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Resumen

Agave angustifolia es una especie que se utiliza como materia prima para producciéon de mezcal en el sur del Estado
de México, por lo cual se ha incrementado la demanda de planta para el establecimiento de plantaciones. El cultivo
de tejidos vegetales ofrece una alternativa para la propagacion masiva de plantas; por ello, el objetivo de la presente
investigacion fue desarrollar un protocolo para la propagacion in vitro de la especie. Bajo condiciones in vitro se
realizé la germinacién, multiplicacién y elongacién de brotes, y formacion de raices, mientras que en vivero se hizo
la aclimatacion de plantas. El porcentaje de germinacion fue superior a 80 % y se registraron diferencias entre los
tratamientos de desinfeccién y medios de cultivo. El uso del medio MS al 100 %+0.003 mg L't de BAP+0.002 mg
L't de AIB+0.1 mg Lt de pantetonato de calcio produjo mayor nimero de brotes por planta a los 90 y 120 dias.
Con el medio de cultivo MS al 75 % se obtuvo 100 % de enraizamiento, con un promedio 6.5 raices por planta y
45 mm de longitud de la raiz. En la etapa de aclimatacién en vivero se presenté 100 % de sobrevivencia en los
tres sustratos evaluados y se observaron diferencias en altura, diametro y materia seca. En conclusién, se generd
un protocolo completo para la micropropagacion de Agave angustifolia, desde la germinacion in vitro hasta su
aclimatacion en vivero.

Palabras clave: Biotecnologia forestal, cultivo de tejidos, matorral xeréfilo, produccidn de mezcal, propagacién
de agave, propagacion in vitro.

Abstract

Agave angustifolia is a species utilized as raw material for mescal production in the South of the Estado de México,
which is why the demand for the establishment of plantations of this succulent has increased. Plant tissue culture
offers an alternative for mass plant propagation; thus, the objective of the present research was to develop a
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protocol for the in vitro propagation of the species. Germination, shoot multiplication and elongation, and root
formation took place under in vitro conditions, and the plants were acclimatized in the nursery. The germination
percentage was higher than 80 %, and there were differences between disinfection treatments and culture media.
The use of 100 % MS medium+0.003 mg L of BAP+0.002 mg L of IBA+0.1 mg L of calcium pantethonate
produced a higher number of shoots per plant at 90 and 120 days. With 75 % MS culture medium, 100 % rooting
was obtained, with an average of 6.5 roots per plant and 45 mm root length. In the nursery acclimatization stage,
there was 100 % survival in the three substrates evaluated and differences were observed in height, diameter
and dry matter. In conclusion, a complete protocol was generated for the micropropagation of Agave angustifolia,
from in vitro germination to acclimatization in nursery.

Keywords: Forest biotechnology, tissue culture, xerophytic scrubland, mescal production, agave propagation, in
vitro propagation.

Introduccion

Los agaves son endémicos de América y tienen su centro de origen en México
(Mandujano et al., 2018), donde se les encuentra, principalmente, en zonas aridas y
semiaridas (Pérez et al., 2012). La riqueza de especies endémicas del género Agave
L. en México se debe, fundamentalmente, a los habitats heterogéneos que presenta
el pais, que difieren en clima, geologia, suelos, topografia, altitud, entre otros factores
ambientales (Ledn et al., 2013). Algunos de los taxones se aprovechan como materia
prima para la elaboracion de bebidas alcohdlicas y fibras naturales, lo cual provoca la
disminucion de las poblaciones naturales de varios taxa (NOM-059-SEMARNAT-2010,
2010). La lista de especies prioritarias para su conservacion incluye seis especies de
agaves, entre ellas Agave angustifolia Haw. (Secretaria de Medio Ambiente y

Recursos Naturales [Semarnat], 2014).

Agave angustifolia (maguey delgado, maguey de monte o espadin) crece de manera
silvestre y extensa en la Sierra Madre Occidental, en los estados de Aguascalientes,
Chihuahua, Durango, Jalisco, Nayarit, Sinaloa, Sonora y Zacatecas (Fragoso-Gadea
et al., 2021). A partir de la savia concentrada en sus zonas meristematicas apicales
se produce el aguamiel que se utiliza para elaborar el pulque. Sus hojas se usan para

cocinar la carne de borrego en barbacoa y las flores se utiliza en distintos platillos
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(Avila-Lara et al., 2021). Ademas, se emplea como remedio para las torceduras o

huesos rotos de personas o de animales (Barrientos et al., 2019).

En la actualidad, una de las estrategias con mayor potencial para recuperar, multiplicar
y preservar especies vegetales es el cultivo in vitro (Suarez, 2020). Por ejemplo, en el
estudio de Dominguez et al. (2008) con Agave cupreata Trel. & A. Berger, A. difformis
A. Berger, A. karwinskii Zucc., A. obscura Schiede y A. potatorum Zucc., se usaron
tejidos meristematicos extraidos de plantulas germinadas in vitro y obtuvieron brotes
multiples a partir de explantes basales en medio Murashige y Skoog (1962), adicionado
con 30 g L't de sacarosa, 8 g L'! de agar y varios tratamientos con citocininas [6-
bencilaminopurina (BA), 6-vy,y-dimetilalilaminopurina (2iP), cinetina (Cin), tidiazuron
(TDZ) y meta-topolina o N6-(metahidroxibencil) adenina (MT)].

En la literatura existen registros exitosos sobre la propagacién de agaves mediante
esta técnica, tales como: Agave tequilana F. A. C. Weber (Angeles-Espino et al., 2012;
Portillo et al., 2007; Ramirez-Malagén et al., 2008), A. inaequidens K. Koch (Aureoles-
Rodriguez et al., 2008), A. salmiana Otto ex Salm-Dyck (Ramirez-Malagén et al.,
2008), A. fourcroydes Lem. (Garriga et al., 2010), A. grijalvensis B. Ullrich (Santiz et
al., 2012), A. americana L. var. oaxacensis Gentry (Cruz et al., 2017; Miguel et al.,
2013), A. angustifolia (Monja-Mio et al., 2015; Rios-Ramirez et al., 2017) y A.

potatorum (Luna-Luna et al., 2017).

En la regidn sur del Estado de México, la produccién de mezcal es una tradicidn
arraigada en muchas comunidades y una fuente de ingresos importante para
numerosas familias. El aprovechamiento y la demanda de A. angustifolia en esta
region genera un incremento en la demanda de planta para establecer plantaciones
comerciales. Para atender esa situacion, en la Protectora de Bosques del Estado de
México (Probosque) se desarrollan técnicas biotecnoldgicas, como el cultivo de tejidos
vegetales in vitro, con la finalidad de obtener plantas con caracteristicas de calidad
para su establecimiento en campo. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar la efectividad
de la propagacién in vitro para producir planta de A. angustifolia, a partir de semilla
y su posterior aclimatacidon en vivero.
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Materiales y Métodos

Material Vegetal

El proyecto se llevd a cabo de junio de 2021 a diciembre de 2023, en el Laboratorio de
Biotecnologia Forestal de Probosque, ubicado en Metepec, Estado de México. En marzo
de 2021 se recolectaron semillas de A. angustifolia en el paraje La Joya del Campo,
localidad Lagunita, municipio Ocuilan (395569 E, 2130744 N, UTM Zona 14 s). La
vegetacion corresponde a matorral xerofilo; temperatura media anual de 21.2 °C y
precipitacion media anual de 1 085.2 mm (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
[Inegi], 2019). En el proceso de beneficio se realiz6 la extraccion manual de semillas
gue se limpiaron para eliminar impurezas. Se considerd una muestra representativa
del lote para realizar los analisis de calidad de acuerdo con los procedimientos del
International Seed Testing Association (ISTA, 2025). Las semillas presentaron 46 %
de viabilidad, 40.25 % de germinacion, 9.36 % de humedad, 98.50 % de pureza, con
92 299 semillas por kilogramo, 0.0069 g por semilla, y longitud de 0.8 a 0.9 mm. El
germoplasma se colocd en bolsas de polietileno de alta densidad y se les anadid
Captan (Captan 50 WP®, Israel) y Tiabendazol (Tecto® 60, México) en proporcion 1:1,
suficiente para impregnar la semilla; posteriormente, se sellaron y colocaron en
contenedores de plastico que cierran herméticamente y se almacenaron en una

camara fria a una temperatura de 3-5 °C y 90 % de humedad relativa.

Germinacion

En junio de 2021 se inicié el experimento en laboratorio. Para la germinacion in vitro

se utilizaron 720 semillas, las cuales se lavaron por agitacion manual utilizando una
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varilla de vidrio en una solucién con detergente Roma® (1 g L'!) durante tres minutos
y enjuagaron con agua corriente. Después, las semillas se desinfectaron con una
solucién de fungicida [tris-(O-etil fosfonato) de aluminio] Jabali® (México) (2 g L1),
utilizando un agitador magnético Thermo Scientific® modelo SP88857100, a una
velocidad de 250 rpm durante dos horas. Para el proceso de germinacion se instalé un
experimento factorial completamente al azar. El Factor A fue el proceso de desinfeccion
a tres niveles: (D1) H202 al 3 % por 160 min+Detergente Roma® (1 g L) por 3
min+H202 al 3 % por 10 min+etanol al 70 % por 0.5 min+Cloralex® (NaClO al 0.6 %)
por 10 min; (D2) H20z al 3 % por 480 min+Detergente Roma® (1 g L'1) por 3 min+H>0>
al 3 % por 10 min+etanol al 70 % por 0.5 min+Cloralex® (NaClO al 0.6 %) por 15
min; y (D3) H202 al 3 % por 960 min+Detergente Roma® (1 g L'1) por 3 min+H202 (3 %)
por 10 min+Cloralex® (NaClO al 0.6 %) por 10 min.

El Factor B fue el medio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) y SH (Schenk &
Hildebrandt, 1972) a cinco niveles: (T1) MS al 100 %, (T2) SH al 100 %, (T3) MS al
50 %+0.2 g L't de glutamina, (T4) SH al 50 %, y (T5) MS al 50 %. A los medios de
cultivo se les adiciond 30 g L de sacarosa, 7 g L't de agar bacteriolégico como agente
gelificante y se ajustd un pH de 5.7. La mezcla se colocé (20 mL) en frascos de vidrio, los

cuales se esterilizaron en autoclave (Felisa® modelo Fe-399) a 121 °C por 15 minutos.

Las 720 semillas se utilizaron para instalar 15 tratamientos, que resultaron de combinar
los tres niveles del Factor A (proceso de desinfeccidn) por los cinco niveles del Factor
B (medios de cultivo); la unidad experimental fue un frasco con seis semillas y se

utilizaron ocho repeticiones por tratamiento, para un total de 120 frascos.

La germinacién se realizé en un cuarto de incubacién, a una temperatura de 22 °C,
humedad relativa de 23 %, fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Como
variable de respuesta se evalud el porcentaje de semillas germinadas por frasco.
Los datos se sometieron a una prueba de normalidad, varianzas homogéneas,
analisis de varianza y prueba de comparacién de medias por el método de Tukey,

se considerd como referencia un nivel de p<0.05 (Quinn & Keough, 2002). Los
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analisis se hicieron en el paquete estadistico SAS® 9.4 (Statistical Analysis System
Institute [SAS Institute], 2013).

Multiplicacion de brotes

Las plantulas obtenidas en la etapa de germinacion se utilizaron para la multiplicacién
de brotes axilares. Para ello, se eligieron individuos con caracteristicas similares (90
dias después de la germinacién y 5 cm de altura promedio), a las cuales se les hizo
un corte en el cuello de la raiz para inducir la formacion de brotes. Se instalaron cinco
tratamientos: (T1) MS al 100 %; (T2) MS al 100 %+0.3 mg L' de BAP+0.2 mg L1
de AIB; (T3) MS al 100 %+0.3 mg L' de BAP+0.2 mg L'! de AIB+0.1 mg L! de
pantetonato de calcio (Andrade et al., 2013); (T4) MS al 100 %+0.8 mg L! de
BAP+0.2 mg Lt de AIB; y (T5) MS al 100 %+0.8 mg L! de BAP+0.2 mg L1 de
AIB+0.1 mg L de pantetonato de calcio. Como medio base se utilizé la formulacion
de MS (Murashige & Skoog, 1962), adicionado con 1 mg Lt de tiamina, 100 mg L1
de Myo-inositol y 30 g L't de sacarosa. Los reguladores de crecimiento usados fueron:
N6-Bencilaminopurina (BAP), acido indol butirico (AIB) y pantetonato de calcio. Este
ultimo compuesto se ha utilizado con éxito en la micropropagacion de otras plantas
como Solanum L. (Andrade et al., 2013). A la mezcla se le ajusto el pH a 5.7 y se
agregaron 7 g L1 de agar bacteriolégico (Enriquez et al., 2005). Se colocaron 30
mL en frascos de vidrio y se esterilizaron en autoclave (Felisa® modelo Fe-399) a
121 °C por 15 minutos.

En esta etapa se utilizd un diseno experimental completamente al azar, con 10
repeticiones por tratamiento y la unidad experimental fue un frasco con tres plantulas.

Las variables de respuesta fueron: numero y tamafio del brote (mm) que se midio
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con un calibrador vernier de 12 cm (Anelsam® modelo 5”). Los datos se sometieron
a un analisis estadistico aplicando prueba de normalidad, varianzas homogéneas,
analisis de varianza y prueba de comparacion de medias por el método de Tukey con
un nivel de p<0.05 (Quinn & Keough, 2002). Los analisis se hicieron con el paquete
estadistico SAS® 9.4 (SAS Institute, 2013).

Elongacion de brotes

Se eligieron brotes de A. angustifolia, obtenidos en la etapa de multiplicacion después
de 180 dias. Brotes sanos de 3 cm de longitud se colocaron en los medios de cultivo
correspondientes a cada tratamiento: (T1) MS al 75 %; (T2) MS al 75 %+3 mg L1
de kinetina+3 mg L de BAP; (T3) MS al 75 %+3 mg L' de kinetina+10 mg L de
BAP; (T4) MS al 75 %+3 mg L de BAP+0.3 mg L de ANA; (T5) MS al 100 %; (T6)
MS al 100 %+3 mg L de kinetina+3 mg L't de BAP; (T7) MS al 100 %+3 mg L ! de
kinetina+10 mg L't de BAP; (T8) MS al 100 %+3 mg L' de BAP+0.3 mg L' de ANA.
Se decidid probar la combinacién de citocininas y auxinas puesto que en literatura no

esta claro el efecto que tienen sobre la elongacién de brotes de A. angustifolia.

El disefio experimental fue completamente al azar, con diez repeticiones por
tratamiento y la unidad experimental fue un frasco con tres plantulas. La variable de
respuesta fue la altura del brote (mm), la cual se midié con un calibrador vernier de
12 cm (Anelsam® modelo 5”). Los datos se sometieron a analisis estadistico aplicando
prueba de normalidad, varianzas homogéneas, analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias por el método de Tukey con un nivel de p<0.05 (Quinn &
Keough, 2002). Se utilizd el paquete estadistico SAS ® 9.4 (SAS Institute, 2013).
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Formacion de raiz

Las plantas obtenidas en la etapa de elongacion se sometieron a enraizamiento. Para
ello, se utilizd el medio de cultivo MS a una concentracién de 75 %, sin reguladores
de crecimiento. El proceso de formacién de raiz ocurrié entre 8 y 12 semanas bajo
condiciones de laboratorio en un cuarto de incubacion, bajo las mismas condiciones
previamente descritas. Se midié la longitud (cm) y didmetro del cuello de la raiz (mm)
con un calibrador vernier de 12 cm (Anelsam® modelo 5”), ademas se contabilizé el

numero de raices. Se calculd el promedio de 300 plantas.

Aclimatacion

Las 300 plantas enraizadas se usaron en la etapa de aclimatacion. Las caracteristicas
promedio de los individuos fueron: cinco hojas, 7.8+0.8 cm de altura, 1£0.1 cm de
diametro del cuello de la raiz y 6+0.2 cm de longitud de la raiz. Las plantas se
colocaron en tres mezclas en volumen de cuatro sustratos diferentes (suelo, tepojal,
agrolita Multiperl® y peat moss Berger®): (T1) Suelo (40 %)-tepojal (30 %)-peat
moss (30 %), (T2) Suelo (50 %)-tepojal (50 %), y (T3) Suelo (40 %)-tepojal (30
% )-agrolita (30 %). Las propiedades del suelo utilizado fueron las siguientes: pH
(5.6), CE (0.04 dS m1), MO (7.8 %), N (0.25 %), P (5.2 mg kg), K (0.1 cmol* kg
1), Ca (7.7 cmol* kg'1), Mg (2.1 cmol* kg1), Na (0.1 cmol* kg), Fe (90 mg-kg1), Cu
(1 mg-kg1), Zn (2 mg-kg!) y Mn (4 mg-kg1).
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Para la siembra se utilizaron charolas de plastico de 32x32 cm, con 25 cavidades
para tubetes de 16.5 cm de largo, didametro superior de 6 cm, base inferior de 4.5 cm
y volumen de 285 cm3. Posterior al trasplante, cada tubete se cubrié con una bolsa
de polipapel para mantener la humedad. Las charolas se colocaron en un cuarto de
preaclimatacién con temperatura 24 °C, humedad relativa 41 % e iluminaciéon con
lamparas LED (16 horas luz y 8 de oscuridad). Después de ocho dias se retird la bolsa
de polipapel para verificar turgencia en las hojas y sobrevivencia de las plantas; estas
se transfirieron a bolsas para vivero de 25 cm de largo y 12.5 cm de diametro y se
establecieron en condiciones de invernadero con temperatura promedio de 20.5 °Cy

humedad relativa de 52 %.

Después de seis meses, se les midié la altura (cm), diametro del cuello (cm) y longitud
de la raiz (cm) con un calibrador vernier de 12 cm (Anelsam® modelo 5”). También
se cuantificd el nUmero de raices y contenido de materia seca de la planta. Durante

ese periodo, las plantas se regaron cada tercer dia y no se aplicé ningun fertilizante.

Los datos se sometieron a analisis estadistico mediante un analisis de varianza y prueba
de comparacién de medias por el método de Tukey con un nivel de p<0.05 (Quinn &
Keough, 2002); para ello se utilizo el paquete estadistico SAS® 9.4 (SAS Institute, 2013).

Resultados y Discusion

Tratamientos de desinfeccion

Se obtuvieron diferencias entre los tratamientos de desinfeccion (p<0.05), medios de

cultivo (p<0.05) y la interaccién de tratamientos de desinfeccién y medios de cultivo
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(p<0.05) sobre la germinacién. En este sentido, el tratamiento de desinfeccién D3
registrd el porcentaje mas alto de germinacién (Figura 1), y el porcentaje mas bajo
correspondié a los tratamientos D1 y D2; por lo cual no todos los métodos de
desinfeccion presentaron la misma efectividad para reducir la contaminacién. El
método D3 tuvo el mayor tiempo de inmersién en H202, lo que explica su efectividad.
En el estudio de Aguilar-Rito et al. (2024), los niveles mas altos de contaminacién se
observaron en los tratamientos con Ca(ClO2) y NaClO, mientras que el menor

porcentaje de contaminacion de semillas se presentd en los tratamientos con H20z.

100 - b
90 |
80 A
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 -

Germinacion (%)

D1 D2

Tratamientos de desinfeccion

Letras iguales denotan que no hay diferencia significativa (p<0.05). D = Desinfeccion.

Figura 1. Porcentaje de germinacién por tratamiento de desinfeccién.

Los tratamientos D1 y D2 incluyeron el uso de etanol. Sin embargo, este compuesto
y otros alcoholes pequefios, al ser surfactantes naturales de interfases

acuosas/organicas, actuan sobre la membrana celular estresandola mecanicamente
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e inhibiendo la adsorcidon natural de grupos terminales en dichas interfases (Rivera &

Lima, 2013), lo cual dafia a los tejidos vegetales.

El método D3 se desarrolld en el Laboratorio de Biotecnologia Forestal de Probosque,
en donde se usa de forma habitual para la desinfeccién de semillas; su aplicacion
resulté en un mayor porcentaje de germinacion, comparado con los tratamientos D1
y D2 (Figura 1). Este procedimiento contrasta con la técnica utilizada por Aguilar-Rito
et al. (2024), quienes usaron H20> al 3 % por 24 h+sulfato de cobre al 30 % por 10
min+HgCl; 0.1 % por 10 min y obtuvieron un 100 % de desinfecciéon, aunque con
tasas de germinacion variables. Otras técnicas de desinfeccién implican el uso de
etanol al 96 % por 1 min+NaClO al 3 % por 10 min (Santacruz-Ruvalcaba et al.,
2022), o etanol al 70 % por 3 min+NaClO al 0.6 % por 15 min (Correa-Hernandez et
al., 2022). Finalmente, las plantas provenientes de semilla presentan variabilidad
genética comparado con las obtenidas a partir de planta Madre, las cuales se
mantienen uniformes genéticamente (Arzate-Fernandez et al., 2016). Con fines de
conservacion, la micropropagacion a partir de semillas es recomendable, porque se

mantiene la diversidad genética.

Medio de cultivo para la germinacion

Con los medios de cultivo T1, T3 y T5 se alcanzé el porcentaje mas alto de
germinacion (Figura 2). Por el contrario, la menor cantidad de semillas germinadas
se registré con T4; aunque T2 siguid una tendencia similar. Este comportamiento
sugiere que con el medio MS se obtiene mayor germinacion. Los resultados de la
presente investigacion son superiores a los documentados por Téllez et al. (2023),
quienes utilizaron el medio MS con 50 % de la concentracién de sus componentes

inorganicos, suplementado con sacarosa 30 g L' y bacto-agar 8.5 g L', pH 5.7 y
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obtuvieron 56 % germinacion en semillas de A. potatorum almacenadas por seis
meses a 5 °C. Los mismos autores indican una germinacion de 31.8 % en semillas
germinadas en sustrato bajo condiciones de invernadero. Por su parte, Aguilar-Rito
et al. (2024) emplearon medio MS, suplementado con 30 g L'! sacarosa, 0.5 g L1 de
carbon activado, sin reguladores de crecimiento vegetal y gelificado con 8 g L1 de
agar y obtuvieron un porcentaje de germinacién de 85 % para semillas de A.
angustifolia analizadas en el mismo afo de cosecha. Por lo anterior, el protocolo
generado incremento el porcentaje de germinacidn en semillas de agave comparado con
los métodos de germinacidn convencional; en sustrato la germinacion fue de 46 %;

mientras que, en condiciones in vitro fue de 89 %, en promedio.

100 - ab

80 A

60 -

40

Germinacion (%)

20 A

T2 T3 T4 TS5
Medios de cultivo

Letras iguales denotan que no hay diferencia significativa (p<0.05). T = Tratamiento.

Figura 2. Porcentaje de germinacién por medio de cultivo.
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Multiplicacion de brotes

Después del establecimiento en el medio de cultivo, se presentaron diferencias entre los
tratamientos en el nUmero promedio de brotes obtenidos por explante (p<0.05). A los
90 dias, en el T3 se observo el mayor numero de brotes y a excepcion de T1, en el resto
de los tratamientos se registré un incremento en el nimero de brotes a los 120 dias; T3
y T4 fueron superiores. El tratamiento T1 no desarrollé brotes debido a que no contenia
citocininas ni auxinas (Cuadro 1). Faisal et al. (2018) sefalan que los apices de brotes
de Ruta graveolens L. no muestra ninguna respuesta morfogénica en medio MS sin
regulador de crecimiento. Las auxinas son hormonas exclusivas que pueden
transportarse polarmente, crean gradientes y regulan la diferenciacion celular; por ello,
son responsables de la morfogénesis de los brotes (Pasternak & Steinmacher, 2024).
Los niveles altos de citocininas, junto con baja concentracidn de auxinas afectan

sinérgicamente la division celular y la regeneracion vegetal in vitro (Fatima et al., 2011).

Cuadro 1. Desarrollo de brotes en Agave angustifolia Haw. a los 90 y 120 dias de

su establecimiento en diferentes medios de cultivo.

Namero de brotes por NuUmero de brotes por

Tratamiento explante a los 90 dias explante a los 120 dias

T1 0+0c 0+0c

T2 1.9+0.9bc 4.7+1.2ab
T3 4,9+1.1a 6.0+1.3a
T4 3.6+0.6ab 5.5+1.1a
T5 1.2+0.6bc 2.9+1.0b

Letras iguales denotan que no hay diferencia significativa (p<0.05).

A los 90 dias, el T3 generd el mayor numero de brotes por planta, y a los 120 dias

los mejores tratamientos fueron T3 y T4. En el presente estudio, debido a que no
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habia disponibilidad de TDZ, se utilizé pantetonato de calcio; este compuesto se ha
utilizado en la micropropagacion de Solanum mammosum L. y S. hirtum Vahl
generando el mayor numero de hojas y longitud de planta (Andrade et al., 2013). Las
citocininas y auxinas se usan comunmente en la multiplicacidon de brotes. Dominguez
et al. (2008) citan que la mayor produccién de brotes en Agave cupreata y A.
karwinskii se obtiene con 1 y 1.5 mg L' de BAP, mientras que en A. difformis y A.

obscura se logra con 0.2 mg L' de TDZ.

Miguel-Luna et al. (2023) observaron, en Agave nussaviorum Garcia-Mend., que a los
80 dias en el medio de cultivo con 1 mg L't de BAP y 75 % de MS formaron 6.2 brotes;
con 0.5 mg L't de BAP y 50 % de MS, 2.0 brotes; y con 0.5 mg L't de BAPy 75 % de
MS, 4.3 brotes. Finalmente, la combinacién de reguladores de crecimiento con dosis
bajas de auxina (entre 0.025 y 0.5 mg L) y altas de citocinina (entre 3y 10 mg L)
estimula la produccion de brotes a partir de yemas axilares en A. angustifolia (Rios-
Ramirez et al., 2017), A. guiengola Gentry (Chavez-Ortiz et al., 2021) y para A.
fourcroydes (Zhang et al., 2013).

Elongacion de brotes

El uso de medio MS al 75 % sin reguladores de crecimiento (T1) fue el mas efectivo
para la elongacion de brotes (Cuadro 2). La evidencia indica que solo el T2 presentd

el menor crecimiento de brotes.

Cuadro 2. Elongacion de brotes de Agave angustifolia Haw. a los 60 dias de

establecimiento en medio de cultivo.

Longitud de brotes
(mm) 60 dias
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T1 15.4+3.3a
T2 5.9+1.5b

T3 12.4+3.2ab
T4 12.9+1.3ab
T5 10.5+2.5ab
T6 9.9+1.5ab
T7 9.0+2.3ab
T8 9.7+1.7ab

Letras iguales denotan que no hay diferencia significativa (p<0.05).

En el estudio realizado por Santacruz-Ruvalcaba et al. (2022) sobre propagacion in
vitro con A. maximiliana Baker se indica que el uso del medio MS con 5 mg L1 de
acido indol-3-butirico, se obtiene una mayor longitud de los brotes. Por otro lado,
Faisal et al. (2018) observan en Ruta graveolens que el medio MS enriquecido con 10
UM de benciladenina genera los brotes con mayor longitud. Sin embargo, son
necesarios mas estudios para dilucidar el efecto de la combinacion de auxinas y
citocininas en el crecimiento de los brotes de A. angustifolia, ya que en las

investigaciones publicadas no se evalla esta etapa por separado.

Formacion de raiz

Con el uso del medio de cultivo MS al 75 % se obtuvo 100 % de enraizamiento, con
un promedio de 6.5 raices por planta y 45 mm de longitud de la raiz (Figura 3). Estos
resultados coinciden con los de Bautista-Castellanos et al. (2020) en A. potatorum,

especie de dificil enraizado, cuando usaron el medio MS al 75 y 100 % de
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concentracion de las sales sin auxinas; los autores sefialan que 73 % de los brotes

forman raices adventicias.

A

"‘. ;:; .-%"/ |
1em B Tem C\: /1cm

A = Explantes para induccidon de raiz; B = Explantes establecidos en medio MS;

C = Formacion de raiz.

Figura 3. Etapa de formacion de raiz en Agave angustifolia Haw.

Aclimatacion

En la etapa de aclimatacién en vivero, se presenté 100 % de sobrevivencia en los
tres tratamientos (Cuadro 3, Figura 4). Estos resultados concuerdan con los de Aguilar
y Rodriguez (2018), quienes en la etapa de aclimatacién en A. marmorata Roezl
observaron 100 % de sobrevivencia en una mezcla de peat moss con agrolita y peat
moss con arena de rio. En otros estudios con agaves mexicanos (A. cupreata, A.
difformis, A. karwinskii, A. obscura y A. potatorum) se ha obtenido un porcentaje de
sobrevivencia de 53, 73, 60, 100 y 73 %, respectivamente, en un suelo comercial

para macetas y arena (1:1) (Dominguez et al., 2008).

Cuadro 3. Caracteristicas evaluadas en plantas de Agave angustifolia Haw. después

de seis meses de aclimatacién en vivero.
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Sustra Altura Diametro del Longitud iy de Materia
to (cm) cuello (cm) deraiz = aices seca
(cm) (%)
T1 13+0.1ab 1.6+0.1a 17.5+0.6 11+1 15.0+1.4
a a ab
T2 13.6+0.5a 1.6+0.2a 17.5+0.5 11+2 17.0£0.7
a a a
T3 12.3+0.5b 1.3+0.1b 18'0:0-1 11:1 12-1:1-4

T1 = Suelo (40 %)-tepojal (30 %)-peat moss (30 %); T2 = Suelo (50 %)-tepojal
(50 %); T3 = Suelo (40 %)-tepojal (30 %)-agrolita (30 %).

A = Suelo (40 %)-tepojal (30 %)-agrolita (30 %); B = Suelo (40 %)-tepojal (30 %)-
peat moss (30 %); C = Suelo (50 %)-tepojal (50 %).

Figura 4. Desarrollo del Agave angustifolia Haw. en diferentes sustratos.

En la presente investigacion se detectaron diferencias entre tratamientos con respecto
a la altura, didmetro y contenido de materia seca. El uso de un mayor porcentaje de
suelo en el T2 favorecié un mayor crecimiento en altura y contenido de biomasa, esto
se explica por una concentracion mas alta de nutrientes y la retencién de humedad.
Ademas del aporte de nutrientes, la materia organica incrementa la porosidad del

suelo, capacidad de retencién de humedad y aireaciéon (Osman, 2013). Con el sustrato
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T3 se presentd el menor crecimiento en altura, diametro del cuello y materia seca.
Los materiales pétreos (agrolita y tepojal) no aportan nutrientes y retienen menor
humedad, en comparacién con el peat moss, lo cual explica el menor desarrollo en
las plantas. Por esta razén, los materiales inorganicos (tepojal, tezontle y agrolita)
son mas usados, individualmente, en cultivos hidropdnicos (Gayosso-Rodriguez et al.,
2016) donde se controla con precisidén el suministro de agua y nutrientes a las plantas.
En este experimento no se aplicaron nutrientes al sustrato, ello ocasiond que no se
registraran diferencias en la longitud y numero de raices. Particularmente, el
suministro de fosforo esta relacionado con el crecimiento de la raiz (Havlin et al.,
2016).

Conclusiones

Se logré generar un protocolo completo para la micropropagacién de Agave angustifolia,
desde la germinacidén in vitro hasta su aclimatacidn en vivero. El porcentaje de
supervivencia en la etapa de aclimatacion fue de 100 %, es decir, las 300 plantas
obtenidas en la fase de enraizamiento se establecieron en vivero. Los ejemplares se
obtuvieron a partir de la germinacién de semillas, lo cual les confiere una mayor
variabilidad genética, aspecto clave en la conservacion de este recurso forestal. Por ello,
la produccién in vitro de A. angustifolia es una alternativa factible para la propagacion
de planta en mayor cantidad y calidad para el establecimiento de plantaciones
comerciales de agave mezcalero en el Estado de México. Lo anterior, ayudara a reducir

la presidn que existe por la sobreexplotacién de la especie en su habitat natural.
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