices,
aun los que se establecieron en medios sin fitohormonas.
Sin embargo, a los 21 d después de establecer los cultivos
se detectd que las concentraciones de las sales MS entre 50
y 100 % tuvieron efectos significativos (P < 0.01) sobre la
cantidad y longitud de las raices, asi como en la cantidad
y tamafio de las hojas (Cuadro 1). Cuando los brotes se
establecieron en el medio de cultivo para inducir la forma-
cion de raices, éstos tenian cuatro hojas.
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Cuadro 1. Cuadrados medios y estadisticos descriptivos del enraizamiento in vitro de brotes de A. angustifolia desarrollados bajo diferentes concentraciones

de sales inorgdnicas y dcido indolbutirico (AIB).

Fuentes de variacion ~ Grados de libertad

Cuadrados medios

Dias a emergencia de raices

Num. de hojas

Long. de hojas (cm) Nuam. de raices Loéng. de raiz (cm)

Tratamiento 14 61.8 7.51% 8.0% 53.3%x 12.7%%
Concent. sales 2 0.5 ns 12.3%* 25.2%* 52.8% 25.5%*
Concent. AIB 4 42.1 %% 4.7%x 12.4%% 134.5%* 6.2%%
Sales x AIB 8 86.9 ** 7.8 ns 1.5 ns 12.8 ns 12.8%*
Error 210 4.0 4.5 11.9 4.2

187+ 26.9
Total 224

201*
*= valor de Fo significativo (P < 0.05). **= valor de Fo altamente significativo (P < 0.01). ns = no significativo (P <
0.05). *= grados de libertad para el error y total, en la variable tiempo para que emergieran las raices.

Cuadro 2. Formacion de raices y crecimiento de brotes de Agave angustifolia que se cultivaron durante 21 dias en medios de cultivo con diferentes concen-

traciones de las sales inorgdnicas MS (1962) y dcido indolbutirico (AIB).

Tratamiento Nam. de Hojas Longitud Num. de raices Longitud

Nim. Conc.sales Conc. AIB de hoja de raiz
(%) (mg 1" (cm) (cm)

1 100 0 5.8 ab 7.8 ab 43e 6.3 abc
2 100 0.25 5.4 ab 7.6 ab 4.9 de 5.9 abc
3 100 0.50 7.2 ab 8.2 ab 6.3 bed 7.6a
4 100 0.75 6.2 ab 8.2 ab 7.5 ab 7.2 ab
5 100 1.00 6.2 ab 8.5a 7.2 abc 5.3 abc
6 75 0 6.6 ab 6.5 ab 45e 4.6c
7 75 0.25 54 b 58 b 7.6 ab 5.1 abc
8 75 0.50 6.0 ab 7.6 ab 5.7 cde 4.6c
9 75 0.75 6.4 ab 7.1 ab 8.6a 5.8 abc
10 75 1.00 6.8 ab 7.0 ab 7.2 abc 6.1 abc
11 50 0 6.2 ab 6.4 ab 4.7¢e 4.9 be
12 50 0.25 7.4 ab 7.0 ab 7.1 abc 6.9 abc
13 50 0.50 6.9 ab 7.0 ab 6.9 be 4.9 be
14 50 0.75 7.8a 7.5 ab 44e 6.4 abc
15 50 1.00 6.1 ab 7.8 ab 8.5a 5.8 abc

Promedios con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05)

El AIB redujo significativamente el tiempo en que
emergieron las raices, pues en los medios sin la auxina las
raices adventicias emergieron de los brotes en 14.6 d en
promedio, mientras que en los brotes cultivados en presen-
cia de AIB, las raices emergieron en 47 % menos tiempo.
El AIB estimul6 que se formaran mas raices adventicias,
hasta 6.8 y 7.6 raices en promedio en los brotes sometidos
a los tratamientos con 0.75 y 1.0 mg L* de AIB, cantida-
des que superanen 54 % y 72 % (P < 0.05) a las 4.4 rai-
ces adventicias que formaron los brotes en los medios sin
auxina. La presencia de AIB también estimul6 la forma-
cién de méas de hojas en la planta (Cuadros 1y 2). La can-
tidad de raices adventicias que se formaron en los brotes
tuvo relacion inversa con la concentracion de sales en el
medio. Los brotes cultivados en los medios con 75 y 50 %
de las sales MS formaron 7.1 raices en promedio, cantidad
18 % superior (P < 0.05) a la cantidad de raices que tuvie-
ron los brotes en el medio con las sales a 100 % de con-
centracion.
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Al micropropagar A. sisalana a partir de fragmentos de
rizoma, la adicion de benciladenina al medio de cultivo
estimuld la regeneracion de brotes adventicios, pero tal
regeneraciéon fue mas eficiente cuando el medio contenia
las sales minerales de Schenk y Hildebrandt (1972) (SH),
en comparacion con las sales del MS (Tapati, 1992); la
suma de aniones y cationes de la formulacién SH es de 64
meq L”, 36 % menor a la del MS. En A. victoriae-
reginae, los fragmentos de tallo que se establecieron en
medios que contenfan los macronutrimentos MS a 50 % de
concentracion (49.6 meq L") formaron mas brotes que los
fragmentos de tallo que se establecieron en medios con los
iones de macronutrimentos en la concentracién original
(99.2 meq L") (Martinez-Palacios er al., 2003). En los
trabajos citados la concentracién de sales minerales influyd
en la cantidad de brotes adventicios que se formaron en
respuesta del estimulo de las citocininas en el medio de
cultivo, pero sin mencionar interacciones, mientras que en
el presente trabajo se demuestra que durante la formacién
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de raices adventicias en los brotes hubo interacciéon signi-
ficativa (P < 0.01) (Cuadro 1) entre las concentraciones de
sales minerales y los de AIB.

Los resultados anteriores pueden indicar que la con-
centracion mineral en el medio de cultivo afect6 la sensibi-
lidad de las células para responder al estimulo organogéni-
co inducido por el AIB. La sensibilidad es “la capacidad
de un tejido para responder a un estimulo”, ya que las
membranas celulares poseen proteinas “receptoras” que
son sitios de reconocimiento de estimulos y el aumento o
disminucién en sensibilidad es causado por mayor o menor
cantidad de estos receptores, segtn la condicion fisiologica
de las células (Venis, 1987; Timpte, 2001). Diversas con-
diciones como niveles de iones, flujo de iones, potenciales
eléctricos y presion, alteran la estructura de la membrana y
la cantidad de receptores (Trewavas, 1987).

Un litro de medio de cultivo con las sales MS a
100 % de concentracion tiene un costo de $ 21.25, donde
las sales minerales representan 7.87 % de estos costos. Al
disminuir a 75 % y 50% la concentracién de sales minera-
les, el costo del medio bajaria en 1.07 % y 3.95 %, res-
pectivamente, sin afectar negativamente la calidad de las
plantas y su capacidad para adaptarse al transferirlas a sus-
tratos y condiciones de invernadero.

Se concluye entonces que la adicion de AIB hasta 1.0
mg L* al medio de cultivo, estimula el crecimiento de los
brotes de A. angustifolia y la formacién de mayor canti-
dad de raices en menos tiempo, en comparacioén con brotes
cultivados en medios sin AIB. Los brotes formaron maés
raices adventicias y mas largas conforme se disminuyd de
100 a 50 % la concentracién de las sales inorganicas de
Murashige y Skoog (1962). Los brotes cultivados en el
medio con las sales inorgénicas a 75 % de concentracion y
0.75 mg L' de AIB formaron 8.6 raices adventicias, el
doble de la cantidad de raices que formaron los brotes cul-
tivados en el medio con las sales inorgénicas a 100 % y sin
AIB.
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