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RESUMEN

El cultivo del agave (Agave tequilana Weber var. ‘Azul’) utilizado
para producir el tequila tiene importancia econémica, cultural y social
en México, por la generacion de empleos en el campo y la industria, asi
como el ingreso de divisas resultado de la exportacion de esta bebida.
La diversidad genética de esta especie es muy baja por lo que una
opcion de inducir variabilidad genética es via mutagénesis. El objetivo
de la investigacion fue determinar la dosis letal media (DL_) mediante
la irradiacion con rayos gamma Co® en callos y plantulas de agave
obtenidas in vitro, como medio para generar variabilidad genética. Las
plantulas se obtuvieron a partir de yemas axilares promovidas mediante
la aplicacion de reguladores de crecimiento en el medio Murashige y
Skoog (MS). Se irradiaron callos seis semanas posteriores ala induccion
y plantulas a las 12 semanas después de la emergencia. En ambos casos
las dosis de radiacion fueron: 0 (testigo), 10, 20, 30, 40 y 50 Gy. Hubo
diferencias significativas tanto en el desarrollo de las plantulas como
del callo; ambas estructuras mostraron una disminucidn significativa
en su crecimiento cuando la dosis de radiacion fue igual o mayor a los
20 Gy en callos y 30 Gy en plantulas. Los modelos de regresion lineal y
cuadritico entre dosis y variables mostraron ajustes superiores de R*=
0.62 para el primero y de R*= 0.74 para el segundo. La DL, se ubic6
entre 20 y 25 Gy para nimero de brotes y tamaiio de plantula y 16 Gy
para el area del callo de acuerdo a la regresion cuadratica.

Palabras clave: Agave tequilana, micropropagacion, mutaciones, rayos
gamma.

SUMMARY

The agave crop (Agave tequilana Weber var. ‘Azul’) is the source
for tequila. It has important social, cultural and economic impacts,
particularly on employment needed to fulfill the activities around
the crop and industry. Low genetic diversity is present in the cultivar;
thus, induction of genetic variability via mutagenesis can be an option.
In this research the mean lethal dose (LD50) of Co® gamma rays for
inducing genetic variability on agave in vitro callus and plantlets was
quantified. Plantlets were obtained by incubating agave explants on
a Murashige and Skoog (MS) medium containing growth regulators
which promoted growth of axillary buds. Calli were irradiated six
weeks after induction and plantlets at 12 weeks of development. In
both cases, doses applied were: 0 (control), 10, 20, 30, 40 and 50 Gy.
Statistically differences were obtained for plantlets and calli growth;
significant effects appeared at radiation level above 20 Gy for calli and
30 Gy for plantlets. Linear and quadratic regression models between
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doses and variables were appropriate; R? for the linear model was 0.62,
while the quadratic model had R*= 0.74. LD_ was fixed between 20 and
25 Gy for plantlets and 16 Gy for callus, based on the quadratic model.

Index words: Agave tequilana, gamma rays, micro propagation,
mutations.

INTRODUCCION

El tequila tiene alta demanda en el mercado nacional e in-
ternacional; ademas cuenta con la denominacién de origen
que obtuvo el gobierno mexicano en 1977 (Gonzalez et al.,
2007a), la cual protege al pais como productor y procesador
del cultivo de agave (Agave tequilana Weber var. ‘Azul’). Se-
gun la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SCFI-1994, el
agave es la Unica especie autorizada para la produccion del
tequila (Gonzélez et al., 2007b).

El cultivo de A. tequilana, asi como el tequila, tienen im-
portancia econdmica, cultural y social en México. El tequila
ha sido la bebida mas popular y tradicional del pais, pero
la investigacion en esta especie ha recibido menor atencién
que otras especies como gramineas y hortalizas (Gonzalez
et al., 2007b). Al respecto, es conveniente destacar que se
requieren de seis a ocho afios para que la planta alcance la
madurez comercial y se pueda efectuar la cosecha o “jima”
de la pifia (tallo) para la posterior industrializacién y ob-
tencion del tequila. En esta etapa la planta emite el vastago
floral (quiote), el cual se elimina para evitar la disminucién
de aztcares en la pifia, lo que impide la produccién de se-
milla. Esto ultimo reduce la variabilidad genética y obliga
a que la reproduccion se lleve a cabo mediante estructuras
vegetativas.

La incidencia de insectos plaga y fitopatogenos en agave se
ha incrementado en la tltima década, y el control se realiza
habitualmente con plaguicidas quimicos, bioldgicos, o con
practicas culturales (Gonzalez et al., 2007b). La induccién
de mutaciones es una alternativa para inducir variabilidad
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genética, y asi incrementar la probabilidad de obtener se-
gregantes con resistencia a enfermedades fungosas, como
la mancha gris causada por Cercospora agavicola, o bacte-
rianas como la pudricion blanda (Pectobacterium carotovo-
rum).

En los programas de mejoramiento genético convencio-
nal de especies de reproduccién sexual, la inducciéon de
variabilidad genética generalmente se obtiene mediante hi-
bridacién y en menor grado por induccién de mutaciones.
Entre las opciones para las especies de reproduccion ase-
xual como el agave, la induccién de mutaciones mediante la
exposicion de tejido somatico a radiacion ionizante puede
provocar cambios en el material genético de las células y asi
obtener quimeras mutantes (Robles, 1986).

Las mutaciones que se generan en las especies que se pro-
pagan asexualmente corresponden a cambios en las células
somaticas y, por consiguiente, sin la recombinacién genéti-
ca que ocurre en especies de reproduccion sexual. Una op-
cién para mantener y multiplicar a estos tipos de mutantes
en especies de multiplicacion asexual es el cultivo de tejidos,
que a su vez permite que en poco tiempo se disponga de
una gran cantidad de plantulas sanas para incorporarlas a
las producciones comerciales.

En la induccién de mutantes, los individuos mutantes
presentan cambios negativos en una frecuencia crecien-
te conforme aumenta la dosis de radiacion, por lo que es
importante conocer la dosis letal media (DL, ). En el caso
de semillas, la DL_; corresponde a la cantidad de radiacién
absorbida con la cual sobrevive 50 % de la poblacién que ha
sido expuesta, proporcién que se considera como el rango
donde se favorece la aparicion de mutaciones utiles en los
programas de mejoramiento genético (Morela et al., 2002).

En el caso de plantulas, la DL_ o dosis reductiva media
(GR,,) se determina cuando un caracter manifiesta una dis-
minucién de 50 % en su expresion con respecto al trata-
miento testigo, pues la radicacién absorbida provoca cam-
bios en el ADN vy origina mutaciones somaticas, mismas
que causan alteraciones en la fisiologia de la plantula (Gon-
zalez et al., 2007a).

El objetivo de esta investigacion fue determinar la DL, al
irradiar callos embriogénicos y plantulas de agave (ambos
obtenidos in vitro) con rayos gamma de Co®.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo inici6 con la siembra de tejido meristematico
in vitro para obtener plantulas, de las cuales se utilizaron
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secciones de hoja como explantes para producir callos.
Obtencion de plantulas in vitro

Material biologico. Se utilizaron hijuelos de agave con
pifas del tamafio de un limén (4 a 8 cm), vigorosos y sin
sintomas de enfermedades, procedentes de plantas de 3
anos de edad, colectados en el municipio de Arandas ubi-
cado en la zona de los Altos de Jalisco (20° 41’ 58” LN, 102°
21’ 57” LO, y 2049 msnm).

Tratamiento de desinfeccion. Los hijuelos se lavaron
con agua corriente, y luego se le eliminaron las hojas ex-
teriores para dejar solamente las interiores que rodean al
tejido meristematico. Los hijuelos asi preparados se des-
infectaron en una solucion de alcohol etilico a 70 % por 1
min, y posteriormente en una solucién de hipoclorito de
sodio a 3 % por 20 min, en la cdmara de flujo laminar bajo
condiciones de asepsia. Se enjuagaron tres veces con agua
bidestilada estéril, se colocaron en cajas de Petri estériles,
y previo a la siembra in vitro se retir6 el tejido dafiado por
el tratamiento de desinfeccion.

Medio de cultivo. El medio de cultivo usado para ob-
tener las plantulas in vitro fue el MS (Murashige y Skoog,
1962) suplementado con 24.6 uM de acido indolbutirico
(AIB), 46.46 UM de cinetina, 30 g L' de sacarosay 8 g L
de agar para su solidificacién. El pH del medio se ajust a
5.7 £ 0.03, y luego el medio con el agar fundido se verti6
a razén de 25 mL por contenedor, después de lo cual se
esterilizaron en autoclave por 15 min a una presion de 1.4
kg cm? y una temperatura de 121 °C.

Siembra de meristemos in vitro. En la cimara de flujo
laminar VECO® (Maryland, USA) bajo condiciones de
asepsia, los meristemos apicales se cortaron en secciones
de 0.5 cm de didmetro aproximadamente que constituye-
ron los explantes, y se sembraron dos explantes por conte-
nedor; los contenedores se sellaron, rotularon y transfirie-
ron a la cdmara de incubacion a una temperatura de 27 °C
+ 1 °C con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad.
A las 8 semanas de desarrollo las plantulas se transfirieron
a recipientes (una plantula por contenedor) para su mul-
tiplicacion en un medio MS en el que la concentracién de
AIB se redujo a 0.5 pM y se mantuvieron las concentracio-
nes de citocinina, que en este caso se cambi6 a bencilade-
nina BA (44.4 uM), mads sacarosa (30 gL') y agar (8 gL"),
como propusieron Soltero et al. (1999; Com. personal)’.

'R Soltero, M F Nieto, C Ramirez (1999) Embriogénesis somética en Aga-
ve tequilana Weber, hacia el mejoramiento genético. Memorias VII Con-
greso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, 12 al 17 de septiembre,
Huatulco, Oaxaca. México.
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Obtencion de callo embriogénico in vitro

Medio de cultivo y siembra. Se utilizaron las sales mi-
nerales del medio basico MS adicionando con 13.57 uM de
acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D), 8.87 uM de benci-
ladenina (BA), 9.27 uM de cinetina, 30 g L' de sacarosa y
8 g L' de agar. Los callos se indujeron a partir de secciones
de hoja de las plantulas obtenidas in vitro. Bajo condicio-
nes de asepsia en la cdmara de flujo laminar se abrieron los
contenedores con las pldntulas, se pusieron en cajas de Petri
previamente esterilizadas, se cortaron las hojas y se devol-
vieron a los contenedores, que luego se sellaron y transfirie-
ron a la cdmara de crecimiento. Las hojas se seccionaron en
cuadros de 0.5 cm? (explantes) y se colocaron seis explantes
por contenedor. A la cuarta semana se presento la induc-
cion de los callos embriogénicos, mismos que se dejaron
crecer antes de aplicarles los tratamientos de irradiacién.

Irradiacion con rayos gamma Co%

En el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares
(ININ) se utilizé un irradiador Gammacell Modelo GO-
220® (Ontario, Canada) para aplicar seis dosis de irradia-
cién: 0 (testigo), 10, 20, 30, 40 y 50 Gy con rayos gamma de
Co®. La irradiacién se llevd a cabo seis semanas después de
la induccién de los callos y 12 semanas después de la emer-
gencia de las plantulas.

Posterior al tratamiento de radiacion, las plantulas se
transfirieron a un medio MS suplementado con 0.53 uM de
acido naftalenacético (ANA) y 44.4 uM de benciladenina
(BA) para su multiplicacion. Por otro lado, los callos em-
briogénicos se transfirieron a un medio MS sin reguladores
de crecimiento adicionado con 500 mg L' de caseina hidro-
lizada y 250 mg L' de glutamina.

Analisis estadistico

Se aplico un disefio experimental completamente al azar
con seis tratamientos y cinco repeticiones. La unidad expe-
rimental consisti6 de una plantula o un callo por repeticién
(cinco plantulas o cinco callos por tratamiento de radia-
cién). Se hizo andlisis de varianza (a = 0.01) para altura
(cm), namero de nuevos brotes de plantulas y area del callo
(cm?). Se utilizé la prueba de Tukey para la comparacién
entre medias. Para conocer la magnitud de la respuesta de
cada variable a las dosis de radiacidn, se evaluaron dos mo-
delos de regresion, lineal y cuadratica. Ademas se hizo un
andlisis de correlacién lineal (P < 0.01), entre las dosis de
radiacién como variable independiente (X), y las variables
dependientes (Y): induccion de brotes, crecimiento de las
plantulas y el area del callo, para determinar la dosis letal
media (DL, ) o dosis reductiva media (GR, ). Se evalu6 la
altura de plantula (de la base al apice de la hoja més grande),
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nimero de brotes nuevos y el 4rea de callo (largo x ancho).
Las mediciones se hicieron a las seis semanas después del
tratamiento de irradiacién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de nuevos brotes, altura de plantula
y tamaiio de callo

Los andlisis de varianza indicaron que las dosis de ra-
diacién causaron diferencias significativas (P < 0.01) en la
induccién de nuevos brotes, en la altura de plantula y en el
area del callo.

Al analizar el efecto de la radiacién absorbida (radio sen-
sibilidad) en la induccién de brotes y la altura de la plantula
(Cuadro 1), se encontr6 que ambas variables no difirieron
significativamente (P < 0.05) entre las plantulas irradiadas
con 10 Gy vy el testigo, aunque hubo reduccién de 19 % en
la induccién de brotes y de 5 % en altura. Esto indica que el
desarrollo de nuevos brotes es viable cuando las plantulas
se someten a esta dosis de radiacion, sin afectar el porte de
las plantulas.

Al aumentar la dosis de radiacion a 20 Gy se detectaron
efectos negativos importantes pues el niimero de brotes por
plantula se disminuy6 en 42 %, y en 43 % la altura de las
plantulas. En las plantulas irradiadas con 30 Gy el efecto de
la irradiacion fue mds severo, pues la induccion de brotes
se redujo 65 % y la altura 56 %. Con dosis de 40 y 50 Gy el
numero de brotes fue estadisticamente similar a 30 Gy y lo
mismo sucedi6 para la altura de las plantulas, excepto que
a 50 Gy esta variable disminuy6 en 71 %. Estos resultados
indican que la induccién de brotes y la altura de plantula
practicamente se detuvieron a partir de la dosis de 30 Gy.

Al irradiar con Co® dpices de henequén (Agave fourcroi-
des Lemark) cultivados in vitro con dosis de 10 a 50 Gy,
Gonziélez et al. (2007a) encontraron que al incrementar las
dosis de radiacién a 10, 20 y 30 Gy, el nimero de brotes por
explante se redujo entre 40 y 60 %, con diferencias signifi-
cativas entre el testigo y esas dosis. La DL, se ubicé en este
rango por lo que esos autores recomiendan aplicar tales
dosis en el mejoramiento in vitro a través de mutaciones.
En la dosis de 50 Gy la mortalidad fue de 90 %. Segun es-
tos autores, en henequén la reduccién del ndmero de brotes
evidencio la ruptura del balance hormonal que permite una
buena proliferacién, y ademas de que las variable peso del
callo, mortalidad de los explantes y produccién de brotes
nuevos, resultaron excelentes indicadores de la radio sen-
sibilidad, cuya dosis reductiva media (GR,,) se ubica entre
20y 30 Gy.

Otahola et al. (2001) irradiaron explantes de crisantemo
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Cuadro 1. Efecto de la radiacion con Co® en brotes por plantula, altura de plantula y tamaiio de

callo de A. tequilana cultivada in vitro.

Dosis de radiaciéon (Gy) Brotes por plantula  Altura de plantula (cm)  Area del callo (cm?)
0 (Testigo) 520a 582a 2.65a

10 4.20ab (19)7 5.52a(5) 1.06 b (60)

20 2.60 be (42) 3.30b (43) 0.33 ¢ (88)

30 1.80 cd (65) 2.54 cd (56) 0.27 ¢ (90)

40 1.80 cd (65) 2.48 de (57) 0.38 ¢ (86)

50 1.60 cd (69) 1.68 ¢ (71) 0.23 ¢ (91)
Media 2.93 3.56 0.82

DSH'* 1.81 0.42 0.13

Valores entre paréntesis corresponden a porcentajes de reduccion con respecto al testigo. "DSH = diferencia significativa hones-
ta. Valores con la misma letra dentro de columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

(Dendrathema grandiflorum Ramat) con dosis de 5 a 20 Gy, y
evaluaron su crecimiento alos 7, 14, 21 y 28 d posteriores a la
irradiacion. Ellos encontraron que a los 7 d no hubo diferen-
cias significativas en el crecimiento entre las dosis de 5 a 15
Gy con respecto al testigo; en las fechas posteriores el mayor
crecimiento se obtuvo con 5 Gy, mientras que con la dosis
de 20 Gy el crecimiento se redujo en todas las fechas eva-
luadas. Estos resultados concuerdan con los de A. tequilana
en que con dosis mayores a 20 Gy el crecimiento disminuye
de 43 % a 71 %, mientras que con 10 Gy no difiere del tra-
tamiento sin irradiar.

Lemus et al. (2002) evaluaron el efecto de la radiacion
en la longitud de las plantulas de dos genotipos de Vigna
unguiculata (L.) Walp a los 7 d después de la siembra, y en-
contraron diferencias significativas entre dosis absorbidas
y entre genotipos, asi como en la interaccion. Los autores
reportaron tres tipos de respuesta: 1) Plantulas altas que
correspondieron a las no irradiadas e irradiadas con do-
sis de 150 Gy; 2) Plantulas de porte intermedio irradiadas
con dosis de 300 a 700 Gy para uno de los genotipos; y 3)
Plantas pequeiias con dosis de 300 Gy para el otro genotipo.
En las plantulas de agave del presente estudio también se
formaron tres grupos, los de dosis menores a 20 Gy que no
mostraron diferencia con el testigo, un segundo grupo en el
que se ubica la dosis reductiva media (GR, ) entre 20 y 30
Gy, y un tercer grupo con dosis mayores a 30 Gy en las que
se detuvo el desarrollo de las plantulas.

En cuanto al efecto de la radiacién en el drea del callo,
desde la dosis mas baja el tamafio disminuyé a 1.06 cm?® a
la dosis de 10 Gy (vs. 2.65 cm? en el testigo) que representa
una reduccién de 60 %, y a dosis iguales o superiores a 20
Gy la reduccién varid entre 88 y 91 %, sin diferencias signi-
ficativas entre 20 y 50 Gy (Cuadro 1). Estas reducciones se
atribuyen a que el callo es un tejido conformado por células
embriogénicas con alta capacidad de diferenciacién (mor-
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fogénesis) y muy susceptibles a los cambios, principalmen-
te cuando se altera el ADN (Freire, 2003).

Segun Valdez et al. (2004), el crecimiento del callo en
cafa de azudcar (Saccharum officinarum L.) es afectado por
el incremento de la dosis de radiacion, ya que el mayor
crecimiento de callos se present6 con una dosis de 10 Gy
aunque fue significativamente menor que el de los callos
no irradiados, y el crecimiento se redujo mas a medida que
aumentd la dosis de radiacién hasta los 30 Gy. Al igual que
en el agave del presente estudio, la tendencia del crecimien-
to se redujo a medida que aumento la dosis de radiaciéon
hasta 30 Gy, y con la dosis de 50 Gy el desarrollo fue muy
pobre. Garcia et al. (2001) también sefialaron que este com-
portamiento se relaciona con el efecto fisiologico y citologi-
co que producen las irradiaciones en las células. En cafia de
azlcar también se encontraron diferencias entre cultivares
(‘U-Thong 1’ v ‘Q83’) en la resistencia a la radiacién con
rayos gamma, en cuanto a la formacién de callo y regenera-
cion de plantas (Ngampongsai et al., 1992). En el presente
estudio, el aumento en la radiacion tuvo un efecto negativo
en el comportamiento de las células embriogénicas de los
callos de A. tequilana.

Se conoce que el contenido de humedad y de oxigeno pre-
sente en los callos incrementa la susceptibilidad de las células
a las mutaciones ocasionadas por la radiacién acumulada en
cada dosis (IAEA, 1977), lo que aunado a que genéticamente
las células embriogénicas tienen una estructura bipolar, se
esperarian cambios en el ADN al perder la capacidad de di-
ferenciacion que las caracteriza (Freire, 2003). Esto explicaria
los altos indices de decaimiento que aqui se registraron en A.
tequilana, aun en las dosis de 10 y 20 Gy. Resultados similares
reportd Rodriguez (2000; Com. personal)?, quien trabajé con

*Rodriguez D ] M (2000) Estudio de Radio sensibilidad en tejido somd-
tico de Agave tequilana Weber Var. Azul. Tesis de Maestria en Ciencias.
Universidad de Guadalajara. 55 p.
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callos embriogénicos de A. tequilana y encontré que a dosis
mayores a 45 Gy se detuvo el crecimiento, y no encontré
respuesta de los callos en la induccion de embriones.

Dosis letal media

La DL, se determiné mediante andlisis de regresién en-
tre las dosis establecidas (de 0 a 50 Gy) y la induccién de
brotes, altura de plantula y desarrollo de callo, y los mejores
ajustes (R?) se obtuvieron con los modelos lineal y cuadra-
tico (Cuadro 2).

Se obtuvo una correlacion negativa y altamente significa-
tiva entre las dosis de Co® y las variables evaluadas, lo que
indica que la radiacién absorbida produjo mutaciones en el
ADN de las células y alterd su desarrollo normal conforme
la dosis se incremento.

La DL, o GR, se determind a través de regresion lineal
y regresion cuadratica. En brotes por planta se encontr6
diferencia de 5.9 Gy, 2.6 Gy para altura de plantula y 7.9
Gy para el area del callo; lo que indica que ambos modelos
resultaron eficientes para determinar la DL,,. Sin embargo,
el modelo cuadratico fue el que mejor se ajusté (mayor R?)
para simular el efecto de la radiacién conforme ésta se in-
cremento.

La mayor diferencia se obtuvo en el drea del callo debido
a que es una estructura conformada por células competentes
que generan estructuras bipolares (embriones), atribuible a
que la radiacién probablemente indujo cambios en este patrén
al modificar la totipotencia celular (Freire, 2003). En altura de
pléntula los modelos reportaron practicamente el mismo valor,
pero en numero de brotes la diferencia fue de 25 %.

De acuerdo con los resultados, las dosis de radiacién que
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deben aplicarse a explantes de agave propagados in vitro
para inducir variabilidad, se ubican entre 20 y 25 Gy para
plantulas y de 15 a 25 Gy para callos, debido a que en estas
dosis se incrementa la probabilidad de inducir mutaciones
favorables para fines de seleccién y mejoramiento genéti-
co (Morela et al., 2002). Estos resultados coinciden con los
reportados por Gonzélez et al. (2007a), quienes aplicaron
dosis de 10 a 50 Gy a brotes apicales de henequén micro-
propagados, y reportaron una dosis letal media de 30 Gy
para la producciéon de nuevos brotes axilares y de 20 Gy
para la disminucién en el peso fresco de callo. En callos de
papa (Solanum tuberosum L.), Novisel et al. (2007) reporta-
ron que la dosis de 10 Gy corresponde a la DL, para la in-
duccién de variabilidad genética como parte del programa
de mejoramiento genético.

CONCLUSIONES

Las dosis de radiacién absorbidas tuvieron efecto directo
en el desarrollo de las pldntulas y en el desarrollo de callo,
pues ambas variables presentaron altos indices de reduc-
cién con dosis superiores a 30 Gy. La DL, se ubic entre 20
y 25 Gy para la induccién de brotes adventicios y altura de
plantula, y de 15 a 25 Gy para callo. Por tanto, las dosis de
radiacion para inducir variabilidad en plantulas de agave
propagadas in vitro deben ubicarse de 15 a 25 Gy para favo-
recer la aparicién de mutaciones favorables.
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