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Resumen

La produccién de Mezcal es una
de las actividades econémicas mds
importantes en varias regiones de México.
Las especies de agaves utilizadas para fal
fin son explotadas cada vez mds por la
industria del mezcal, y a diferencia del A.
tequilana, atn son pocas las plantaciones
comerciales que existen de especies
mezcaleras. Una alternativa ante esta
situacién serfa el establecimiento de un
sistema de propagacién masiva de agaves
mezcaleros. De acuerdo a la literatura
sobre los protocolos de propagacién in
vitro de los principales agaves mezcaleros,
se identificaron dos innovaciones que
actualmente estdn siendo aplicados en la
propagacién: 1) Sistemas de Inmersién
Temporal y 2) Diodos Emisores de
Luz (LED). Las principales ventajas de
ambas técnicas son: el incremento en la
multiplicacién y calidad en las plantas
obtenidas in vitro, ademds de reducir los
costos de produccién. Asegurando asf un
futuro prometedor, en el escalamiento
de la propagacién de estas especies. Sin
embargo, a pesar de la implementacién
de estas innovaciones en el cultivo in vitro,
los conocimientos sobre propagacién
de agaves mezcaleros son limitados y se
requiere realizar mds investigaciones que
permitan a través de la micropropagacién,
satisfacer la demanda de un mercado
pujante.
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Abstract

Mezcal production is one of the most
important economic activities in several
regions of Mexico. The agave species used
in it production are increasingly exploited
by the mezcal industry, athough unlike
A. tequilana, there are still only a few
commercial plantations of mezcal species.
An alternative to this situation would be
the establishment of a wider propogation
system of mezcal agaves. According to
the literature on in vitro propagation
protocols of the main mezcal agaves,
two innovations were identified that are
currently being applied in propagation:
1) Temporary Immersion Systems and
2) Light Emitting Diodes (LEDs). The
main advantages of both techniques are
the increase in the multiplication and
quality of the plants obtained in vitro
as well as lowering production costs.
This, consequently, ensures a promising
future for increasing the propagation
of these species. However, despite the
implementation of these innovations in
in vitro cultivation, knowledge about the
propagation of mezcal agaves is limited
and more research is needed to satisfy the
demand of this thriving market through
micropropagation.

Résumé

La production de mezcal est l'une
des activités économiques les plus
importantes dans diverses régions du
Mexique. Les espéces d'agave utilisées &
cet effet sont de plus en plus exploitées
par lindustrie du mezcal, et contrairement
a A. tequilana, il existe encore peu de
plantations commerciales d'espéces de
mezcal. Une alternative & cette situation
serait la mise en place d'un systtme de
propagation massive pour les agaves
mezcalero. Selon la littérature sur les
protocoles de propagation in vitro des
principaux agaves mezcalero, deux
innovations actuellement appliquées dans
la propagation ont été identifiées: 1) les
systémes d'immersion temporaire et 2)
les diodes électroluminescentes (LED). Les
principaux avantages des deux techniques
sont: augmentation de la multiplication et
de la qualité des plantes obtenues in vitro,
en plus de réduire les codts de production.
Assurant ainsi un avenir prometteur
dans l'intensification de la propagation
de ces espéces. Cependant, malgré la
mise en ceuvre de ces innovations en
culture in vitro, les connaissances sur
la propagation des agaves mezcal sont
limitées et des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour permettre, grace
& la micropropagation, de satisfaire la
demande d'un marché en plein essor.
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Introduccion

El género agave se encuentra distribuido a lo largo
del continente americano, mas del 75% (aproxima-
damente mas de 150 especies) se encuentra en Mé-
xico, esto se debe a la ubicacién geografica y a las
condiciones ambientales; México es considerado el
centro de origen de este género (Leén et al., 2013;
Avendano-Arrazate et al., (2015); Mariles-Flores et al.,
2016; Aguilar y Rodriguez 2018).

Los agaves han llegado a ser el soporte econo-
mico de algunas regiones del pais (Torres, Blancas,
Leoén y Casas 2015; Gonzalez y Nunez 2015; Figuere-
do et al., 2014; Arzate-Fernandez y Mejia-Franco 2011;
CONABIO 2008). Las bebidas alcohdlicas, artesanias,
fibras y medicinas son algunos de los productos que
se obtienen de estas plantas. A pesar de la gran im-
portancia de los agaves, son pocos los estudios reali-
zados sobre la propagacién masiva, el mejoramiento
y la conservaciéon de estas especies. Sobre todo, las
que son de vida silvestres, como la mayoria de los
agaves mezcaleros.

La mayoria de los estudios se han realizado en
especies comerciales destinadas para la produccién
de tequila y son pocas las investigaciones en espe-
cies mezcaleras. No obstante, hay especies de vida
silvestre como el Agave potatorum que no son cul-
tivadas de manera comercial, pero son sobreexplo-
tadas para la producciéon de bebidas fermentadas
(Delgado-Lemus, Casas y Téllez 2014; Torres et al.,
2015). A. potatorum no cuenta con protocolos para
su propagacion masiva, y asi muchas otras especies
que se encuentran en peligro de extincién; segun la
NOM-059ECOL-2001 hay 18 especies de agaves seve-
ramente amenazadas en México (SEGOB, 2020). Por
lo anterior surgi6 la necesidad de implementar téc-
nicas en la propagacién de las especies de agaves.
En este sentido el cultivo de tejidos vegetales como
herramienta en la biotecnologia vegetal ha sido una
de las alternativas para la propagaciéon masiva de es-
tas especies (Puente-Garza, Gutiérrez-Mora y Garcia-
Lara 2015).

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) son
una innovacién en el escalamiento de la propaga-
cién masiva, los SIT ayudan a reducir los costos de
mano de obra y medios de cultivo, aumentan la tasa
de multiplicacién y aclimatacion, entre muchas otras
ventajas para la propagacion de plantas (Alamilla-

Magana et al., 2019). Por otro lado, la implementa-
cién de la iluminacién con Diodos Emisores de Luz
(LED, por sus siglas en inglés) en el cultivo in vitro ha
sido exitosa en diferentes especies vegetales y sobre
diferentes procesos morfogénicos (Bello-Bello, et al.,
2016d; Murillo et al., 2016).

Por todo lo mencionado, este trabajo, tuvo como
objetivo analizar el potencial que ofrecen los siste-
mas de inmersiéon temporal y el uso de luces tipo
LED, sobre la propagacion de agaves mezcaleros.

Los Agaves: propagacién y amenazas

La propagacién de los agaves en campo puede darse
de tres vias diferentes, y dependera del tipo de espe-
cie (ver la Tabla 1) (CONABIO 2006).

1) Propagacion por semillas: Las semillas, son pro-
ducto de la fecundacién de los 6vulos, esto se da
cuando la planta produce un tallo floral y las flores
funcionan como hembra y macho a la vez; primero
funciona como macho y produce polen y después
de unos dias se comporta como hembra al recibir el
polen y de esta manera se da la fertilizacion de los
6vulos para luego generar nuevas plantas en donde
heredan los genes de la planta madre y los genes de
la planta de la que proviene el polen.

2) Propagacion por hijuelos: Los hijuelos brotan a
partir de las raices o tallos subterraneos de la planta
madre, estos hijuelos emergen antes de que la planta
madre florezca, es decir las plantas producen hijue-
los a lo largo de su vida antes de llegar a la floracién,
esta es una de las maneras mas eficientes de propa-
gaciéon de manera natural.

Tabla 1. Especies mezcaleras y su propagacion.

Especie

Propagacion

Tipo de mezcal

Agave angustifolia

Hijuelos y bulbilos

Bacanora

A. potatorum Semillas Mezcal
A. salmiana Semillas e hijuelos Pulque
. maximiliana Semillas Raicilla

Semillas e hijuelos

Pulque y mezcal

A
A. durangensis
A

. inaequidensis

Semillas

Aguamiel, pulque y
raicilla

A. curpreata

Semillas

Mezcal

A. americana

Semillas e hijuelos

Mezcal

A. americana var. Semillas e hijuelos Pulque

Oaxacensis

A. karwinski Semnillas, hijuelos y Mezcal
bulbilos

A. tequilana Hijuelos Tequila

Fuente: Informacién obtenida de CONABIO 2006.

Temas de Ciencia y Tecnologia | Mayo - Agosto 2020 ISSN 2007-0977

Ensayos




3) Propagacién por bulbilos: Los bulbilos (comun-
mente conocidos como quiote), se desarrollan en las
yemas que dejan las flores que se secan sin haber
generado frutos.

La propagacién natural presenta dos dificultades, 1)
baja reproducibilidad por bulbilos o hijuelos y 2) el
porcentaje en la germinacion de semillas es muy baja
(Dominguez-Rosales et al., 2008e; Arzate-Fernandez
et al., 2016).

Por otra parte, las actividades antropogénicas son la
principal amenaza que se presenta en la propagacion de
estas especies, sobre todo cuando los productores cor-
tan las plantas antes de llegar a su floracién para aprove-
char el azicar de la pifia y las hojas, provocando de esta
manera que no se generen semillas, bulbilos o hijuelos.

Las especies mezcaleras mas utilizadas son A.
angustifolia (Espadin) y A. potatorum (Tobala), la pri-
mera se debe a que es la especie con el mayor volu-
men de produccién y el segundo es porque genera
un mezcal de alta demanda. Para ambas especies su
manera de reproduccion natural esta limitada, es por
ello que a pesar del potencial que presentan los aga-
ves, los productores estan conscientes de que se en-
frentan a un gran problema, ya que no hay suficiente

material vegetal para procesar (Aureoles-Rodriguez
et al., 2008).

La biotecnologia en la propagacion de agaves mezcaleros
La alta demanda de los productos obtenidos de los
agaves pone en peligro de extincion a las poblacio-
nes silvestres (Lopez et al., 2018). Se debe considerar
que la propagacién convencional no es una alternati-
va eficiente para el escalamiento de plantas, y por lo
consiguiente, no satisfacen la alta demanda que exis-
te. En este sentido, la micropropagacién in vitro es
una herramienta de la biotecnologia que ha tomado
el papel mas importante para propagar masivamente
especies de plantas (Puente-Garza et al., 2015).

La micropropagacién esta basada en la propagacion
asexual de plantas, en la que se toman segmentos de
una planta madre (hoja, tallo, semillas, raices apices,
meristemos, etc.) para luego seguir dos vias de propaga-
cién, embriogénesis u organogénesis (directa e indirec-
ta) y el resultado de esto es la regeneracién de nuevos
brotes, que dan paso a la obtencién de plantas genética-
mente idénticas (Espinosa-Leal et al., 2018). En agaves
mezcaleros se han reportado algunos casos de éxito uti-
lizando técnicas de cultivo in vitro (ver la Tabla 2).

Tabla 2. Resultados més destacados y tiempo de obtencién de brotes en estudios de cultivo in vitro en agaves mezcaleros

Especie Me.todo Tlempo. fie Resultados mas destacados Autor y ano
aplicado obtencion
Propagaciéon in vitro del | Organogéne- | 6 meses Las secciones de tallo formaron hasta 72 brotes, la concentracion 3.0 mg-litro™' | Aureoles-
'Maguey bruto' (Agave inae- | sis directa de BA increment6 la altura de brotes y la formacién de nuevas hojas. Los regu- | Rodriguez et
quidens Koch), una especie ladores BA, Kin y 2ip en las concentraciones de 3 y 10 mg-litro™' generaron una | al., (2008).
amenazada de interés eco- mayor altura de la planta, mayor nimero de hojas y brotes nuevos ademés hubo
némico. presencia de estructuras globulares y raices.
Efecto de citocininas en la | Organogéne- | 5meses Sus resultados indicaron que en A. cupreata y A. karwinskii se obtuvieron 10.5y | Dominguez
propagacion in vitro de aga- | sis directa 6.1 brotes por explante con 1.5y 1 mg L ' de BA. En A. difformis y A. obscura las | Rosales et
ves mexicanos. mejores respuestas se obtuvieron con 0.2 mg L' TDZ dando 8.5y 11 brotes por | al., (2008¢).
explante. En A. potatorum se produjeron 6.9 brotes por explante con 3 mgL Kin.
Capacidad embriogénica Organogéne- | 6 meses Obtuvieron la formacién de callos embriogénicos en aquellos que fueron indu- | Arzate-
de callos inducidos en ejes sis indirecta cidos en el medio MS-25 adicionado con 3.0 mg L' de 2,4-D y 1.0 mg L' de BA, | Fernandezy
embrionarios cigéticos de en condiciones de oscuridad. Se logré la germinacién de todos los embriones | Mejia-Fran-
Agave angustifolia Haw. somaticos en el medio MS-50 sin reguladores de crecimiento vegetal, y se dio la | co., (2011).
regeneracion plantas completas de A. angustifolia.
Micropropagation de Agave Organogéne- | 6 meses Obtuvieron 18.5 brotes por explante provenientes de tallos en la concentraciéon | Ying Chen et
americana. sis directa de 13.32 um de BA. Obtuvieron la formacion de brotes advénticos a partir de | al., (2014).
segmentos foliares en la combinacién de hormonas de 2.68 uM ANA mas 13.32
M BA. También se dio la frecuencia de enraizamiento mas alta en las concentra-
ciones de hormonas: 4.92 uM de AIBy 1.48 uM mas 1.61 uM de ANA.
Regeneration of Agave Organogéne- | 7.5 meses Se dio el 100% de germinacién de las semillas sintéticas y sobrevivencia de las | Arzate- Fer-
(Agave angustifolia Haw.) sis indirecta plantulas en ambos casos, estas semillas procedieron de los embriones somati- | nandez et
from encapsulated somatic cos encapsulados con 3% de la matriz de alginato de sodio disuelta en el medio | al., (2016).
embryos. MS a 100% y suplementado con 4.4 umol de BAP, con 15 0 30 minutos en cloruro
de calcio.
Organogénesis in vitro en Organogéne- | 3 meses Se obtuvieron 586 explantes de tejidos de tallo a partir de 20 plantas de A. angus- | Aguilar et al.,
tejidos de tallo de Agave sis directa tifolia, en el que 202 plantas estaban asépticos, viables, con pigmentacion verde | (2018 a).
marmorata y Agave angus- e inicios de respuesta de organogénesis y para A. marmorata se obtuvieron 228
tifolia. explantes de tejido de tallo a partir de 15 plantas, de los 228, 65 resultaron asép-
ticos, viables con pigmentacion verde e inicios de respuesta de organogénesis.
Obtencién de brotes in vitro Organogéne- | --------------- En sus resultados demuestran que los mejores tratamientos para la generacion Aguilar et al.,
en Agave potatorum Zucc. sis directa de brotes fueron BA 10 mg L' y AIA con 0.3 mg L' con 14.5 + 2 brotes por (2018 a).
explante.
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Innovaciones en la micropropagaciéon de agaves
mezcaleros

Con el paso del tiempo, la ciencia ha trascendido
en diversas areas, siempre en la busqueda de alter-
nativas que hagan mas eficientes los procesos de
produccién. En este sentido los laboratorios de mi-
cropropagacion incrementan la multiplicaciéon de
plantas a escalas comerciales y disminuyen costos
de produccioén con el uso de los SIT y luces tipo LED.

Sistemas de Inmersién Temporal (SIT) en agaves

Los SIT son sistemas semiautomatizados que utilizan
medios de cultivos liquidos que permiten la inmersién
de las plantas en ciclos alternos y de esta manera apro-
vechan mejor los nutrientes disponibles en el medio
de cultivo, su principal ventaja es que es un sistema
desarrollado que simplifica el proceso de micropro-
pagacion, reduce los costos de producciéon y aumenta
el nimero de especies vegetales a escala comercial
(Pramita et al 2018; Kunakhonnuruk et al., 2019).

Se han reportado una serie de SIT, que se basan
en los disefnos originales tales como: RITA® (Reci-
piente para Inmersién Temporal) de Teisson y Alvard,
BIT® (Biorreactor de Inmersion Temporal) de Escalo-
na et al., (1999) y BIOMINT® de Robetrt et al., (2006),
y dentro de los modelos existentes basados en los
disenos originales se encuentran: MATIS®, SETIS®,
PLANTIMA® y ORBITABION®, (Orellano, Dellagio-
vanna, Imanishi, Mazzone y Faedo 2016); asi mismo
existen prototipos que atn no han sido registrados o
se encuentran en el proceso, como los Biorreactores
de Inmersién por gravedad (BIG), PLANTFORM, en-
tre otros (ver la Figura 1).

El uso de SIT se implementa cada vez mas en
diversos laboratorios de cultivo in vitro para la pro-
pagaciéon de agaves. Flores-Solares y Munoz-Palenius
(2017), establecieron explantes in vitro de Agave du-
rangensis; utilizaron MS (Murashigue y Skoog, 1962)
al 50%, suplementado con 3 mg/L de Acido Indol Bu-
tirico (IBA por sus siglas en inglés) y 10 mg/L de cine-
tina (KIN por sus siglas en inglés), el SIT utilizado fue
del tipo frascos gemelos modificados, las inmersio-
nes fueron 1 minuto cada 72 horas. Obtuvieron 3.33
brotes por explante en un tiempo de 4 semanas.

En otro estudio realizado por Liberato-Portillo y
Santacruz-Ruvalcaba (2006) evaluaron la factibilidad
de un SIT (Orbitabi6én®) para la micropropagacion
via embriogénesis somatica de Agave tequilana, uti-

lizando medio MS (Murashige y Skoog 1962) liquido,
suplementado con vitaminas de Phillips y Collins
1979 y hormonas de crecimiento: 2 mg L' de acido
2,4-diclorofenoxiacético(2.4D) y 0.3 mg L' de 6-ben-
cilaminopurina (BAP) con inmersiones de 1 minuto
cada 24 y 48 h y en continuo; reportan haber logrado
la maduracién del 80 % de los embrioides, sin embar-
go, reportan haber tenido problemas hiperhibricidad,
por lo que recomiendan establecer nuevos tiempos
de inmersion.

Gonzalez y Nunez en el (2015) utilizaron un SIT
del tipo frascos gemelos, en Agave durangensis utili-
zando un medio MS (Murashige y Skoog 1962), suple-
mentado con 0.3 mg/L de IBA y 3 mg/L de Kinetina,
con inmersiones de 1 minuto cada 24 horas, obte-
niendo 4.33 brotes por explante.

Morales y Nunez (2015) utilizaron un SIT de tipo
de frascos gemelos en Agave tequilana Weber va-
riedad azul utilizando un medio MS suplementado
con: 0.053 y 0.525 mg/L de IBA y 0.525 y 1.050 2iP
(2-isopentenil-adenina) respectivamente, con una
inmersion de 1 minuto por dia, en sus resultados ob-
tuvieron 1.67 brotes por explante en un periodo de 4
semanas.

La utilizacién de los SIT es ideal para la propa-
gacion a escala comercial de especies vegetales, no
obstante, su éxito radica principalmente en el tiempo
y la frecuencia de inmersion a los que son sometidos
los explantes (Orellano et al., 2016).

Figura 1. Sistemas de Inmersién Temporal (SIT).

A) de tipo frascos gemelos, B) Biorreactor de Inmersién por gra-
vedad (BIG); C) Recipiente de Inmersion Temporal Automatiza-
da (RITA); D) MATIS; E) SETIS; F) Modificacion del SIT de tipo
frascos gemelos; G) Plantfoam y H) Versién modificada del RITA.
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A pesar de los estudios antes descritos, es necesa-
rio realizar mas investigaciones con el fin de mejorar
los sistemas de produccion, establecer protocolos
funcionales para cada una de las especies requeri-
das, pero sobre todo trabajar en la trazabilidad de los
protocolos descritos para alcanzar una propagacion
de escala comercial y mejorar la calidad de plantulas
in vitro de agaves mezcaleros.

Luces tipo LED en la micropropagacion de plantas
La luz es un factor importante en el desarrollo de las
plantas, por lo que su presencia en un laboratorio de
micropropagacion es de suma importancia. Los LED
se han tomado como una nueva alternativa en los la-
boratorios de micropropagacion, sustituyendo a las
lamparas fluorescentes.

Algunos estudios indican que los LED presentan
grandes ventajas frente a la luz fluorescente, gene-
ran menos radiacién de calor, son de espectro mo-
nocromatico, de mayor durabilidad, bajo consumo
de energia y lo méas importante es que proporcionan
luz en diversas regiones espectrales, aumentando la
fotosintesis y el desarrollo de las plantas, (Martinez-
Estrada et al., 2016; Bello-Bello et al., 2017¢).

Al utilizar diferentes colores de LED se observan
efectos positivos sobre el desarrollo morfogenético
de las plantas in vitro, mayor desarrollo de embrio-
nes somaticos, incremento en el nimero de brotes,
promocién en el desarrollo de raices, estimulacién
en la sintesis de pigmentos fotosintéticos, y plantulas
de mayor calidad (Botero y Lopez (2015); Martinez-

Estrada (2016); Murillo-Talavera et al., (2016); Chen et
al., (2016); Ramirez-Mosqueda et al., 2017).

En un estudio realizado por Martinez-Estrada et
al., (2016) utilizaron diferentes espectros de luz visi-
ble con luces tipo LED, y reportaron un incremento
en la tasa de multiplicacién y en la calidad de los ex-
plantes (ver la Figura 2).

En un estudio que realizamos en el Laboratorio
del Colegio de Postgraduados campus Campeche en
el 2018, evaluamos el efecto de los LED en la micro-
propagacion de 3 especies de interés comercial (Aga-
ve tequilana, Saintpaulia ionantha y Spathiphyllum
wallisii variedad Sensacién). Los resultados obteni-
dos concuerdan con lo reportado por varios autores
acerca de los efectos positivos que los LED tienen
sobre el desarrollo de las plantas in vitro; solo el cam-
bio de iluminacién fluorescente con iluminaciéon LED
blanco mejor6 la tasa de multiplicacién y la calidad
de los explantes.

En A. Tequilana, el efecto de los LED mas relevan-
te fue la induccién de callos embriogénicos (ver la
Figura 3), utilizando la combinacién LED rojo + azul
(50% respectivamente); las plantulas inicialmente
presentaron clorosis y posteriormente presentaron
callos embriogénicos en la parte meristematica, que
a su vez dio paso a la formacién de algunos embrio-
nes somaticos. De esta manera concluimos que se
presenta una oportunidad de generar embriogénesis
somatica solamente con el uso de iluminacién LED,
proceso muy complejo de generar en los agaves.

Figura 2. Efecto de la [luminacién LED sobre la multiplicacién de Anthurium andreanum “Rosa” después de 60 dias de cultivo.
a) Lampara fluorescente, b) LED Blanco, ¢) LED Rojo, d) LED azul y ) LED rojo + azul en un 50% c/u. FUENTE: Tomado de Martinez-Estrada

etal., 2016.
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En los resultados anteriores podemos hacer énfasis,
que la iluminacién LED puede tener un papel impor-
tante en el desarrollo de nuevos protocolos de pro-
pagacion de agaves mezcaleros y sobre todo mejo-
rando los procesos sin utilizar hormonas vegetales
inductoras de embriogénesis somatica.

Conclusiones

La informacién sobre la multiplicacién in vitro de
agaves mezcaleros es limitada, esto evita que se
pueda incrementar la eficiencia de los procesos de
propagacion y poder proporcionar plantas suficientes
para la industria del mezcal, el desarrollo de protoco-
los de propagacion eficientes es requerido para evitar
la sobre explotacién de especies de interés econé-
mico. Se lograron identificar 2 tecnologias que estan
siendo aplicadas en la micropropagacién de agaves
(SIT y LED) en el que los SIT son los que han sido méas
aplicados para propagar agaves con resultados esta-
disticamente iguales a los sistemas convencionales.
De la misma manera, es importante realizar mas es-
tudios para propagar agaves mezcaleros empleando
SIT e iluminaciéon LED, tanto por separado como en
combinacién; la combinacién de estas innovaciones
puede ser la repuesta para poder escalar la micro-
propagacion de agaves mezcaleros, proporcionando
una mejor calidad y mayor eficiencia, sobre todo a
menores costos de produccién.
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