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RESUMEN I

Los agaves son uno de los grupos vegetales mds
representativos de México. Su importancia va
desde su valor ecolégico y econdmico, hasta
su aspecto cultural. Desafortunadamente, mu-
chas especies de este grupo han sido descuida-
das desde los puntos de vista del mejoramiento,
explotacion racional y conservacién. En este
sentido, la Biotecnologia Vegetal puede apor-
tar herramientas valiosas que permitan el mejor
aprovechamiento de estas plantas y aseguren al
mismo tiempo su conservacion. En este frabajo
se presentan los antecedentes que existen sobre
este tema en la literatura cientifica internacional,
asi como algunos de los avances alcanzados en
la Universidad Autébnoma de Aguascalientes con
el desarrollo de sistemas que permiten la propa-
gacién masiva in vitro de varias especies de Aga-
ve.

ABSTRACT I

Agaves are one of the most representative plant
groups in México. Itsimportance goes from ecolo-
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gical and economic value, to its cultural aspect.
Unfortunately, many species of this group have
been neglected from the points of view of impro-
vement, rational exploitation and conservation.
In this sense, Plant Biotechnology can conftribu-
te with valuable tools that allow the ratfional use
of these plants and at the same time helps to ifs
conservation. In this work, antecedents that exist
in this fopic in the international scientific literature
are presented, as well as some of the advances
reached at the Universidad Auténoma de Aguas-
calientes with the development of systems that
allow the massive in vifro propagation of several
Agave species.

INTRODUCCION I

El género Agave, que se ubica en la familia
Agavaceae, incluye varias especies de plantas
adaptadas a condiciones de aridez. Tienen una
forma caracteristica de roseta y poseen raices
muy ramificadas, cuticula gruesa, hojas suculen-
tas con estomas hundidos y metabolismo fotosin-
tético tipo CAM. Se reportan 197 especies inclui-
das dentro de los dos subgéneros reconocidos
(Littaea y Agaveae). De este total de especies,
136 las podemos enconfrar en México. Por lo an-
terior, nuestro pais es considerado como centro
de origen del género. Numerosas especies del
género Agave han sido utilizadas como alimen-
to por los pobladores de Mesoamérica desde
hace por lo menos 9,000 anos. Son muchos los
hallazgos arqueoldgicos que confiiman el po-
pel fundamental que estas plantas jugaron en el
desarrollo de los pueblos autdéctonos de la parte
central de México. Con la llegada de los con-
quistadores espanoles, el cultivo de los agaves
fue llevado a otras regiones de Norteamérica, e
incluso a otros continentes. Un ejemplo de esto es
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la especie Agave americana, llevada por los eu-
ropeos a las islas Azores, Canarias y gran parte de
la cuenca del Mediterrdneo, en donde se convir-
tid en una especie ornamental muy importante.
En este aspecto destacan también las especies
productoras de fibra como A. cantala y A. sisala-
na, que fueron la base de industrias coloniales de
gran importancia en Indonesia, Filipinas y Africa
del Este.

La estrecha relacidn establecida entre los
mexicanos y el Agave permanece hasta hoy. Es-
tas plantas satisfacen varias de las necesidades
de los pobladores de las zonas dridas y semidri-
das del pdais, e incluso llegan a ser el soporte de
importantes actividades econdmicas generado-
ras de riqueza como lo son la industria tequilera,
mezcalera y de fibras naturales. Actualmente, los
tallos (pinas), quiotes (inflorescencias inmaduras),
bases de las hojas y flores son aun parte de la
dieta en muchas regiones del pais, mientras que
las hojas se usan como forraje para el ganado. El
aguamiel, obtenido de la pina y de la base del
quiote de varias especies de Agave, ha sido un
complemento muy importante en la dieta de los
pobladores de las zonas dridas. Asimismo es la
base de una industria, ya que puede fermentarse
para obtener pulque, concentrarse para obtener
miel de maguey, asi como ser procesada para
obtener fructosa.

Como puede verse, los agaves son plantas de
crucial importancia para nuestro pais. A pesar de
lo anterior, se han hecho relativamente pocos es-
fuerzos por estudiarlos, mejorarlos y conservarlos.
La mayoria de los trabajos en este sentido se han
realizado con aquellas especies ya consideradas
como cultivadas, como las usadas para la pro-
duccion de tequila, mezcal, aguamiel, pulque,
fibras, etc. Otras especies, que no son cultivadas,
y que tienen hdbitats mds restringidos, han sido
descuidadas al grado de que muchas de ellas se
encuentran en riesgo de extincion. La NOM-059-
ECOL-2001 reconoce la existencia de 18 especies
dentro del género cuya supervivencia se ve se-
veramente amenazada en estos momentos. Esta
situacién se debe, principalmente, a la sobreex-
plotacién de poblaciones silvestres, el saqueo
ilegal de plantas jbvenes para ser usadas como
ornamentales y la destruccién de su hdbitat.

Por otro lado, el crecimiento muy lento de
estas plantas, asi como sus bajas tasas de repro-
duccién asexual y reproduccidén sexual limitada
por problemas de polinizaciéon y viabilidad de las

semillas, son factores que hacen a los agaves di-
ficiles de multiplicar masivamente por métodos
convencionales. Estos mismos factores limitan las
posibilidades de mejoramiento de las especies
cultivadas. Una alternativa prometedora para la
resolucidn de estos problemas es la aplicacién en
estas especies de las técnicas de propagaciéon y
mejoramiento derivadas de la Biotecnologia Ve-
getal. En estos momentos, la técnica mds usada
en este campo es la llamada micro propagacién
o in vitro, misma que consiste en la propagaciéon
asexual de plantas utilizando las técnicas de cul-
tivo de tejidos vegetales.

Las ventajas que ofrece la micropropagacion
con respecto alos métodos convencionales:

a) Se trata de un sistema de propagacion
clonal, es decir, que mantiene todas las
caracteristicas genotipicas del material ini-
cial seleccionado.

b) Debido a que se realiza todo el proceso en
un laboratorio bajo ambientes confrolados
se trata de un sistema totalmente indepen-
diente de las condiciones externas, por lo
gue no se ve afectado por las estaciones
del ano, sequias, heladas, altas temperatu-
ras u otros factores ambientales.

c) El nUmero de plantas que se puede obte-
ner mediante micropropagacioén es por su
naturaleza practicamente ilimitado.

d) El espacio que se requiere es minimo, vy el
tiempo en que puede redlizarse el proceso
es relativamente corto.

e) Las plantas que se obtienen estdn libres de
bacterias, hongos y nemdtodos fitopatd-
genos, y con técnicas mds especificas se
pueden liberar incluso de virus y viroides.
En el caso particular de los agaves, la pro-
pagacioén asexual por hijuelos tiene la des-
ventaja de que éstos llevan de inicio los
patdégenos que pudieran estar afectando
a la planta madre.

Ademds de la micropropagacién, la Biotec-
nologia aporta otras técnicas que pueden resul-
tar importantes para el estudio, mejoramiento y
conservacion de los Agaves. Enfre éstas, desta-
can los marcadores moleculares o de ADN vy la
transformacién genética. Los primeros son dife-
rencias entre las secuencias homdlogas de ADN
de dos organismos. Estas pueden ser el resultado
de tfranslocaciones, inversiones, inserciones, dele-
ciones o mutaciones puntuales. Los marcadores
moleculares pueden ser visualizados a fravés del
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uso de diversas técnicas como RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) y microsatélites.
Esta tecnologia tiene aplicaciones importantes,
por ejemplo, la generacién de huellas genéticas
en variedades cultivadas, seleccion de carac-
teres deseables ligados a ciertos marcadores en
programas de mejoramiento, andlisis filogenéti-
cos y el estudio de la variabilidad genética pre-
sente en poblaciones.

A pesar de todo lo anterior, son pocos los an-
tecedentes que se tienen acerca de la aplica-
cion de la Biotecnologia al género Agave. Este
articulo hace una revision de los antecedentes
que existen a nivel mundial en el tema, y resume
algunos de los frabajos realizados en este sentido
en la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

Antecedentes sobre la aplicacién de la
Biotecnologia en el Género Agave

La mayoria de los trabajos en esta drea se refie-
ren al cultivo y propagacién in vitro de algunas
especies del género. La regeneracion in vitro se
ha alcanzado a través de la obtencidn de brotes
a partir de meristemos auxilares localizados en el
segmento basal de las plantas, o bien a fravés
de organogénesis 0 embriogénesis somdtica in-
directa, es decir, a partir de tejido calloso gene-
rado también in vitro. En el Cuadro 1 se resumen
los trabajos mds destacados en el drea. En ge-
neral, todos los antecedentes confirman que la
Biotecnologia puede ser el método mds eficiente
para la propagacion de plantas de agave con
fines de produccién masiva o establecimiento de
plantaciones.

Especie de Medio de cultivo / Reguladores del .
Avance reportado . e Referencia
Agave crecimiento utilizados
Linsmaier y Skoog con 1 mg L' de
2,4-D y 5 1mg L' de cinetina para la
Regeneracioén de plantas a través de | generacién de tejido calloso. Mismo Groenewald y col.
Agave sp.

organogénesis indirecta.

medio con 0.2 mg L"de2,4-Dy1mgL"
de cinetina para la generacién de brotes
a partir del callo.

(1977)

A. fourcroydes

Regeneracion de plantas a través de
organogénesis indirecta.

SH adicionado con BA en un rango de
22a222uM

Robert y col. (1987)

Regeneracion de plantas a través de

MS con 1.4 uM de 2,4-D para
la generacion de tejido calloso.

Powers y Backhaus

A. arizonica ) o . L .
organogénesis indirecta. Diferenciacién de brotes en medio con (1989)
444 yM de BAy 0.5 0 5.4 uM de ANA.
A. cantala o i MS con 0.1 mg L' de 2,4-Dy 0.1 mg
Regeneracioén de plantas a través de o . .
A. fourcroydes X . L' de BA para la generacion de tejido Binh y col. (1990)
] organogeénesis indirecta. ~
A. sisalana calloso y brotacion.
. Regeneracioén de brotes a partir de
A. sisalana ) } MS o SH con BA (22.2 uM). Das (1992)
meristemos basales (rizomas).
L R - . MS con vitaminas L2 y 2,4-D (1,4 uM) i
A. victoria- Embriogénesis somatica directa en ., . Rodriguez-Garay y col.
. . para la generacion de embriones, MS o
reginae explantes de hoja. . (1996)
SH al 50% para su germinacion.
A. sisalana Regeneracién de brotes a partir de MS, SH, Gamborg y de White Nikam (1997)

meristemos basales y organogénesis
indirecta.

adicionados con diversas
concentraciones de BA, de cinetina, de
NAA, de IAA 'y de 2,4-D en combinacién
0 solos.

A. amaniensis

Cultivo de tejido calloso y produccién
de sapogeninas.

MS con Cinetina (23.2 uM) y 2,4-D (2.26
uM).

Andrijany y col. (1999)
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Especie de

Avance Reportado
Agave .

Medio de Cultivo / Reguladores del
crecimiento utilizados

Referencia

A. parrasana Regeneracion de brotes a partir de

meristemos basales y organogénesis

MS adicionado con BA (13.3, 26.6, 39.9
y 53.2 uM) y 2,4-D (0 y 0.04 uM).

Santacruz-Ruvalcaba y
col. (1999)

indirecta.
A. sisalana Regeneracion de plantas a través de | MS, MS + (NH,NO,: 1500 mg L") y MS Hazra y col. (2002)
organogénesis indirecta. + hidrolizado de caseina (1000 mg L"),
todos adicionados con 2,4-D (9.05 uM) y
cinetina (4.6 uM).
L Regeneracién por embriogénesis MS con fue con 2.26 uM de 2,4-D para i .
A. victoria- . . . » Martinez-Palacios y col.
reqinae somatica y generacion de brotes a la induccion de callo. MS con 2.2-4.4 uM (2003)
g partir de meristemos basales. de BA para la generacion de brotes.
MS con 2,4-D (0.5-1 mg L") mas BAP o
Regeneracion bor embrioaénesis cinetina (1-2 mg L") para la formacién
A. sisalana 9 P 9 de callo. MS con 1 mg L™ de cinetina Nikam y col. (2003)

somatica.

para la diferenciacién de embriones
somaticos.

Generacion de brotes de a través
A. angustifolia de organogénesis directa a partir de

segmentos de médula de tallo.

MS con 1 mg L' de BA.

Enriquez del Valle y col.
(2005)

Regeneracién de plantas a través de

Para la formacion de callo el
mejor tratamiento fue con ANA. La

Valenzuela-Sanchez y

A. tequilana organogénesis indirecta y generacioén | regeneracion a partir de mersitemos y de col. (2006)
de brotes a partir de meristemos. callo se logré con 1.1 uyM de 2,4-D y 44 '
uM de BA.
. Generacioén de brotes a partir de Silos-Espino y col.
A. salmiana ) MS con 2.0 mg I BA'y 0.25 mg I' AlA.
meristemos. (2007)
Se utilizaron MS mas combinaciones
B L . de 2,4-D/BA uM para la formacion de
) Regeneracion por embriogénesis L . )
A. tequilana somatica callo. MS mas distintas concentraciones Portillo y col. (2007)
' de BA, cinetina, 2iP y TDZ para la
diferenciacién de embriones somaticos
Se utilizé MS adicionado con 4.52 uM
Regeneracién por embriogénesis de 2,4-D para la formacién de callo. MS ) )
A. vera-cruz 9 P 9 P Tejavathi y col. (2007)

somatica.

adicionado con 5.37 yM de NAA mas
0.91 uM de zeatina.

Cuadro 1. Antecedentes sobre el cultivo y propagacidn in vitro de especies del género Agave.

Ofra aplicacion de la Biotecnologia reporta-
da para este género es el uso de los marcadores
moleculares para el conocimiento de la diversi-
dad genética y la caracterizacion de varieda-
des. En este sentido, Gil-Vega y col. (2001) repor-
taron los resultados de un andlisis de la diversidad
genética del Agave tequiliana var. azul usando
marcadores RAPD. Para esto, se colectaron 10
plantas de cuatro diferentes campos cultivados
con esta especie. Dos campos se localizaban en
cada una de las dos regiones mds importantes en

México para la produccién de esta especie (se-
paradas por 100 km). Sélo el 0.8% de los marca-
dores resultaron polimoérficos y 39 de las 40 plan-
tas incluidas en el estudio fueron completamente
isogénicas. Este es uno de los niveles mds bajos
de polimorfismo reportados para una planta cul-
tivada y es consecuencia de la propagacion ex-
clusivamente vegetativa por varias generaciones
de un solo material inicial. También se analizaron
las relaciones genéticas entre la variedad “azul”
y las variedades “chato” y “siguin”. Los resultados
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indicaron que la variedad “azul” estd mds rela-
cionada con la “siguin” y la “chato” es la mds
alejoda de ambas. Por su parte, Keb-LLanes y col.
(2002) propusieron un método rdpido y eficiente
para la extraccién de ADN a partir de tejidos del
agave. Ese protocolo permitié la extraccion simul-
tadnea de ADN de hasta 80-100 muestras diarias a
un bajo costo y con poco desperdicio de reacti-
vos. El ADN obtenido con este protocolo fue usa-
do con éxito para andlisis tipo AFLP. Trabajaron
con Agave deserti, A. angustifolia, A. americana,
A. sisalana y tres variedades de henequén (A.
fourcroydes).

En lo que respecta al mejoramiento de las
plantas, una de las posibilidades mds atractivas
que ofrece la Biotecnologia es la transformacidén
genética. En el caso del género Agave, los repor-
tes en este sentido son muy escasos. Flores-Benitez
y col. (2007) reportan la fransformacion genética
del Agave salmiana a través de dos técnicas dife-
rentes, cocultivo con Agrobacterium tumefaciens
y bombardeo con microparticulas cargadas con
ADN. Se usaron sélo genes reporteros y marcado-
res y la regeneraciéon de plantas fransgénicas se
hizo a través de embriogénesis somdtica. Por su
parte, Rodriguez-Herndndez y col. (2007) generao-
ron raices transformadas de esta misma especie
(A. salmiana) a través del cocultivo con Agro-
bacterium rhizogenes, y demostraron la capaci-
dad de estas raices para ser colonizadas por el
hongo micorricico Glomus intraradices.

Finalmente, ofra drea en la que se estdn ini-
ciando los estudios con las plantas del género
Agave, es la Biotecnologia de Alimentos. En este
campo, son de especial interés los estudios acer-
ca de los fructanos, carbohidratos no reductores
solubles en agua, compuestos de unidades de
fructosa, que usualmente contienen una molé-
cula de glucosa terminal. Su estructura puede ser
en forma lineal o ramificada y en menor grado ci-
clica. Son los principales productos fotosintéticos
generados por los agaves. Numerosos reportes in-
dican que los fructanos estimulan selectivamen-
te el crecimiento y actividad de Bifidobacteria
y Lactobacilli en el intestino, e inhiben el creci-
miento de bacterias patogénicas, definiéndo-
se entonces a este fipo de carbohidratos como
prebidticos. Ademds, su importancia radica tam-
bién en que son la principal fuente de carbohi-
dratos para la produccién de tequila. Debido a
esta importancia, se ha dilucidado la estructura
molecular de los fructanos producidos por Agave
tequiliana, encontrdndose una mezcla compleja

de fructooligosacdridos conteniendo principal-
mente enlaces de tipo B(2-1) y algunas ramifica-
ciones tipo B(2-6), concluyéndose también que
los fructanos de esta especie no son de tipo inuli-
na como se suponia anteriormente (Lépez y col.
2003).

Avances en la Biotecnologia aplicada al género
Agave en la Universidad Auténoma
de Aguascalientes

En el Centro de Ciencias Bdsicas de la Universidad
Autébnoma de Aguascalientes se han desarrolla-
do proyectos dirigidos al establecimiento de me-
todologias que permitan el cultivo y propagaciéon
in vitro de varias especies del género Agave. Se
han seleccionado especies importantes para la
produccién de mezcal y pulgue, como lo son A.
cupreata, A. karwinskii, A. palmeri, A. potatorum
y A. salmiana. También se seleccionaron algunas
especies silvestres, amenazadas y con alto valor
ornamental, como A. bracteosa, A. chiapensis,
A. difformis, A. nizandensis, A. obscura, A. ornitho-
broma, A. peacockii, A. titanota y A. victoria-regi-
nae. Se ha alcanzado la propagacién in vitro de
todas estas especies a tfravés de la producciéon
de brotes en meristemos basales (Fig. 1). Esto se
logra inoculando segmentos basales de plantu-
las germinadas in vitro en medios de cultivo que
contengan citocininas como la Benciladenina
(BA), 6-y,y-Dimetilalilaminopurina (2iP), Cinetina
(Cin), Tidiazurdn (TDZ) y Metatopolina (MT). La efi-
ciencia de estos sistemas va desde la produccidn
de 2.2 brotes por cada explante en A. palmeri,
hasta 30 brotes por explante en A. victoria-regi-
nae, esto en un ciclo de propagacion de 40-60
dias. Cada uno de los brotes formados puede en-
raizarse para generar una nueva planta, o bien,
puede ser usado para obtener mds explantes
para un nuevo ciclo de propagacion. Las tasas
de proliferacién obtenidas en la mayoria de las
especies indican que bajo sistemas de propaga-
cion masiva podrian obtenerse entre 10 000 vy 1
000 000 de brotes partiendo de un solo explante y
sometiéndolo a cinco ciclos de proliferacion in vi-
fro (menos de un ano en tiempo). Los valores ex-
tfremos son A. palmeri, que sélo daria 51.5 brotes
en estas condiciones, y A. victoria-reginae, con el
potencial de generar 24 300 000. El enraizamiento
de los brotes generados se logra en la mayoria
de los casos transfiriéndolos a un medio carente
de reguladores del crecimiento. En algunas espe-
cies sélo es necesario agregar al medio de culti-
VO auxinas o bien carbdn activado con el fin de
estimular la generacion de raices. La adaptaciéon
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Figura 1. a) Brotes de Agave victoria-reginae obtenidos en medio con 1 mg L' de 2ip; b) Brotes de A. peacockii generados en
medio con 1.0 mg/L de BA; ¢) Generacién de brotes en un explante basal de A. salmiana cultivado en medio con 0.1 mg L' de
TDZ. d) Brotes de A. cupreta desarrollados en medio adicionado con 2.0 mg L' de BA. e) Explante de A. difformis con brotes
obtenidos en medio con 2.0 mg/L de 2iP. f) Desarrollo de brotes en un explante basal de A. karwinskii cultivado en medio con
1.0 mg L' de BA. g) Brotes de A. obscura generados en medio con 1.0 mg L' de MT. h) Obtencién de brotes de explante basal
de A. potatorum sembrado en medio con 1.5 mg L' de CIN. (Barra = 10 mm).



INVESTIGACION

Y CIENCIA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES

NUmero 41, (53-62), Mayo-Agosto 2008

al suelo y al ambiente externo de las pldntulas
generadas in vitro ocurre sin problemas, siempre
y cuando la transferencia se haga después de un
proceso de adaptacion paulatina (Fig. 2).

Con los métodos antes descritos, se han gene-
rado plantas que muestran una apariencia y de-
sarrollo normales en suelo. Otfra via de regenera-

cién que se ha probado con algunas de las espe-
cies mencionadas, es la organogénesis indirecta
(Fig. 3). Esta consiste en una primera fase en la
gue se genera tejido calloso al inocular explantes
basales, o segmentos de hoja, en medios de culti-
vo con reguladores del crecimiento en dosis mds
altas que las requeridas para la propagacion a
partir de meristemos. Ademds, se requiere para

Figura 2. Enraizamiento y transferencia a suelo de plantas de Agave generadas in vitro. a) Brotes de A. potatorum enraizados in
vitro; b) Brotes de A. ornithobroma enraizados in vitro; c) Brotes de A. salmiana enraizados in vitro, (Barra = 10 mm); d) Plantula
de A. cupreata transferida a suelo; e) Plantula de A. potatorum transferida a suelo; f) Plantula de A. obscura transferida a suelo;
g) Plantula de A. difformis transferida a suelo; h) Plantula de A. karwinskii transferida a suelo.
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Figura 3. Organogénesis indirecta en Agave. a) Tejido calloso de A. chiapensis; b) Aparicién de brotes en tejido calloso de A.
chiapensis; c) Brotes en diferentes etapas de diferenciacién generados en un cultivo de tejido calloso de A. chiapensis; d) Detalle
de la generacién de brotes sobre tejido calloso de A. peacockii; €) Masas de brotes de A. victoria-reginae desarrollados a partir de
tejido calloso, y; f) A. ornithobroma, brotes generados a partir de cultivo de tejido calloso. (Barra = 10 mm).
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este caso una combinacién de una citocinina
con una auxina. En este medio se produce vy pro-
lifera primero tejido calloso, y es a parir de éste de
donde se generan brotes en un segundo paso.
Esto puede ocurrir espontdneamente en el mis-
mo medio, o bien, puede requerirse de la trans-
ferencia del tejido a un medio sin reguladores del
crecimiento. Los brotes generados a través de
organogénesis pueden ser también enraizados,
adaptados y transferidos a suelo. El nUmero de
brotes que se generan por esta via de regenerao-
cidn suele ser mucho mayor al obtenido a partir
de tejidos meristemdticos. Sin embargo, el pasar
por una etapa de tejido indiferenciado (callo)
hace mds probable el que se presenten varia-
ciones genéticas o epigenéticas en el material y
se obtengan plantas anormales o alteradas. Por
este motivo, este método no es recomendable
para la obtencidon de plantas que conserven las
caracteristicas genéticas originales de la especie,
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