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RESUMEN

El ‘Maguey bruto’ (Agave inaequidens Koch) es una especie silvestre poco estudiada que se encuentra amenazada y se utiliza para
la elaboracion de la bebida alcohdlica “Raicilla”. Con la finalidad de propagar in vitro la especie, se evaluaron diferentes tipos de
explantes, tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento y concentraciones de sales inorganicas Murashige y Skoog
(1962), asi como, diferentes tamafos de planta y cantidades de raiz. El analisis de datos detecto diferencia estadistica significativa
(P<0.05) entre los efectos de los niveles de algunos factores y algunas interacciones. Las secciones de tallo formaron hasta 72
brotes en ocho semanas; la concentracion de 3.0 mg-litro' de 6-benciladenina (BA) produjo una mayor longitud y nimero de brotes
con 6.39 mm y 2.02, respectivamente; las concentraciones de BA, Kinetina (Kin) y 6-y,y-dimethylallylamino purina (2ip) produjeron
una amplia variedad de respuestas; el tamafio grande de plantas en un medio con sales MS al 100 % de su concentracion sin
reguladores, produjo mayor numero y longitud de raices en menor tiempo, y las plantas de longitud mayor a 4.0 cm con mas de dos
raices presentaron una sobrevivencia del 100 %.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: raicilla, bebida alcohdlica, citocininas, cultivo in vitro.

Invitro PROPAGATION
OF ‘MAGUEY BRUTO’ (Agave inaequidens Koch),
AN ENDANGERED SPECIESWITH ECONOMICAL INTEREST

ABSTRACT

‘Maguey bruto’ (Agave inaequidens Koch) is a wild, little studied endangered species. It is used to make the alcoholic spirit “Raicilla”.
To develop a method for reproduction to increase the population, several explants, concentrations of hormone, inorganic Murashige
and Skoog (1962) salts, plant sizes and root conditions were evaluated in vitro. Some variables showed statistical significance. The
stem sections formed 72 shoots in 8 weeks; the concentration of 3.0 mg-liter’ of 6-benziladenine (BA) produced an increase in length
and number of shoots (6.39 mm and 2.02 respectively). The concentration of BA, kinetin (Kin) and 6-y,y-dimethylallylamino purine
(2ip) produced a wide variety of responses: larger plants in a medium with MS salts at 100 % concentration produced more and larger
roots in less time, and 100 % of the plants larger than 4.0 cm with more than 2 roots survived.

ADDITIONAL KEY WORDS: raicilla, alcoholic spirit, cytokinins, tissue culture.
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INTRODUCCION

En la regién Oeste del estado de Jalisco se produce
la bebida alcohdlica “Raicilla”, producto de un proceso de
destilacion que se conoce desde la época Colonial. La
produccion de raicilla fue hasta el afio 2000 una practica
ilegal, por ello su produccién aun es artesanal. Un estudio
reciente estima que se obtienen entre 20 y 25 mil litros al
afio y en un futuro muy préximo este volumen puede
incrementarse notablemente.

La materia prima para la elaboracién de la raicilla se
obtiene de dos especies silvestres de agave. Una de ellas
es Agave inaequidens Koch (‘Maguey bruto’ o ’Lechuguilla’)
que se puede encontrar distribuida desde las zonas
montafosas del estado de Jalisco hasta Morelos y el Distrito
Federal (Gentry, 1982; Anénimo, 2003).

Algunos productores y empresarios estan conscientes
del enorme potencial de la bebida pero se estan enfrentando
al gran problema de que no hay planta para procesar. Como
la raicilla tiene una calidad similar a la del tequila y a la del
mezcal, ha sido objeto de depredacién; un ejemplo de ello
se presentd en el periodo de 1999 a 2001, en que, ante la
escasez y encarecimiento de A. tequilana (para la industria
tequilera) muchos intermediarios arrasaron con otros tipos
de agave (Anonimo, 2003). Otro de los problemas que
presenta esta especie ocurre en su multiplicacion, que se
realiza mediante hijuelos (estolones), bulbilos o semillas
(Madrigal y Diaz, 1991). Una planta adulta de agave
generalmente forma 1 a 2 hijuelos al afo y cuando llega a
formar semillas, éstas no son viables en su totalidad o no
germinan por exponerse a condiciones ambientales
adversas. Una planta para madurar demora entre 8 y 27
afios, y ocasionalmente, no llega a esta etapa por la
incidencia de plagas y enfermedades o por cosecharse an-
tes de tiempo (Gentry, 1982; Granados, 1993; Melda y Ruiz,
2004).

Una de las estrategias que permite el rescate, la
conservacion y multiplicacion de especies amenazadas o
en peligro de extincion es el empleo del cultivo in vitro de
células y tejidos vegetales. Esto se ha demostrado en
trabajos de investigacion como el realizado con Agave
parrasana Berger (Santacruz et al., 1999) en que, gracias a
estas técnicas, se logré micropropagar exitosamente. En
otras especies de agave que aun no se encuentran
amenazadas o en peligro de extincién como: A. cantala
Rob. (Binh et al., 1990), A. fourcroydes Lem. (Robert et al.,
1987; Binh etal., 1990), A. schidigera, A. sisalana Perrine
(Binh et al., 1990; Das 1992), A. victoria-reginae Moore
(Rodriguez y Acosta, 1996), Agave arizonica Gentry (Po-
wers y Backhaus, 1989), A. salmiana Otto ex. Sal y A.
mapisaga Trel. (Melda y Ruiz, 2004) estas técnicas se han
aplicado exitosamente.

Bajo este contexto, el objetivo del trabajo fue evaluar
el efecto de diferentes explantes, concentraciones de
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reguladores de crecimiento y sales inorganicas MS; tamarios
de planta y cantidades de raiz, en la propagacion in vitro de
A.inaequidens Koch.

MATERIALESY METODOS

Obtencion del material vegetal, obtencion de explantes
y desinfectacion

El material vegetal utilizado para la investigacion se
obtuvo de una colecta de plantas de A. inaequidens Koch
de tres afos de edad en la comunidad de Santiago de Pinos
municipio de San Sebastian del Oeste, Jalisco. Las plantas
se llevaron a un invernadero en la Universidad Autonoma
Chapingo, donde se establecieron en macetas y se
desinfectaron aplicando en el riego fungicida y bactericida
de tipo sistémico. Para obtener explantes, se eliminaron de
las plantas las hojas viejas y raices dejando solo la “pifia”
(cuerpo central de la planta) de la cual se aislaron las yemas
axilares y el tejido del tallo. Los explantes obtenidos se
lavaron y desinfectaron cuidadosamente con agua, jabon,
tween 60 y agua estéril. Posteriormente se sumergieron
durante 3 min en alcohol al 70 %, luego en hipoclorito de
sodio al 10 % durante 3 a 5 miny, por ultimo, en antioxidante
(150 mg:litro" de acido citrico y 100 mg-litro! de acido
ascorbico) durante 5 min. El tejido del tallo después del
tratamiento anterior fue cortado en discos de
aproximadamente 3 a 4 mm de grosor.

Establecimiento in vitro

Los explantes fueron sembrados en frascos de 5.5 x6.8 cm
en un medio formulado con sales MS y con 80 mg:litro™' de
sulfato de adenina, 0.40 mg:-litro™! de tiamina, 100 mg-litro-' de
mio-inositol, agaral 0.7 % (p/v) y aztcar al 3 % p/v. Como reguladores
de crecimiento se utilizaron 0.3 mg:litro™ de &cido indolbutirico (AIB)
y 10 mg-litro™ de BA, y el pH fue ajustado a 5.7 £ 0.1. Los explantes
permanecieron en un area de incubacion por un periodo de 8 a 27 se-
manas, con un fotoperiodo de 16 hluzy 8 h oscuridad, una temperatura
de 26 + 2 °C y unaintensidad luminica de 10 a 15 umol-m?s™.

Todos los medios de cultivo, los instrumentos de
diseccioén y otros materiales de vidrieria fueron esterilizados
en una autoclave a una temperatura de 121 °C y una presion
de 1.5 kg-cm?2 (20 Ib-pie); los medios de cultivo fueron
esterilizados durante 25 min y los instrumentos de diseccién
y materiales de vidrieria durante 45 min.

Multiplicacion

En esta etapa se realizaron dos experimentos: el
primero, con el fin de promover el desarrollo individual de
brotes obtenidos en el establecimiento, para ello se utilizaron
brotes o propagulos de 1.0 a 2.0 cm que fueron sembrados
en un medio con las sales MS y con 80 mg:litro”' de sulfato
de adenina, 0.40 mg-litro™" de tiamina y 100 mg:-litro™' de
mio-inositol; como regulador de crecimiento se utilizaron



cinco diferentes concentraciones de BA (0.0, 0.1, 1.0, 3.0,
y 10.0 mg-litro-"). La siembra se realiz6 en tubos de ensaye
de 15 x 150 mm con 15 ml de medio, segun el disefio ex-
perimental completamente al azar con 11 repeticiones. La
unidad experimental fue un tubo de ensaye con dos brotes
0 propagulos. Las variables evaluadas fueron altura de
plantula, nimero de hojas y vigor. Este fue evaluado
visualmente, dando valores de 1 a 3, con base en el colory
presencia de tejido sano; a brotes de color brillante o vivaz y
sin tejido dafiado se les asignd el 3, mientras que a la
presencia de tejidos débiles y de coloracién oscura, el valor
asignado fue el 1.

En el segundo experimento, se sembraron brotes con
poda de hojas en tubos de ensaye con un medio con sales
MS y con vitaminas WS (Wetmore y Sorokin, 1955) y 60
mg:-litro" de sulfato de adenina. Como reguladores de
crecimiento se utilizaron las citocininas BA, Kin y 2ip en las
concentraciones de 3.0 y 10.0 mg:litro™'. El disefio experi-
mental utilizado fue un completamente al azar con arreglo
factorial 3 x 2 y 12 repeticiones. Las variables evaluadas
fueron: altura de plantula, numero de hojas, numero de
brotes, plantulas con formacién de estructura globular o con
raiz. Las dos ultimas variables se evaluaron calculando el
porcentaje de repeticiones con este tipo de estructuras.

La intensidad luminica manejada en los dos
experimentos anteriores fue de 20 a 30 ymol-m2-s™.

Enraizamiento

Para promover el enraizamiento se probaron tres
medios de cultivo y tres tamafos de planta. Uno de los
medios se formo con las sales inorganicas MS al 100 % de
su concentracion, otro con las sales MS al 100 % de su
concentracion + 0.3 mg de 2ip, y el tercero con las sales
MS al 50 % de su concentracion. Los tamafios de planta
estudiados fueron: planta chica (0.8 a 2.8 cm), planta me-
diana (2.9 a 3.7 cm) y planta grande (3.8 a 6.8 cm). Ademas
de los tratamientos, en el medio de cultivo se adicionaron
como suplementos 60 mg-litro" de sulfato de adenina,
vitaminas WS, 3 % (p/v) de azucary agar al 0.7 % (p/v) y el
pH fue ajustado a 5.7 + 0.1. El disefio experimental utili-
zado fue un completamente al azar con arreglo factorial 3 x
3 con 10 repeticiones. Las variables evaluadas fueron nu-
mero y longitud de raices. La intensidad luminica fue de 50
umol-m2.s.

Transferencia a sustrato e invernadero

Las plantas enraizadas del cultivo in vitro fueron
sembradas en vasos de unicel con una mezcla de sustrato
compuesta de peat moss (60 %) y perlita (40 %) en un
invernadero. Para aclimatar las plantas, las macetas fueron
colocadas en bolsas de plastico que fueron cerradas
herméticamente por un periodo de tres semanas. En la
ultima, las bolsas se abrieron poco a poco hasta retirarlas
completamente. Los tratamientos se formaron utilizando los
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tamafios de planta: chico (2.5 cm), mediano (4.0 cm) y
grande (6.4 cm), y dos condiciones de raiz: poca (2 a 5
raices) o mucha (7 a 9 raices). La variable evaluada fue
porcentaje de sobrevivencia, que se obtuvo contabilizando
el numero de plantas vivas. La unidad experimental fue una
planta y el nUmero de repeticiones fue 10.

Analisis estadisticos

En este trabajo de investigacion los datos de los
disefios experimentales antes descritos fueron sometidos
al andlisis de varianza (P<0.05) y a comparaciones de me-
dias (Tukey P<0.05) utilizando el paquete computacional
SAS version 8 (Universidad Complutense de Madrid, 2004).

RESULTADOSY DISCUSION

Establecimiento in vitro

Por carecer de informacion sobre el manejo in vitro
del ‘Maguey Bruto’ (A. inaequidens Koch), la estrategia
experimental para promover la brotacién de forma directa
(sin formacion de callo) fue probar diferentes tipos de
explante para evaluar las respuestas morfogenéticas in vitro
utilizando yemas axilares y secciones de tallo. Las
secciones de tallo presentaron brotacion multiple después
de ocho semanas, llegando a formar u obtener hasta 78
brotes (Figura 1a). Por su parte, las yemas axilares en 27
semanas formaron alrededor de 54 brotes. Robert et al.
(1987) y Das (1992) reportaron la formacion directa de brotes
adventicios de agave utilizando tejido de tallo. Mientras que
Binh et al. (1990) obtuvieron lo mismo utilizando tejido
meristematico. Lo anterior sugiere que cuando se pretenda
establecer el cultivo in vitro de una especie nueva de agave,
se debe partir con la siembra de estos tipos de tejido.

Multiplicacion

En el experimento donde se probaron cinco
concentraciones de BA en el medio de cultivo para promover
el desarrollo individual de los brotes de A. inaequidens Koch,
se encontrd significancia estadistica (P<0.05) en las va-
riables altura de planta y numero de hojas. Los resultados
de este experimento indican que los tratamientos probados
incrementaron el tamafio de planta y el numero de hojas,
las mejores respuestas estadisticas se encontraron con las
concentraciones de 1.0 y 3.0 mg-litro" de BA (Cuadro 1).
Los brotes adquirieron la forma caracteristica de roseta
aunque no incrementaron estadisticamente su vigor (Cuadro
1 y Figura 1b). Jankiewicz (2003) menciona que las
citocininas generan cambios morfoldgicos en los tejidos
cultivados in vitro, resultado del estimulo de la actividad
mitética celular, lo que genera brotacion, y explica los
resultados obtenidos. En esta parte del trabajo de
investigacion se presentd brotacion pero fue dificil determinar
el niumero exacto de brotes porque presentaron una forma
similar a las hojas en su inicio. Aun con ello, los tratamientos
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FIGURA 1. a) Brotacion multiple en secciones de tallo; b) Brote
tratado con 3.0 mg:litro! de BA; c) Estructura globu-
lar; d) Planta tratada con 3.0 mg-litro* de Kin, e) Tres
tamafios de plantas enraizadas con sales MS al 100
% y sin reguladores; f) Plantas con seis meses de
transferencia a sustrato.

CUADRO 1. Comparacién de medias y significancia estadistica
de las variables de crecimiento y vigor de A.
inaequidens Koch seis semanas después de la

siembra en medios de cultivo con cinco
concentraciones de BA.
BA IAP INH Vigor
(mg-litrot) (mm) (Escala 1,2y 3)*
0.0 2.18 b¥ 0.56 b 1.36 a
0.1 2.91 ab 1.10 ab 1.64 a
1.0 5.53 ab 2.04 a 2.09a
3.0 6.39 a 2.02a 2.27 a
10.0 2.50 ab 1.52 ab 1.95a
C. V. 82.86 64.4 43.53
* * NS

Significancia®

ZIAP: Incremento en altura de planta; INH:Incremento en el nimero de hojas; V:vigor.

¥1: Bajo vigor; 2: mediano vigor; 3: alto vigor.

*Medias con la misma letra dentro de una columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey,
aunaP<0.05.

v *: estadisticamente significativo.

NS: no significativo con P<0.05.
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con BA propiciaron la formacion de 1 a 2 brotes en las plantas
mas vigorosas. Santacruz et al. (1999) en A. parrasana y
Das (1992) en A. sisalana también promovieron la brotacion
cuando adicionaron en el medio de cultivo la citocinina BA
en diferentes concentraciones.

En el analisis de varianza del experimento en que se
probaron tres tipos de citocininas en dos concentraciones,
se observo significancia estadistica (P<0.05) en las variables
estudiadas. Se observé que la interaccion de los reguladores
de crecimiento y las concentraciones afectaron las variables
altura de planta y el nUmero de hojas. Los valores mas altos
para la variable altura de planta se encontraron con 3.0
mg:-litro™? de Kin, mientras que para la variable nimero de
hojas los valores mas altos se encontraron con 3.0
mg-litro"de BA y 10.0 mg-litro™' de Kin. La variable nimero
de brotes Unicamente result6 afectada por la concentracion
de los reguladores, los valores mas altos se encontraron
con la concentracion de 10.0 mg-litro'independientemente
del tipo de regulador (Cuadro 2). También, la aplicacion de
tratamientos propici6 la formacién de estructuras globulares
(Figura 1c) y la formacion de raiz (Cuadro 3 y Figura 1d).
Por otra parte, se determiné que A. inaequidens Koch crece
y se desarrolla mejor en tubos de ensaye. En recipientes
mas anchos como los frascos de 5.5 x 6.8 cm se favorece
el crecimiento de hojas alteradas morfolégicamente, y con-
forme van creciendo separan a la planta del medio de cultivo
evitando con ello el correcto suministro de nutrientes in vitro.

Las estructuras globulares consideradas como formas
preliminares de una brotacién multiple, se formaron en la
base de las plantulas y con un medio de cultivo con sales
MS al 100 % + 1.0 mg-litro"* de BA y con vitaminas WS se
propicid la diferenciacion y obtencion de nuevos brotes,
ocasionando con ello un incremento muy alto en la produccion
de plantas. Como el objetivo de la investigacion fue la
preservacion, se dio preferencia a la multiplicacion por via
directa y no se consider6 esta posibilidad como una
estrategia de multiplicacién porque hay riesgo de obtener
nuevas variantes. Robert et al. (1987) reportaron también la
presencia de callo altamente caulogénico en A. fourcroydes,
Lem., el cual, en un medio de cultivo adecuado, pudo
diferenciar y formar nuevos brotes incrementando
exponencialmente la produccion.

Con relacion a la formacion de raiz, se tiene
conocimiento de que las citocininas inhiben la formacion y
el crecimiento de raices (Salisbury y Ross, 1994; Kendey
Zeevaart, 1997; Jankiewicz, 2003). Sin embargo, en este
experimento, esto se cumplié sélo con el regulador BA'y no
con Kiny 2ip. Pareciera que estos dos ultimos reguladores
fueron responsables de la formacion y crecimiento de raices,
pero es posible que éstos produjeron un efecto nulo, y la
formacion y crecimiento de raiz que se presento, fue resultado
de la presencia de auxinas generadas por la misma planta
ya que éstas se han reportado como promotoras de la
formacion y crecimiento de raices (Salisbury y Ross, 1994;
Kende y Zeevaart, 1997; Jankiewicz, 2003).



CUADRO 2. Comparacién de medias y significancia estadistica
de las variables de crecimiento de A. inaequidens
Koch nueve semanas después de la siembra en
medios de cultivo con tres reguladores de
crecimiento y dos concentraciones.

Factores AP NH NB
Regulador de crecimiento (RC)
BA 1.97 bY 421a 1.92a
Kin 3.11a 3.79a 202a
2ip 2.01b 329a 193a
Concentracion (C)
3.0 mg:litro! 281a 395a 1.52b
10.0 mg:litro™ 1.92b 357a 240a
Interaccion RC x C
BA + 3.0 mg-litro™ 256 b 586a 1.28a
Kin + 3.0 mg:litro™ 434 a 286b 1.71a
2ip + 3.0 mg:litro! 153 b 3.14b 157a
BA +10.0 mg:litro”! 1.39a 257b 257a
Kin +10.0 mg-litro”! 1.89 a 471a 233a
2ip + 10.0 mg-litro™ 249 a 343ab 229a
BA + 3.0 mg:litro™ 2.56 a 586a 1.28a
BA +10.0 mg:litro”! 1.39b 257b 257a
Kin + 3.0 mg:litro™ 4.34 a 286b 1.71a
Kin +10.0 mg-litro”! 1.86 b 471a 233a
2ip + 3.0 mg-litro™’ 249 a 314a 157a
2ip +10.0 mg-litro™ 1.53 a 343a 229a
Ccv 40.99 41.90 35.62
Regulador (R) * NS NS

* NS *

Concentracién (C)
CxR * * NS

zAP: altura de planta; NH: nimero de hojas; NB:nimero de brotes.

YMedias de los niveles de los factores con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey
aunaP<0.05.

*; NS: no significativo.

*: significativo con una P<0.05.

CUADRO 3. Porcentaje de plantulas con estructura globular y
plantas con raiz en A. inaequidens Koch nueve
semanas después de la siembra en medios de
cultivo con tres reguladores de crecimiento y dos
concentraciones.

Regulador Concentracion PEG PR
mg-litro? (%) (%)
BA 3.0 28.6 0
10.0 14.3 0

KIN 3.0 14.3 71.43
10.0 0 100
2ip 3.0 0 100
10.0 0 100
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Enraizamiento

Para propiciar la formacion de raiz in vitro en diferentes
especies de agave, se han utilizado medios de cultivo con
bajas concentraciones de sales MS y AIB (Enriquez et al.,
2005). También se han utilizado medios con sales MS al
100 % de su concentracion y sin reguladores de crecimiento
(Binh et al., 1990; Rodriguez y Acosta, 1996; Santacruz et
al., 1999). En el andlisis de este experimento se encontro
significancia estadistica (P<0.05) en los factores medio de
cultivo y tamafio de planta (Cuadro 4), la interaccion medio
de cultivo x tamafio de planta no mostré significancia
estadistica (P<0.05). El incremento en el niumero de raices
en funcion del tiempo, expresado en tamafo de planta y
tipo de medio de cultivo es considerable; los tamafios
mediano y grande se comportaron estadisticamente de forma
similar siendo el mas favorecido el grande (Figura 1e). Por
el contrario, el chico difiere estadisticamente de los otros
dos y se ve menos favorecido, especialmente con los medios
MS al 50 % y MS al 100 % + 3.0 mg:litro* de 2ip (Figuras 2
y 3). Todos los tamanos de plantas con el tratamiento MS
al 100 % + 3.0 mg-litro' de 2ip formaron raices menos
numerosas y mas cortas, a diferencia de lo que produjeron
los tratamientos sin regulador.

Transferencia asustrato

En la transferencia a sustrato, los resultados mostraron
que sdlo las plantas chicas con pocas raices no produjeron
el 100 % de sobrevivencia (Cuadro 5, Figura 1f). Das (1992)
en A. sisalana Perrine reporté un rango de sobrevivencia del

CUADRO 4. Comparacién de medias y significancia estadistica
de las variables de crecimiento de raiz de A.
inaequidens Koch seis semanas después de la
siembra en tres tamafios de planta en tres medios
de cultivo.

“PEG: porcentaje de estructura globular; PR: porcentaje de raiz.

Factores NR* LR
Medio de cultivo (MC) (cm)
MS 100 % 547 & 4.87 a
MS 50 % 4.40 ab 3.76 a
MS 100 % + 3.0 mg:litro™" de 2ip 2.63b 1.45b
Tamafo de planta (TP)

Chica 2.07b 251b
Mediana 430 a 3.34 ab
Grande 6.13 a 424 a
Ccv 84.85 63.85
Tamario de planta (TP) *x *
Medio de cultivo (MC) * *
TPxMC NS NS

2NR: nimero de raices; LR:longitud de raiz.

YMedias de los niveles de un factor con la misma letra son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey
auna P<0.05.

*NS: no significativo.

*: significativo a una P<0.05.
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MS 100 % MS 50 % MS 100 % + 3.0 mg-litro™! de
8 2ip

Namero de Raices

o
IN)
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Semanas

—+planta chica -#-planta mediana -+ planta grande
FIGURA 2. Nimero de raices en un periodo de seis semanas

para tres medios de cultivo y tres tamafios de
planta de A. inaequidens Koch.

MS 100 % MS 50 % MS 100 % + 3.0 mg-litro”' de
7 2ip

Longitud de Raiz (cr
S

0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6

Semanas

——planta chica —=planta mediana ——planta grande

FIGURA 3. Longitud de raiz en un periodo de seis semanas para
tres medios de cultivo con las sales MS vy tres
tamafos de planta en A. inaequidens Koch.

70 a 80 % y Robert et al. (1987) en A. fourcroides Lem.
encontraron una sobrevivencia del 95 %. Lo anterior sugiere
que los agaves en general no presentan mayor problema
para transferirse a sustrato e invernadero. En el experimento
se observo que la sobrevivencia de plantas de tamafo supe-
riora4 cmy con mas de dos raices fue del 100 %. Por otra
parte, las plantas con hojas alargadas y delgadas después
de la transferencia a sustrato formaron con el tiempo hojas
normales. Definir el tamafo de planta y cantidad de raiz que
favorecen la sobrevivencia de las plantas A. inaequidens
Koch, permite determinar el tiempo que éstas deben
permanecer en incubacion en las diferentes etapas del cultivo
in vitro y reducir costos y tiempo si se realiza una produccion
comercial.

CONCLUSIONES

Se logré propagar in vitro la especie A. inaquidens
Koch, para ello se obtuvieron brotes de secciones de talloy

Propagacién in vitro del...

CUADRO 5. Porcentaje de sobrevivencia de plantas de tres
tamafos y dos cantidades de raiz de A. inequidens
Koch seis semanas después de la transferencia a
sustrato e invernadero.

Tamafio de planta Cantidad de Raiz  Sobrevivencia (%)

Chica? Poca¥ 70
Mucha 100
Mediana Poca 100
Mucha 100
Grande Poca 100
Mucha 100

zchica (2.5 cm); mediana (4.0 cm) y grande (6.4 cm).
Ypoca (2 - 5 raices) y mucha (7 - 9 raices).

yemas axilares, las secciones de tallo formaron hasta 72
brotes. También se promovié el desarrollo de plantas
utilizando diferentes concentraciones de BA, la
concentracion de 3.0 mg-litro™* incremento la altura de brotes
y la formacién de nuevas hojas. Los reguladores BA, Kin 'y
2ip en las concentraciones de 3 y 10 mg-litro' generaron
gran variedad de respuestas que van, desde una mayor
altura de planta, mas hojas y brotes, hasta la presencia de
estructuras globulares y raiz. Asi mismo, se encontré que
el tamafio de planta y el medio de cultivo afectan el
enraizamiento de las plantas. Por ultimo, las plantas de
longitud mayor a 4.0 cm con mas de dos raices presentaron
una sobrevivencia del 100 %.
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