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ARTICULO CORTO

Micropropagacion y aclimatacion de Maguey Pitzometl
(Agave marmorata Roezl) en la Mixteca Poblana

Daniel Aguilar Jiménez*, José Luis Rodriguez De la O**

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v20n2.77084
RESUMEN

Agave marmorata R. es una planta que se adapta a terrenos someros vy fertilidad baja, también sirve para la retencién y conserva-
cion de agua de lluvia reduciendo la erosion del suelo. Actualmente se encuentra de forma silvestre y escasa en la Mixteca Pobla-
na (México) donde es intensamente aprovechada en gastronomia y como planta medicinal. Por ello, se propuso la propagacion
in vitro como estrategia de rescate y conservacion a partir de brotes in vitro de Agave marmorata en un medio de cultivo bdsico
de Murashige y Skoog (1962) 100 %, suplementado con azicar de cafa 3 %, myo-inositol 100 mg-L", agar 0.7 % y 0.40 mg-L"
de tiamina-HCIl, donde se agregaron por separado diferentes concentraciones de 6-Bencil-adenina (BA) y acido indol-3-acético
(AIA) mediante un arreglo factorial 5x5. Se evalué el nimero y longitud de brotes y de raices obtenidos in vitro. Para las plantas
en aclimatacion sélo se evalué el porcentaje de sobrevivencia en diferentes sustratos. Los datos de las variables se sometieron a
un andlisis de varianza y a una prueba de medias de Tukey (p=0.05). La mejor respuesta para longitud de brotes, nimero y longi-
tud de raices fue en el medio MS 100 % adicionando 10 mg-L" de AIA y la proliferacién de nuevos brotes fue promovida con la
adicion de BA y AIA en igual concentracién. Finalmente, se obtuvo el 100 % de sobrevivencia de las plantulas en los sustratos de
peat moss mas agrolita y peat moss mas arena de rio.

Palabras clave: in vitro, organogénesis, propagacion, sustrato.
ABSTRACT

Agave marmorata R. is a plant that adapts to shallow lands and low fertility, it also serves for the retention and conservation of
rainwater reducing soil erosion. It is currently found in a wild and scarce form in the Mixteca Poblana (Mexico) where it is intensi-
vely used in gastronomy and as a medicinal plant. For this reason, in vitro propagation was proposed as a rescue and conservation
strategy from in vitro shoots of Agave marmorata in a basic culture medium of Murashige and Skoog (1962) 100 %, supplemented
with 3 % sugar cane, myo- inositol 100 mg:L", agar 0.7 % and 0.40 mg-L" thiamine-HCI, where different concentrations of 6-
Benzyl-adenine (BA) and indole-3-acetic acid (IAA) were added separately by a 5x5 factorial arrangement. The number and length
of shoots and roots obtained in vitro were evaluated. For the plants in acclimation only the percentage of survival in different subs-
trates was evaluated. Los datos de las variables se sometieron a un andlisis de varianza y a una prueba de medias de Tukey
(p=0.05). The best response for shoot length, number and length of roots was in the MS 100 % medium adding 10 mg-L" of IAA
and the proliferation of new shoots was promoted with the addition of BA and IAA in the same concentration. Finally, 100 % sur-
vival of the seedlings was obtained in the substrates of peat moss plus agrolita and peat moss plus river sand.

Key words: in vitro, organogenesis, propagation, substrate.
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INTRODUCCION

Los agaves son recursos fitogenéticos diversos y endé-
micos del continente Americano (Granados, 1993; Gar-
cia, 2007), encontrandose principalmente en zonas
arida y semidridas de México (Pérez Molphe et al,
2012). Sin embargo, estas especies se aprovechan en
exceso como materia prima para la elaboracion de be-
bidas alcohdlicas y fibras naturales (Martinez-Ramirez et
al., 2014), y esto ha provocado la disminuciéon de po-
blaciones de varias especies (SEMARNAT, 2010). Den-
tro de estas plantas se encuentra Agave marmorata
Roezl, cuya existencia es de forma silvestre en cerros o
montafias en la Mixteca Poblana (México) donde es
obtenida para uso medicinal (Flores-Maya et al., 2015)
e incluirla en la gastronomia sin preocuparse por su
conservacion y reproduccién. Ademas, Agave marmora-
ta también tiene gran impacto ambiental por su capaci-
dad en retener y conservar agua de lluvia y en reducir
la erosion del suelo, siendo el estado de Puebla
(México), después de Oaxaca, el estado con mayor
diversidad de agaves (Garcia, 2007). Una estrategia
para recuperar, multiplicar y preservar especies vegeta-
les es el cultivo de tejidos vegetales in vitro (Jacques,
1988; Madrigal et al., 1990; Pierik, 1990), y ya existen
algunos procedimientos de micropropagacion y aclima-
tacion de agaves como Agave inaequidens Koch
(Aureoles-Rodriguez et al., 2008), A. salmiana (Ramirez
et al., 2008), A. fourcroydes Lem. (Garriga et al., 2010),
A. tequilana Weber (Portillo et al., 2007; Ramirez et al.,
2008; Angeles-Espino et al., 2012), A. grijalvensis B. Ull-
rich (Santiz et al., 2012), A. americana variedad oaxa-
cansis (Luna et al., 2013; Cruz-Garcia et al, 2017) A.
angustifolia Haw. (Monja-Mio et al., 2015; Rios-Ramirez
et al., 2017), A. potatorum Zucc (Luna-Luna et al,
2017). No obstante, se carece de informacién sobre la
propagacion in vitro de Agave marmorata Roezl y su
aclimatacion. Por ello, el objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto de 6-Bencil-adenina (BA) con acido
indol-3-acético (AlA) para la micropropagacién de Aga-
ve marmorata Roezl in vitro y estimar el porcentaje de
sobrevivencia de plantas en aclimatacién bajo diferen-
tes sustratos.

MATERIALES Y METODOS

Origen del material vegetal

La presente investigacion se llevé a cabo de en el Labo-
ratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universi-
dad Tecnoloégica de lzicar de Matamoros, Puebla, a
partir de la obtencién de brotes a través del cultivo in
vitro de apices de plantas de Agave marmorata R, colec-

tadas en Tehuitzingo, Puebla, lugar ubicado a una alti-
tud promedio de 1060 msnm en las coordenadas 18°
19" 55" N, 98° 16’ 32" O.

Condiciones de cultivo

Los brotes obtenidos fueron cultivados en un medio de
cultivo basico de Murashige y Skoog (1962) al 100 %,
suplementado con 3 % de azicar de mesa, 100 mg-L"
de myo-inositol, 0.7 % agar, 0.40 mg-L"de tiamina-HCI
y pH de 5.7 £ 0.1. Se adicionaron por separado cinco
concentraciones de acido indolacético (AlA) (0.0, 0.3,
1.0, 3.0 y 10.0 mg-L") y cinco de 6-benzyladenina (BA)
(0.0, 0.3, 1.0, 3.0 y 10.0 mg-L") efectudndose un disefio
de tratamientos completamente al azar con arreglo
factorial 5x5. Después de diluir el agar en el medio nu-
tritivo, se vertié en frascos de 20 mL por frasco y se
cubrieron con tapas de polipropileno para esterilizarse
por 20 minutos en autoclave de vapor de agua tipo
horizontal a 121 °C y 1.5 kg/cm?de presiéon. Una vez
cultivados los explantes in vitro se mantuvieron en con-
diciones de 24 horas con luz artificial mediante lampa-
ras de luz blanca y a una temperatura de 26 = 2 °C en
el drea de incubacion. Para las respuestas se evalud:
ndmero y longitud (cm) de brotes y de raices a las diez
semanas de cultivo in vitro. Para ello, se retiraron las
vitroplantas de los recipientes de cultivo en campana
de flujo laminar y con ayuda de hojas milimétricas esté-
riles y una regla de aluminio se tomaron los datos de
cada variable.

Aclimatacion de plantas obtenidas in vitro

Las condiciones ambientales donde se llevé a cabo la
aclimatacion de las plantas de Agave marmorata obteni-
das in vitro fueron las del drea de incubacién del Labo-
ratorio de cultivos tejidos vegetales. Los recipientes de
cultivo se trasladaron al drea de lavado para extraer las
vitroplantas vy retirarles el agar de las raices con agua
potable. Posteriormente, se colocaron en una solucién
de fungicida Manzate® (1 g-L') por cinco minutos, se
decanté el fungicida y se procedié a colocar las plantas
de Agave marmorata en diferentes sustratos. Los sustra-
tos empleados para realizar el proceso de aclimatacién
fueron: agrolita®, peat most (Cosmopeat®), tezontle,
arena de rio, peat most con agrolita® (1:1) y peat most
con arena de rio (1:1). Antes de llenar una charola de
unicel de 200 cavidades con cada uno de los sustratos,
estos se humedecieron a capacidad de campo Unica-
mente con agua. Después de colocar una planta por
cavidad, se cubrieron con plastico transparente para
conservar la humedad por espacio de tres semanas,
pasado ese tiempo, se retird el plastico para tomar el
porcentaje de sobrevivencia de plantas.
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Analisis estadistico

Para el andlisis de los resultados in vitro se consideraron
10 repeticiones por tratamiento tomando un tubo de
ensaye como unidad experimental con un brote de A.
marmorata cada uno y registrando las observaciones
durante 10 semanas. Los datos se sometieron a andlisis
de varianza y se aplicé la prueba de Tukey (p=0.05)
para determinar la diferencia entre los efectos medios
de los tratamientos. El paquete estadistico empleado
fue Minitab 17.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de brotes in vitro en Agave marmorata R.
Los resultados obtenidos de organogénesis directa son
similares a los reportados para A. fourcroydes (Robert
et al. (1987), A. sisalana (Das, 1992) y A. schidigera
(Rodriguez et al., 1996) al obtener nuevos brotes direc-
tamente del explante sin la formacién de callo, pero
s6lo cuando las concentraciones de AIA eran suma-
mente elevadas con respecto a BA, resultados que difie-
ren con Dominguez et al. (2008) al obtener 10.5 y 6.9
brotes en A. cupreata con 1.5 mg-L' y con 1.0 mg-L" de
BA, y 6.4 brotes en A. difformis, 6.1 brotes en A. kar-
winskii, 4.7 brotes en A. obscura y 5 brotes en A. pota-
torum con 1.0 mgL' de forma directa. Sin embargo,
cuando las concentraciones de BA eran mayores (10.0,
3.0 y 1.0 mg-L") con respecto a AlA (3.0, 1.0, 0.3 y 0.0
mg-L"), T24, T18, T12 y T5, respectivamente, si se for-
mo callo. Posteriormente, a partir de los callos se forma-
ron pequefos brotes poco diferenciados, pero a las tres
semanas de su formacién presentaron hojas con puntas
secas. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de
organogénesis indirecta en A. marmorata, sefalan que
la presencia de BA es fundamental para la formacion de
callo como se demuestra en A. sisalana (Hazra et al.,
2002; Nikam, 1997) al obtener brotes adventicios a
partir de callos con 6.0 mg-L" de BA, y también como
manifiesta Reyes-Zambrano et al. (2016) en A. america-
na L. obteniendo un maximo de 74 plantas por callo
mediante el uso de 2.26 uM (0.5 mg.L") de 2,4-D y
38.2 uM (8.6 mg-L") de BA.

En el presente trabajo, el mejor tratamiento de forma
estadisticamente significativa (Tukey, p=0.05) para la
proliferacion de brotes fue T25 con 41 £ 3.2 brotes
nuevos, seguido de los tratamientos: T24 y T23 con
36.18 £ 3.12 y 31.85 £ 4.15 brotes respectivamente
(tabla 1), resultados superiores a los obtenidos por Luna
et al. (2014) en A. americana al obtener 21 brotes con
6.0 mg-L" de BA. Se hall6, que cuando AIA y BA se
encuentran en igual concentracion (T7, T13, y T19) con
respecto a 10-0 mg-L''de BA (T5) 6 10-0 mg-L'de AIA
(T21), la multiplicacién de brotes se ve favorecida, esto

indica que en Agave marmorata in vitro la presencia de
AlA es indispensable para la formaciéon de nuevos bro-
tes combinado con BA tal como sugiere Siddique et al.
(2015) exponiendo el maximo ndmero de brotes en
Cassia angustifolia Vahl (Fabaceae) con 5 uM (1.1 mg-L
') de BA mas 0.5 uM (0.9 mg-L") de AlAen un medio
MS, por lo tanto, los resultados sugieren que concen-
traciones mayores a 3.0 mg-L'" de BA sin AlA, y vicever-
sa, inhiben la multiplicacién in vitro de Agave marmora-
ta, resultados que coinciden con Ramirez et al. (2008),
al obtener mejor produccién de brotes en Agave spp.
en concentraciones bajas de acido indolbutirico (AIB) y
BA, pero los resultados difieren con Koné et al. (2013),
donde la formacién de brotes en Vigna subterranea se
dio en presencia de BA con o sin 4cido naftalenacético
(ANA), esto revela que la formacion de brotes in vitro
no es exclusiva de la combinaciéon de BA y AIA o AIB
en agaves, sino del tipo de especie o familia vegetal
con que se trabaje. Sin embargo, Luna et al. (2014) re-
portan la formacion de hasta cuatro brotes en A. ameri-
cana con 10.8 cm presentando raices adventicias sin
BA. También Ramirez et al. (2008), mencionan la forma-
cion de 12 brotes axilares por explante en A. tequilana
al tratar tejidos con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D). Esto indica que la concentracién enddfita de regula-
dores de crecimiento puede influir en el tipo de res-
puestas morfogénicas obtenidas.

Longitud de brotes in vitro en Agave marmorata R.

Se destaca que la presencia de AIA tienen efecto en la
diferenciacion, crecimiento y desarrollo de brotes for-
mados o neoformados in vitro en Agave marmorata R.
pero sin la presencia de BA, siendo su efecto de mane-
ra mas rapida con forme se incremente la cantidad de
AlA (desde 0.3 mg-L" hasta 10.0 mg-L") resultando su-
perior de manera estadisticamente significativa (Tukey,
p=0.05) el T21 (AIA 10.0 mg-L" + BA 0.0 mg-L") con
2.7+ 03 cmy el T16 (AIA 3.0 mgL'+ BA 0.0 mgL")
con 2.4 = 0.1 cm por brote (tabla 1), ambos tratamien-
tos a partir de los primeros siete dias evidenciaron resul-
tados para esta variable pero son inferiores a los obteni-
dos por Luna et al. (2014) en A. americana logrando 6.5
cm por brote con 6.0 mg-L"de BA y 40 g-L'' de sacaro-
sa, esto indica que auln hay otros factores a considerar-
se para obtener las respuestas morfogénicas deseadas.
Por otra parte, el T25 (AIA y BA 10.0 mg-L") fue de los
tratamientos que al inicio empezé muy rapido a facilitar
la longitud de los brotes formados, no obstante, al ser el
tratamiento que originé mayor cantidad de brotes, su
capacidad para favorecer la longitud se redujo confor-
me transcurrieron los dias de cultivo in vitro llegando a
estabilizarse a partir de la sexta semana, resultados simi-
lares en los tratamientos T24, T23, T22, T20, T19, T18,
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T17, T13 y T9, donde se encuentra presente BA y AIA
en concentraciones que favorecen la formacién de bro-
tes pero también la longitud (tabla 1), lo que puede
crear sinergia para formar brotes, resultados similares a
lo obtenido por Rios-Ramirez et al. (2017), pero tam-
bién antagonismo para favorecer la longitud (cm) de
brotes entre los reguladores de crecimiento en esas
concentraciones de acuerdo a los resultados obtenidos
en A. marmorata. Por ello, se puede afirmar que los re-
sultados de los tratamientos para la variable longitud
(cm) de brotes son relativos con respecto a los trata-
mientos para la multiplicacion de brotes, es decir, a
mayor multiplicaciéon de nuevos brotes in vitro de Aga-
ve marmorata, la longitud (cm) de ellos se ve reducida y
viceversa, a menor nimero de brotes por la ausencia
de BA y mayor concentraciéon de AlA, la longitud de
brotes es promovida al igual que el vigor general de
brotes vy raices.

Formacion de raiz en brotes in vitro de Agave. marmo-
rata R.

A partir de la primera semana de cultivo in vitro, los
tratamientos T6 (AIA 0.3 mg-L' + BA 0.0 mg-L"), T11
(AIA 1.0 mg-L" + BA 0.0 mg-L"), T16 (AIA 3.0 mg.L" +
BA 0.0 mgL") y T21 (AIA 10.0 mg.L" + BA 0.0 mgL")
favorecieron la diferenciacion de brotes y formacion de
raices. Esto parece estar relacionado por el tipo de re-
gulador de crecimiento vegetal que es una auxina (AlA)
similar a lo que reporta Enriquez-del Valle et al. (2016)
en la aparicion de raices en A. potatorum, entre 10y 14
dias de cultivo in vitro empleando 1.0 mg-L' de AIB,
pues al originar raices a los brotes, éstos tienen mayor
capacidad de absorber nutrientes, lo que favorece un
mayor crecimiento y desarrollo, resultados que igual-
mente coinciden con Luna et al. (2013), en brotes de A.
americana variedad oaxacansis, llegando a la conclusiéon
que la adicion de AIB en 0.5 6 1.0 mg-L" al medio de
cultivo estimula no sélo mayor cantidad de raices, sino
también el crecimiento de brotes en menor tiempo.
También se observé en A. marmorata que la presencia
de BA inhibi6 el efecto de AIA para formar raices a me-
dida que aumenta su concentraciéon en los medios de
cultivo (tabla 1), resultados similares a los obtenidos por
Luna et al. (2014) en A. marmorata con BA, la cual inhi-
bi6 la formacién de raices, pero en ausencia de BA si
hubo presencia de raiz, resultado que también coincide
en este estudio con A. marmorata para T1 (AIAy BA 0.0
mg-L") (tabla 1). Por otra parte, varios autores reportan
que las sales inorganicas MS al 50 % de su concentra-
cién son suficientes para inducir la aparicién de raices
como lo menciona Martinez y Pacheco (2006) logran-
do el 100 % de brotes con raiz in vitro después de 30
dias de cultivo en un medio MS modificado y suple-

mentado con AlA, AIB o en ausencia de reguladores de
crecimiento vegetal. Asi mismo, Siddique et al. (2015)
reporta la eficiencia del medio MS 50 % para el enrai-
zamiento de brotes de Cassia angustifolia Vahl pero
adicionado con 2.0 uM (0.4 mg-L'1) de AIB. De igual
forma, Santacruz et al., (1999) reporta el enraizamiento
de brotes in vitro en Agave parrasana al emplear un me-
dio MS sin reguladores de crecimiento, lo que coincide
con Powers y Backhaus (1989) y con este trabajo para
T1 (control) con dnicamente sales MS al 100 % para
favorecer la presencia de raices en Agave marmorata in
vitro (1.88 £ 0.82 bc) pero estadisticamente no significa-
tivo (Tukey, p=0.05) comparado con T6 (4.11 = 1.09
ab), T16 (3.95 + 0.45 ab) y T21 (4.98 £ 1.12 a), resulta-
do esperado también para T11 ya que tiene 1.0 mg-L'
de AIA (tabla 1), sin embargo, 1.0 mg-L" de AIA en Aga-
ve marmorata in vitro parece ser menos eficaz que 1.0
mg-L" de AIB (Enriquez-del Valle et al, 2005). También
es importante resaltar que 70 dias de cultivo in vitro de
Agave marmorata fue suficiente para considerar que el
efecto de los reguladores de crecimiento y las sales
inorganicas MS fuera eficaz segin Nikam (1997), quien
recomienda un periodo de 21 a 35 dias para lograr el
enraizamiento usando diferentes combinaciones de BA,
ANA, AlA y 2,4-D.

Longitud de raiz en brotes in vitro de A. marmorata R.
La longitud de raices formadas estuvo determinada es-
tadisticamente significativa (Tukey, p=0.05) por los tra-
tamientos que contenian 3.0 y 10.0 mg-L'de AIA (T16
y T21) con 8.2 £ 0.6 cm y 9.3 = 0.7 cm, respectivamen-
te, seguidos por el tratamiento control (T1) y por 0.3
mg-L"de AIA (T6) con 6.4 = 0.16 cm y 6.7 £ 0.4 cm,
respectivamente, con relacion a los demas tratamientos
(tabla 1). Un dato interesante de mencionar es el hecho
de que 1.0 mg-L' de AIA para Agave marmorata in vitro
solo parece tener efecto en la formacion de brotes nue-
vos al combinarse con 1.0 mg-L" de BA, pues para favo-
recer la longitud de raices fue superado estadisticamen-
te significativa (Tukey, p=0.05) por 0.3 y 0.0 mg-L"" de
AlA (tabla 1). También, la forma de raiz que se formé
dependio de los tratamientos con dnicamente AlA, don-
de aparecieron raices ramificadas (T1 y T6) y raices tipo
pivotante cada vez mas vigorosas conforme aumentaba
la concentracién de AIA (T11, T16 y T21) pero sin rai-
ces secundarias como en T1 y T6. Estos resultados facili-
tan tomar decisiones a la hora de elegir el medio de
cultivo, regulador de crecimiento y concentracion si el
siguiente paso del cultivo in vitro de Agave marmorata
es la aclimatacion. Sin embargo, los resultados distan
mucho de lo mencionado por Enriquez-del Valle et al.
(2005) en A. angustifolia con 1.0 mg-L' de AIB y a lo
mencionado por Enriquez-del Valle et al. (2016) en A.
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Tabla 1. Efecto final de cada tratamiento en brotes in vitro de Agave marmorata Roezl.).

Longitud de raiz

No. Tratamiento Ndmero de brotes Longitud de brotes (cm) Numero de raiz (i
Ti AIA 0.0 mg-L"+ BAP 0.0 mg-L" 05+025¢g 2.0+£0.2bc 1.88 £ 0.82 bc 6.4+0.16 b
T2 AIA 0.0 mgL™+ BAP 0.3 mg.L” 6.0+18e 1.2+0.11d 0.0%0.0 0.0 £ 0.0
T3 AIA 0.0 mg-L+ BAP 1.0 mg-L" 9.75 £ 3.15 de 1.3£0.13d 0.0%0.0 0.0 £ 0.0
T4 AIA 0.0 mg-L+ BAP 3.0 mg-L" 12.28 £2.92 d 1.5£0.12 cd 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T5 AIA 0.0 mg.L'+ BAP 10.0 mg.L" 1.35 £ 0.52 fg 13+02d 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T6 AIA 0.3 mg-L"+ BAP 0.0 mg.L" 1.5 £ 0.85 fg 21+02b 411 £1.09 ab 6.7+0.4b
T7 AlA 0.3 mg-L"'+ BAP 0.3 mg-L" 23.55+235¢ 22+02ab 3.02% 1.04 ab 6.2 £0.3 bc
T8 AIA 0.3 mg.L"+ BAP 1.0 mg.L" 260+ 1.0c 1.7£0.1¢ 3.0£05b 58+0.2c
T9 AIA 0.3 mg-L"+ BAP 3.0 mg-L" 27.5 % 1.85 bc 1.8 £0.12 bc 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T10 AIA 0.3 mg.L'+ BAP 10.0 mg-L" 9.0+ 2.0 de 1.5 £ 0.25 cd 0.0+ 0.0 0.0 £ 0.0
T11 AIA 1.0 mg-L"+ BAP 0.0 mg.L" 1.5+ 0.58 f 1.9 £0.15 bc 1.14£1.06 c 2.18+02e
T12 AIA 1.0 mgL™+ BAP 0.3 mg.L" 525+ 2.75 ef 1.2+0.1d 1.08£1.02 ¢ 1.74 %024 e
T13 AIA 1.0 mg.L'+ BAP 1.0 mg-L" 26.5 £ 2.5 bc 1.8 £0.12 bc 0.0£0.0 0.0 £ 0.0
T14 AIA 1.0 mg-L"+ BAP 3.0 mg-L" 10.12+£588de  1.9%0.3 bc 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T15 AIA 1.0 mg.L'+ BAP 10.0 mg.L" 6.24 £ 2.14 ef 1.6 £0.1 cd 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T16 AIA 3.0 mg-L"+ BAP 0.0 mg.L" 25+1.15f 2440.1ab 3.95 £ 0.45 ab 82%06a
T17 AIA 3.0 mg.L"+ BAP 0.3 mg.L” 9.11 £ 3.07 de 1.4+0.12d 2.02 £ 0.96 bc 423+0.27d
T18 AIA 3.0 mg-L+ BAP 1.0 mg-L" 7.2 £ 4.82 def 1.6 £0.2 cd 2.05 £ 0.45 bc 40+0.42d
T19 AlA 3.0 mg-L + BAP 3.0 mg-L" 29.14+224bc  1.4%02cd 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T20 AIA 3.0 mg.L'+ BAP 10.0 mg.L" 142+33d 21+01b 0.0+ 0.0 0.0 £ 0.0
T21 AIA 10.0 mg-L'+ BAP 0.0 mg-L" 3.04+1.02 f 27+03a 498+ 1.12a 93+0.7a
T22 AIA 10.0 mg-L'+ BAP 0.3 mg-L” 765+ 1.45 e 1.8+ 0.22 be 3.0+ 045b 52+0.41c
T23 AIA 10.0 mg-L'+ BAP 1.0 mg-L” 31.85+4.15b 1.4 £0.23 cd 0.0%0.0 0.0 £ 0.0
T24 AIA 10.0 mg-L'+ BAP 3.0 mg-L" 36.18+3.12ab  1.4+0.2cd 0.0 0.0 0.0 £ 0.0
T25 AIA 10.0 mg-L'+ BAP 10.0 mg:L'  41.0%+3.2a 2.0+0.2 be 0.0 0.0 0.0 £ 0.0

Respuestas de brotes in vitro de Agave marmorata R., por tratamiento. Los tratamientos que tienen la misma letra, no son estadistica-
mente diferentes (Tukey, p = 0.05).
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Figura 1. Micropropagacién y aclimatacién de Agave marmorata. A) Obtencién de brotes
con 10.0 mg-L'"de BA y AIA (T25) B) Obtencién de brotes con 3.0 mg-L"de BA y AIA
(T19) C) Crecimiento de brotes con 10.0 mg-L" de AIA (T21)D) Plantas aclimatadas
(100 % de sobrevivencia) a las 3 semanas en condiciones ex vitro E) Plantas de Agave mar-
morata con 3 meses de edad después del periodo de aclimatacién.

potatorum. Como se puede observar en la tabla 1, 1.0
mg-L"de AIA (T11) es el tratamiento que menos favore-
ci6 la presencia y longitud (cm) de raices (2.18 + 0.2)
en Agave marmorata siendo superado por el tratamien-
to control (T1) y por T6 con 0.3 mg-L"de AIA de mane-
ra estadisticamente significativa (Tukey, p=0.05). A pe-
sar de, los resultados de este estudio con A. marmorata
muestran que a mayor concentracion de AIA en el me-
dio de cultivo, la presencia y longitud de raices se ve
favorecida de forma estadisticamente significativa (T16
y T21) con respecto a T6 (0.3 mg-L'de AIA) y T1
(control) (tabla 1).

Aclimatacion de plantas obtenidas in vitro

La supervivencia de las plantas a condiciones ambienta-
les fue del 100 % en los sustratos a base de peat most
con agrolita y peat most con arena de rio. Sin embargo,
agrolita®, arena de rio y tezontle mostraron menor su-
pervivencia de plantas de A. marmorata obtenidas in
vitro en un 38.7 %, 35.7 % y 72.4 % de sobrevivencia
respectivamente, resultados similares a los obtenidos
por Dominguez et al. (2008) en Agaves mexicanos
(Agave cupreata, A. difformis, A. karwinskii, A. obscura y
A. potatorum) logrando un porcentaje de sobrevivencia
del 53, 73, 60, 100 y 73 %, respectivamente, en un

suelo comercial para macetas y arena (1:1). Esto indica
que el sustrato peat most y arena de rio es una buena
alternativa para la aclimataciéon de plantas de Agave
marmorata obtenidas in vitro, reduciendo costos al susti-
tuir la arena de rio a otro sustrato comercial. También,
Siddique et al. (2015), reporta el 80 % de supervicencia
de plantas de Cassia angustifolia Vahl aclimatadas en
macetas con suelo de jardin, entendiendo que un sus-
trato con buena retencion de humedad, aireacion y
buen drenaje son ideales para favorecer la superviven-
cia de plantas ex vitro. No obstante, los resultados obte-
nidos por Cruz-Garcia et al. (2017), mostraron que el
sustrato y la disponibilidad de nutrientes influyen duran-
te la aclimatacién de plantas de A. americana var. oaxa-
cansis, por lo tanto, es importante seguir evaluando
diferentes sustratos para cada especie propagada in
vitro y que se pretenda aclimatar con éxito para ser
llevada a campo.

CONCLUSIONES

Se logré propagar in vitro la especie Agave marmorata
Roezl y se determiné que los mejores sustratos para la
aclimatacion de plantas de Agave marmorata obtenidas
in vitro son las mezclas de peat most mas agrolita y
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peat most mas arena de rio. También se encontré que
la multiplicacién y diferenciacién in vitro de brotes de
Agave marmorata Roezl es favorecida cuando las con-
centraciones de AIA y BA se adicionan al medio de
cultivo MS en iguales concentraciones.

La realizacion de la presente investigacion in vitro per-
mite contar con informacién confiable para desarrollar
un proyecto de micropropagacion y aclimatacién de
Agave marmorata ya que se tiene el protocolo para ca-
da una de las etapas del cultivo de tejidos vegetales in
vitro de dicha planta.
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