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Resumen

Se realizé una investigacion en el Centro de Estudios Biotecnologicos de la
Universidad de Matanzas para la incorporacién de nuevas accesiones de
henequén (Agave fourcroydes Lem.) mediante la evaluacion y comparacion de
estas accesiones (Subinerme y C-97) con la variedad Sac ki empleando la
técnica de cultivo in vitro. Como material original se seleccionaron plantas de
henequén con una altura entre 40 y 50 cm y un promedio de 50 hojas,
procedentes de areas de plantacién de uso comercial ubicadas en la granja
Eladio Hernandez. Ademas fueron seleccionados hijos de rizomas procedentes
de plantas de las accesiones Subinerme y Clon 97 las cuales se cultivan en el
banco de germoplasma del Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana
Dimitrova de la Habana. Los explantes seleccionados fueron sembrados en
condiciones in vitro transitando por cada una de sus etapas en las cuales se
realizaron evaluaciones bioquimicas y fisiolégicas. Las valoraciones
bioguimicas fueron: contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b, total y
carotenoides), contenido de carbohidratos totales, azUcares reductores y
proteinas solubles totales. Los indicadores fisiol6gicos que solo se evaluaron
en la fase de establecimiento fueron: porcentaje de contaminacion vy
supervivencia, incremento de masa fresca y masa seca. En la fase de
establecimiento la variedad Sac ki tuvo un mayor porcentaje de contaminacion
con respecto a las accesiones. De forma general en esta fase las accesiones
presentaron mejor respuesta fisioldogica ademas de mejores resultados en
cuanto a indicadores como incremento de masa fresca, masa seca, contenido
de azucares reductores y carbohidratos totales. En la fase de multiplicacion la
aparicion de los brotes se presentd a partir de la cuarta semana posterior a la
siembra y las accesiones presentaron un mejor comportamiento en el aspecto
fisiolégico e indicadores bioquimicos. En la fase de enraizamiento las
accesiones y la variedad presentaron resultados similares en cuanto a los
indicadores evaluados aunque existi6 una contradiccion con el contenido de
carbohidratos totales en la variedad Sac ki. A lo largo del experimento se
destaco la accesion Subinerme por presentar una mejor respuesta fisiolégica

seguida de C-97 y la variedad Sac ki.



Abstract

A research has been carried out in the Biotechnological Studies’ Center of the
University of Matanzas aiming at the incorporation of new henequen
accessions (Agave fourcroydes Lem.) by means of the assessment and
comparison of the referred accessions (Subinerme and C-97) with the Sac ki
variety using the in vitro cultivation technique. As an original material some 40
and 50 cm high and 50 leaves-averaged henequen plants have been selected,
then withdrawn from a commercial use plantation area in the Eladio Hernandez
farm. Likewise it has been selected some young rhizomes that were taken from
Subinerme and Clon 97 accessions’ plants which are grown in the germplasm
bank of the Horticultural Research Institute Liliana Dimitrova of Havana. The
selected explants have been sowed in vitro following all due steps allowing for
biochemical and physiological evaluations. The biochemical appraisals were as
follows: photosynthetic pigments content (chlorophyll a, b, total, and
carotenoids), total carbohydrates content, reducing sugars and total soluble
proteins. The only physiological indicators evaluated during the establishing
phase were the following: contamination and survival percentage, fresh mass
and dry mass increase. During the establishing phase, the Sac ki variety had a
higher percentage of contamination with respect to accessions. All in all,
throughout this phase, accessions showed a better physiological response in
addition to better results as regards indicators such as increase of fresh mass
and dry mass; content of reducing sugars, and of total carbohydrates. In the
multiplication phase, the appearing of shoots took place in the fourth week past
the sowing, and accessions showed a better behavior in terms of their
physiological aspect, and of biochemical indicators. In course of the enrooting
phase, accessions and the variety presented similar results concerning the
evaluated indicators, though a contradiction emerged in the content of total
carbohydrates in the Sac ki variety. Throughout the experiment, Subinerme
accession proved to have a remarkably better physiological response followed
by C-97 and the Sac ki variety.



ABREVIATURAS.

(Entre paréntesis se indica la abreviatura utilizada generalmente en inglés)

MS

AlIA (IAA) Acido Indol Acético
ABA Acido Abscisico
ANA (NAA) Acido Naftalenacético
BA 6 BAP 6-Bencilaminopurina
2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético
GA3 Acido giberélico
IBA Acido Indolbutirico
KIN Kinetina o furfurilaminopurina
Sales minerales segun formulacién de Murashige y Skoog

1962.
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. Introduccion

El henequén Agave fourcroydes Lem. es una especie perenne de propagacion
vegetativa que al igual que otros representantes del género Agave, es un clon
pentaploide (n = 30) con reducida fertilidad, donde la escasa reproduccién
sexual que pudiera ocurrir se excluye por el corte de la inflorescencia, para

evitar el efecto negativo que esta causa sobre la calidad de la fibra.

El uso de los agaves es amplio, incluyendo la preservacion del paisaje y la
conservacion del suelo; pero su mayor importancia econémica, esta en la
utilizacion de las hojas y tallos como fuente de materia prima para la
produccion de fibras textiles (sisal), y el jugo en la elaboracion de bebidas
(tequila) (Garriga et al., 2010).

El henequén que es una fuente de fibras largas con diversos usos, ofrece en la
actualidad nuevas oportunidades, dada la ampliacion del mercado de la fibra
natural y las tendencias actuales encaminadas a la conservacion del medio
ambiente. Ademas resulta ser un cultivo altamente productivo en areas
ecolégicamente limitadas por la escasez de agua y la existencia de suelos de
baja fertilidad junto con sus potencialidades para la produccion de productos
naturales como esteroides y detergentes a partir de sus sapogeninas (Robert et
al., 1992) y principios activos para la industria farmacéutica y la industria
agropecuaria (Eastmond et al., 2000).

Las plantas de agaves son convencionalmente propagadas por los bulbillos
gue se originan de los meristemos axilares sobre la inflorescencia después de
la floracion, sin embargo, esto ocurre luego de un largo periodo de crecimiento
vegetativo, el cual puede ser por un periodo que puede variar entre 8 y 20
afos, dependiendo de la especie. La mayoria de las plantas no forman semillas
0 son de baja viabilidad, asi que la reproduccion por esta via no es
conveniente. Para el logro en un tiempo mas reducido de plantaciones
homogéneas de henequén y de alta calidad se presenta la micropropagacion
como alternativa a la propagacion convencional de las especies pertenecientes
al género Agave. En Cuba, el cultivo del henequén experimentd un descenso

de los rendimientos en los ultimos afios, pues muchas de las areas fueron



demolidas, quemadas y otras sufrieron el abandono y la invasion de vegetacion
indeseable (Abreu et al., 2007).

Existe un elevado grado de deterioro en las plantaciones de henequén en
Matanzas, ademéas de una disminucion gradual de los campos cultivados y de
posturas de calidad. Esto ha conllevado a una reduccién significativa en la
produccion de fibra. A esto se suma el empleo de una sola variedad de
henequén conocida como Sac ki lo que sugiere una vulnerabilidad del cultivo

por su reducida biodiversidad.

Con la perspectiva de hacer posible la incorporacion de nuevas accesiones de
henequén empleando la técnica de cultivo in vitro, se realizd esta investigacion
basada en la evaluacion y comparacion del comportamiento de las nuevas
accesiones (Subinerme y C-97) con la variedad Sac ki anteriormente

empleada.

La necesidad de comparar las accesiones entre ellas y con la variedad Sac ki
yace en el hecho de que existe la posibilidad de la obtencion de una respuesta
diferente para cada una de las variantes a través de mecanismos inducidos por
el medio empleado. En este sentido, Pefia et al. (2012) encontraron que Agave
fourcroydes y A. angustifolia presentan una expresion diferencial del gen
KNOX1 durante condiciones in vitro, el cual es epigenéticamente regulado por

marcadores.

Lo anterior sugiere que dos clones pueden tener respuestas diferentes a
condiciones in vitro iguales en cuanto a su ontogenia y ello puede determinar si

una crece mejor que otra.

Entonces la identidad epigenética especifica de cada una de las accesiones
evaluadas junto con el efecto de los reguladores del crecimiento sobre la
expresion genética de las mismas ponen de manifiesto la necesidad de

comparacion entre clones genéticamente similares.



Problema

El creciente peligro a la sostenibilidad de la produccién henequenera debido al
uso de solo una variedad de Henequén en Cuba conocida como Sac ki
(Henequén blanco) asi como la disminucién significativa de la calidad de las
plantaciones por el uso indiscriminado de todo tipo de material ante un
incremento en la necesidad de posturas, despierta la urgencia de
investigaciones encaminadas a evitar o eliminar una catastrofe ecoldgica y
econdmica en dicha industria. Una de las alternativas para poder superar los
problemas antes mencionados es la propagacion de nuevas accesiones con el

empleo de la técnica de cultivo in vitro.
Hipotesis
Si se logra establecer la propagacion in vitro de nuevas accesiones de

Henequén entonces permitird validar esta via de multiplicacion asexual y

contribuira al incremento de la Biodiversidad en Agave fourcroydes Lem.



Objetivos

Objetivo General

Evaluar el comportamiento de la propagacioén in vitro de nuevas accesiones de
Henequén que permita favorecer el incremento de la biodiversidad en esta

especie.
Objetivos Especificos

e Evaluar bioquimicamente las diferentes accesiones de henequén bajo
condicion in vitro y en sus diferentes etapas de crecimiento.

e Analizar indicadores fisiologicos en las diferentes accesiones en cada
una de las fases del cultivo in vitro.

e Validar la tecnologia de propagacion in vitro propuesta para el Henequén

en estas nuevas accesiones.
Novedad Cientifica

El estudio de la respuesta fisioldgica de nuevas accesiones de henequén en
condiciones in vitro con la perspectiva de introducirlas por primera vez a la
industria henequenera, permiti6 caracterizar y validar una técnica para la
micropropagacion masiva de las mismas y asi posibilitar en alguna medida el

incremento de la biodiversidad en dicha industria.



ll. Revision Bibliografica
2.1. Generalidades de las Agavaceas

El género Agave pertenece a la familia de las Agavaceas y comprende
numerosas especies originarias de las zonas desérticas de América (elicriso,
2013). De hecho, hay cerca de 200 especies, pero estan mayormente en el
centro y norte de México (Info Rural, 2013). México es el centro de origen de la
familia Agavacea, a la cual pertenecen ocho géneros, entre ellos el género
Agave. De las 273 especies descritas de esta familia que se distribuye en el
continente americano desde Dakota del Norte, EUA, hasta Bolivia y Paraguay,
en México se encuentra la mayor diversidad con 205 especies, de las cuales
151 son endémicas (Buenas tareas, 2011). Agave quiere decir, en griego,
distinguido, admirable o noble. El nombre cientifico de agave fue puesto por
Carlos Linneo en 1753, quien inventd el sistema para nombrar cientificamente
a las plantas. Es por eso que este nombre, agave, es patrimonio cientifico de la
humanidad (Info Rural, 2013). Los agaves son rosetas perennes que requieren
de muchos afios para crecer y florecer. Mientras van creciendo van
acumulando recursos por un periodo que puede variar entre 8 y 20 afios
dependiendo de la especie, después del cual desarrollan una inflorescencia
terminal o escapo. La mayor parte de las plantas son monocarpicas, es decir
gue florecen una sola vez en su vida y después de la floracion y la maduracién
de los frutos mueren (elicriso, 2013). Las plantas que florecen repetidamente

son rosetas policarpicas.

Desde la época prehispanica los agaves han sido usados por los seres
humanos y contindan siendo ampliamente utilizados como fuentes de alimento,
bebidas, materiales de construccién y medicinas naturales (Arizaga y Escurra,
2002). También se sabe que se utilizan para producir esteroides, productos
para cosmetologia, fibras como el henequén, combustible y jabon (Piven, et al.,
2002). Gentry (1982) afirma que el cultivo de diferentes especies de Agave
para la producciébn de pulgue se desarrolld6 con las civilizaciones
mesoamericanas. Un desarrollo mas reciente, especialmente en los ultimos dos
siglos, es la produccion de licor destilado como el mezcal y el tequila,

considerandolas un grupo de plantas de amplia utilizacion.



2.1.1. Distribucién Geografica

Los miembros del género Agave son nativos de Norteamérica, Centroamérica,
el Caribe y Sudamérica y se distribuyen en latitudes de 40° Ny 6° N (Arizaga y
Escurra, 2002). Dominan vastas areas, en particular ambientes xerofiticos
(Silva-Montellano y Eguiarte, 2003). El género cuenta con 166 especies de las
cuales 125 se encuentran en México (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995). Se
considera a la Altiplanicie Mexicana como su centro de distribucion,
reconociendo que las llanuras centrales y la subregion del Sur (Puebla y
Morelos) es donde se encuentra la mayor riqgueza de especies, la cual
disminuye considerablemente al sur del Istmo de Tehuantepec, asi como,

Sonora y Baja California (fig. 1).

P

Garcia y Galvan, 1995 N

Figura 1. Distribucion del género Agave



2.1.2. Clasificacion Taxon6émica

Taxonomicamente el género Agave que incluye aproximadamente 166
especies se ubica en la familia Agavacea. En el Continente Americano se han
reportado aproximadamente 310 especies sin embargo no existe un acuerdo

en cuanto al nimero de estas (Good-Avila et al., 2006).

El género fue dividido por Gentry (1982) en dos de acuerdo a la forma de su
inflorescencia. El subgénero Littaea estd compuesto por plantas que poseen
una inflorescencia de tipo espigada o racemosa, con flores sésiles distribuidas
a lo largo de un pedunculo comudn. Las plantas del subgénero Agave tienen
inflorescencias paniculadas, es decir, una inflorescencia ramificada con flores
que nacen en las ramas laterales o umbelas. El subgénero Agave esti

constituido por cerca de 102 especies y esta dividido en 12 grupos.

Reino: Plantae.

Subreino: Traquedfitas o plantas vasculares.

Divisién: Magnoliophyta (Angiospermae, plantas con flores)
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas)

Clase: Liliopsida (Monocotiledéneas)

Subclase: Liliidae (Lilidas)

Orden: Liliales. Ahora incluidas en los Asparagales.

Familia: Agavaceas (Agavaceae). Algunos autores la incluyen en las
Amarilidaceas (Amarilidaceae), tal como lo hizo Carl Linaeus en 1748.

Nombre cientifico: Agave fourcroydes Lemaire

2.2. Generalidades del henequén

El henequén (Agave fourcroydes Lem.) es una planta monocotiledénea, del
género de los agaves, perteneciente a la familia de las Agavaceas. Es
originario de Yucatan, donde fue llamado Ki. Fue domesticado en la época
prehispanica por los mayas, debido a la utilidad de sus fibras. Su origen se
atribuye a la especie A. angustifolia, que es considerada su ancestro. Las
diferencias entre estas dos especies se deben al aislamiento durante el periodo
de domesticaciéon. Ademas de la Peninsula de Yucatan, el henequén fue

introducido exitosamente en algunas zonas de Tamaulipas, Veracruz, y en



Cuba, regiones en las cuales se encuentra restringido su cultivo (Financiera
rural, 2011).

El henequén es conocido como una planta resistente, que no requiere gran
atencion cultural, por lo que su produccién no es costosa, ademas de poder ser
aprovechada integralmente, debido a sus multiples usos. El principal consumo
es industrial, en la fabricacién de cuerdas, sogas, sacos, hilos, etc. También se
utiliza para la elaboracion de artesanias como alfombras, tapices, tapetes y
hamacas. A partir de él se pueden elaborar bebidas alcohdlicas vy
recientemente se esta estudiando su posible uso para la fabricacién de etanol.
Asimismo, del henequén puede extraerse pasta de papel, abono, biogas, la
pulpa procedente del desfibrado puede servir como alimento de ganado,
pueden extraerse ceras para uso industrial y hecogenina, que es un producto
basico para diferentes farmacos de gran demanda mundial. El jugo de
henequén puede usarse también como biodetergente para el fregado y lavado,

y como emulsionante para combustibles (ASERCA, 2011).

Por la gran envergadura de explotacién industrial, el henequén se gané el
nombre de "Oro verde”” en la peninsula del Yucatan antes de trasladarse al
mundo empezando primero por la Florida, Cuba, Israel, algunos paises de
Africa, principalmente Tanzania y Kenia, y finalmente Brasil, donde se logré con
mucho éxito su adaptacion al suelo y clima de la region noreste de ese pais

sudamericano.

Gracias a su alta gama de productos en el mercado, se ha ido incrementando
la produccion a nivel mundial y se puede observar que Cuba ocupd el octavo

lugar con un 3% de la produccion mundial en los afios 2004-2005 (Tabla 1).



Tabla 1. Produccion de henequén y otras fibras provenientes de agaves

Produccion en toneladas de henequén y de otras fibras provenientes de agaves.
Cifras 2004-2005

Brasil

México

Kenia

Tanzania

Colombia

Madagascar

China

Cuba

Haiti

Nicaragua

Filipinas

Venezuela

Ecuador

El Salvador

Marruecos

Otros

Total

199 322,00

26 636,00

25 000,00

23 500,00

21 498,00

17 000,00

16 000,00

11 700,00

5500,00

4 350,00

4 000,00

3 239,00

4 963,00

2 500,00

2 200,00

5 000,00

372 408,00

54 %

7%

7%

6 %

6 %

5%

4%

3%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

100 %

Datos de FAOSTAT (FAO) Base de datos de la FAO

213 082,00

26 636,00

25 000,00

23 500,00

22 000,00

17 000,00

16 000,00

11 730,00

5500,00

4 350,00

4 000,00

3 500,00

3 465,00

2 500,00

2 200,00

5 000,00

385 463,00

55 %

7%

6 %

6 %

6 %

4%

4%

3%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

1%

100 %
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http://es.wikipedia.org/wiki/Venezuela
http://es.wikipedia.org/wiki/Ecuador
http://es.wikipedia.org/wiki/El_Salvador
http://es.wikipedia.org/wiki/Marruecos

La posicion de Cuba en la produccion mundial refleja los numerosos problemas
a los que se enfrenta la industria henequenera junto con la creciente necesidad
de aprovechar el vasto espectro de productos y subproductos que de ella
proviene, se ha emprendido esta investigacion en busqueda de la resolucion de
algunos de los problemas que impiden la ocupacion de un lugar mas alto en la

tabla anterior.

2.2.1. Descripcién Botanica

Raices: El henequén como planta monocotileddénea concuerda con otras de
esta clase al poseer un sistema radicular fibroso desparramado, formando
penachos sin raiz principal que se encuentra entre los 30-40 cm de

profundidad.

Rizomas: Los rizomas son tallos subterraneos, carnosos y blancos que brotan
de la base de la planta, variando en grosor y longitud, poseen numerosas hojas
escamosas pequefias que protegen los brotes que posteriormente producirdn
retofios. El brote terminal del rizoma da lugar aproximadamente después de un
afio a un retofio el que forma raices adventicias, pudiendo asi independizarse

de la planta madre.

Tallo: El tronco o tallo del henequén alcanza una altura de 1,30 m, su didmetro
es de 20 cm en el momento en que la planta esta lista para su explotacion (4-5
afios de edad), periodo a partir del cual el diametro no aumenta mas,
ocurriendo solamente el crecimiento en su parte inferior. El tallo constituye el
eje de la planta donde se insertan las hojas y es un 6rgano donde hay una gran

acumulacion de sustancias de reserva.

Hojas: Las hojas del henequén tienen una forma de roseta, generalmente
fuertes, carnosas y perennes, con los bordes dentados y el apice terminado en
una aguda espina. Ademas son seésiles, largas y carnosas, un poco estrechas
cerca de la insercién y acanaladas; forman con el tallo un angulo cada vez mas

cubierto a medida que son mas inferiores.

Inflorescencia: Es en racimo, cuyas flores se agrupan sobre un escapo que

sale del centro de la planta; el perianto es simple y sepaloide, formado por seis
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lacinias arregladas regularmente en dos verticilos trimeros, alternando con seis
estambres opuestos a las lacinias del perianto e insertadas en su base, con
anteras biloculadas, terminado en un estigma simple; ovario infero de tres

I6culos, el fruto es una capsula polisperma de dehiscencia loculicida.

La floracion del henequén tiene lugar después de los 6 a 10 y hasta 20 a 25
afios, segun la especie y el pais donde se desarrolle. Lo mas comun es
observar que el henequén emite el escapo floral al final de su ciclo vegetativo,
esta etapa se observa cuando las hojas mas jovenes forman una roseta
apretada y estas son estrechas y afiladas y se van cortando a medida que
comienza a emerger en el centro de la planta dicho escapo floral, el tallo floral

puede alcanzar hasta 8 m.

La polinizacion ocurre cuando los estambres vierten su polen 2 o 3 dias antes
gue el estilo se alargue completamente y su estigma haya producido un
exudado pegajoso, para mas tarde volverse receptivo.
No obstante al hecho que su escapo floral puede ser reconocido mas
facilmente por lo polinizadores por la altura que alcanza, la produccion de frutos
es baja (entre 6 y 20%), sugiriendo limitacion en la fecundidad por

polinizadores (Buenas tareas, 2011).

Las plantas de este género presentan varias adaptaciones a su medio; tienen
la capacidad de acumular agua en las gruesas hojas suculentas lo que permite

gue estén especialmente adaptadas a la aridez.

2.3. Diversidad genética del Agave fourcroydes Lem.

La diversidad genética de este cultivo antes de la llegada de los colonizadores
no se conocia y no fue hasta entre 1814 y 1914, periodo en el que se produjo
una plantacion intensiva de henequén, del cual se encontraron referencias de
su diversidad y en los cuales se menciona el cultivo de la especie salvaje tanto
como de siete variedades de henequén: Yaax Ki, Sac ki, Chucum Ki, Bab Ki,
Kitan Ki, Xtuk Kiy Xix Ki (Colunga, 1996).

Una exploracion etnobotanica efectuada entre 1985 y 1987, en varias
localidades del estado mexicano de Yucatan (Colunga, 1996) indicé que la

diversidad del henequén habia decrecido dramaticamente desde los inicios de
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este siglo, donde sélo tres de las siete variedades descritas previamente se
encontraron (Colunga y May Pat, 1997), siendo la predominante de estas la
Sac Ki o henequén blanco, especie esta Ultima, extendida a todas las areas

henequeneras de Cuba.

El cultivo de Sac ki o henequén blanco ha sido el mas difundido en las
plantaciones, por la calidad de su fibra, en tanto que el Yaax ki es de menor
calidad y rendimiento, se encuentra en peligro de extincion, debido a que fue
dejado de cultivar, aunque es mas recomendable para la fabricacion de
bebidas destiladas, debido a que posee un aroma y sabor caracteristicos. Por
su parte el Kitam ki, tiene fibras mas suaves y bajo rendimiento, se considera
casi extinto y es preferido en el uso textil. La pérdida de las otras variedades de
henequén durante el siglo XIX e inicios del XX, se debe al establecimiento de
plantaciones extensivas de Sac Ki (henequén blanco) en Yucatan, debido a la

preferencia de la industria cordelera por esta variedad (Financiera rural, 2011).

La peninsula de Yucatan es su centro de origen y diversidad fuera de ella solo
se ha cultivado con éxito en algunas regiones de Tamaulipas y en Cuba a partir

de germoplasma yucateco.

En Cuba, el henequén que se cultiva se introdujo de México alrededor de 1850
(Carrion, 1988), existiendo reportes de que ademas del A. fourcroydes Lem. se
introdujeron entre otras especies A. letonae, A. decipiens y A. mayana
(Carrion, 1988), por lo tanto estas referencias sugieren que es posible
encontrar variabilidad dentro de las plantaciones de henequén, esto de ser
cierto permitira establecer con mayor éxito un programa de mejoramiento
genético basado en una seleccion continua y propagacion de individuos con

caracteristicas distintivas.

El proceso de fitomejoramiento por cruzamientos controlados es muy dificil de
efectuar en especies con un ciclo de vida largo y una ineficiente reproduccion
sexual (Colunga, 1998) como es el caso del henequén. Esta es una especie
que produce entre 15y 20 hijuelos durante su ciclo de vida (Pefa et al., 1997),
lo que permite disponer de suficiente material para mantener las poblaciones,
sin embargo, esto no es suficiente para establecer un programa de seleccion y

mejoramiento (Eastmond et al., 2000).

12



La variabilidad genética de los agaves ha sido poco estudiada (Colunga, 1996)
y la variacion preexistente dentro de las plantaciones es totalmente
desconocida, por lo que se carece de criterios de seleccion, aunque estudios
recientes evidencian la existencia de variabilidad en plantas propagadas por la

via tradicional (Gonzélez et al., 2003).

Por una parte, es importante generar lineas clonales genéticamente estables;
pero por la otra, la aparente reduccion de la diversidad genética del henequén
llevada al extremo por el favorecimiento de una sola variante a través de la

propagacion vegetativa debe ser analizada.

Por ello, el andlisis de la variacion genética dentro de las plantaciones
naturales y micropropagadas de henequén, es de gran relevancia para el
mejoramiento y manejo del cultivo (Infante et al., 2002).

2.4. Caracteristicas de las accesiones 97 y Subinerme

Pese a su importancia econdmica, los agaves nunca han sido mejorados
genéticamente debido, principalmente, a que se propagan asexualmente y
tienen un ciclo de vida muy largo (Robert et al., 1992). EI nimero de
instituciones que se han orientado al mejoramiento genético del henequén en
las dltimas décadas se encuentra muy bajo. No obstante a ello, instituciones
como la Estacion Experimental de M'Lingano en Tanzania ha desarrollado en
un espacio de 30 afios un programa de mejoramiento de agaves por medio de
cruzas inter-especificos donde se obtuvo el hibrido 11648 (Vinent y Fajardo,
2009). Este hibrido 11648 fue el objeto de diversos estudios en conjunto con
otros, tales como los clones 97 y Subinerme. Estos ultimos fueron obtenidos
tras diferentes estudios de mejoramiento genético en el IIHLD. Los estudios

llevados a cabo fueron:

- Desarrollo de accesiones de agaves a partir de plantas madres
obtenidas en campos de produccién de henequén en Cuba, con escasas
espinas en los margenes de las hojas.

- Desarrollo de accesiones de agaves a partir de la segregacion del

henequén (Agave fourcroydes Lem.).
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Las investigaciones realizadas entre los afios 1993 y 2006 permitieron llegar a

conclusiones que apuntaron a los clones 97 y Subinerme o 31-10 como

acciones de importante valor en la produccién henequenera.

Los estudios realizados sobre un nimero de 10 accesiones de las cuales los

clones 97 y 31-10, revelaron las siguientes caracteristicas:

La accesidon 31-10 se encuentra entre las primeras seis de mayores
rendimientos de fibra seca ademas de ser la de menor numero de
espinas en sus margenes que ademas se mantuvieron estables en sus
descendencias.

La accesion 97 resultd ser la de mayor longitud de hojas, g/planta de
fibra seca asi como resistencia tensil de la fibra. La accesion 31-10 tiene
valores cercanos a los alcanzados por 97 en cuanto a estos indicadores.
La accesioén 97 tiene el valor mas bajo de hojallitro de jugo (1,40) lo que
significa que se necesita 1,4 hojas para obtener 1L de jugo.

En el andlisis de componentes principales, la unica accesiéon que
alcanzé el mayor desarrollo vegetativo (ancho de hoja y altura de la

planta) fue la accesion 97.

Estos resultados demuestran el gran potencial productivo y por ende industrial

que pudieran tener estas accesiones al ser implementadas en la industria

henequenera ya que se caracterizan por su mayor crecimiento, la ausencia de

espinas, el mayor nimero de hojas, la mejor calidad de su fibra y la mayor

produccion de jugos.

2005/06/15

ACCESION 31-10

Figura 2. Fotos de accesiones Subinerme y 97 en condiciones de campo en el

[IHLD
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2.4.1. Perspectivas futuras

Las accesiones (Subinerme y Clon 97) que se emplean en la investigacién son
accesiones que presentan caracteristicas productivas favorables al incremento
tanto de la produccion como de la calidad de la fibra en la industria
henequenera por su peculiaridad en cuanto a crecimiento rapido en una y

ausencia de espina en la otra.

La necesidad de introduccion de tales accesiones junto con el henequén blanco
también conocido como Sac ki estd dada por la situacion actual anteriormente
discutida. Esta investigacion por lo tanto va encaminada hacia la necesidad
actual en la industria henequenera de introducir nuevas accesiones para el
incremento de la produccion. Pero esta necesidad se encuentra guiada por las
actuales posibilidades materiales y financieras que restringen la investigacion
dentro de un cierto marco en cuanto a la movilidad en los objetivos de la
misma,; esto lleva a la conclusién de que los resultados de esta investigacion
pueden servir de base a estudios posteriores que pueden resultar mas ideales
para la actual problemética y que pudieran proveer de una accesion con las
caracteristicas de todas las accesiones implementadas. En otras palabras, se
hace alusion a las modificaciones genéticas que posibilitarian la obtencion de
alguna accesion que conjugue la eliminacion de espinas, un crecimiento mas
rapido con mayor numero de hojas, una mayor resistencia a plagas y
enfermedades, una mejor calidad de la fibra y por dltimo una mejor

adaptabilidad al cultivo in vitro para su propagacion a gran escala.
2.5. Reproduccion del Género Agave.

Estas plantas pueden propagarse por dos mecanismos: La produccion de
semillas a través de la reproduccién sexual de las rosetas semélperas
(monocarpicas) y la multiplicacion vegetativa, o clonacion (Arizaga y Escurra,
1995).

Cuando comienza la floracion, los agaves desarrollan una gran inflorescencia
terminal o tallo que florece (conocido botanicamente como escapo y llamado
comunmente quiote o varejon), como resultado de un rapido alargamiento del

meristemo apical después de afios de crecimiento vegetativo de la roseta basal
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(Arizaga, et al., 2000). Una caracteristica interesante de la inflorescencia es la
presencia de bracteas a veces grandes que se van haciendo pequefias hacia el

extremo de la misma.
2.5.1. Caracteristicas de las diferentes vias de propagacion del henequén

La propagacion convencional de las plantas de agaves generalmente se realiza
por bulbillos originados de los meristemos axilares sobre la inflorescencia
después de la floracién, aunque esta ocurre después de un largo periodo de
crecimiento vegetativo, el cual puede variar entre 8 y 20 afios, dependiendo de
la especie, como el caso de A. sisalana de 8 a 9 afos hasta que la planta
adulta entre en estado reproductivo y comience a florecer y en el caso de A.
cocui entre 8 y 12 afos (Yépez, 2001). La mayoria de las plantas no forman
semillas o son de baja viabilidad, asi que la reproduccién por esta via no es
conveniente. Otra forma de reproduccién es por estolones. Cada estolon
termina en una planta joven. Bajo condiciones ambientales adecuadas cada
planta adulta puede originar pocos estolones en un afo, es decir, de 6 a 12
plantas anuales por individuo, siendo muy ineficiente este tipo de propagacion

por el escaso nimero de plantas regeneradas.

La micropropagacion como alternativa a la propagacion convencional de las
especies pertenecientes al género Agave, permite que en menor tiempo se
logren plantaciones de henequén homogéneas y de alta calidad en el pais
(Gonzélez et al., 2002). Las técnicas de “cultivo in vitro” se constituyen en una
practica valiosa, ya que es uno de los mejores métodos para la obtencion de un
alto numero de clones para el continuo establecimiento de plantaciones y seria
la complementacion ideal del sistema de multiplicacién natural por bulbillos o
hijos basales de los rizomas propagados en el campo permitiendo asi obtener
un mayor namero de plantas en un tiempo mas reducido, en un espacio mas
reducido, con una mayor homogeneidad genética, una mayor respuesta
productiva en el campo asi como mayor calidad a nivel de industria. No
obstante a estas ventajas, se necesita en esta técnica del cumplimiento de una
serie de requisitos entre los cuales se ubica la necesidad de un personal
calificado para el trabajo en condiciones de laboratorio, el alto respeto a la
asepsia a lo largo de todo el proceso asi como el respeto de todas las demas

normas que rigen la propagacion in vitro. De no ser respetados estos puntos,
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ocurriria un gran descenso de la eficiencia de esta técnica hasta puntos que se

haria obsoleta para cualquier especie.

2.5.2. Propagacion convencional

La propagacion convencional del henequén se ejecuta de diversas formas:
mediante la reproduccion sexual usando semillas y la asexual. Asexualmente el
henequén como otros agaves tiene dos mecanismos de propagacion: el
primero es mediante los rizomas que son brotes subterrdneos que crecen
desde el meristemo a la base del tallo, y el segundo por bulbillos que son

yemas aéreas encontradas en el escapo floral (Gonzalez et al., 2003).

Por las mismas caracteristicas morfo-fisiolégicas del henequén existe una
unanimidad casi total a nivel de autores ya que coinciden en la baja efectividad
de la propagacion por semillas. Por ejemplo, Otero (1999) no recomienda el
uso de la semilla ya que segun él, se necesita de mucho tiempo para el
desarrollo de nuevas plantas. Ailade sefialando que las semillas de los agaves
se usan raramente, debido a que las plantas no las producen, a menos que las
flores se polinicen artificialmente. De la misma forma Piven et al. (2001)
apoyaron la idea de no usar esta via de propagacién al plantear que unido a la
baja frecuencia de produccion de semillas se suma la obtencion en sus
experimentos de solo un 0,08% en proporcién de granos maduros de polen
esférico (forma adecuada) ademas de tener un 66,4% de esterilidad para los

granos de polen en su totalidad.
2.5.2.1. Propagacion por Rizomas

Los rizomas son tallos subterrdneos, carnosos y blancos que brotan de la base
de la planta, variando en grosor y longitud, poseen numerosas hojas
escamosas pequefias que protegen los brotes que posteriormente producen
retofios. El brote terminal del rizoma da lugar aproximadamente después de un
afio a un retofio el que forma raices adventicias, pudiendo asi independizarse

de la planta madre (Otero, 1999).
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2.5.2.2. Propagacion por Bulbillos

Los bulbillos surgen de pequefios brotes protegidos por bracteas. Cada bulbillo
es una plantula que posee de 6 a 8 hojas reducidas con un sistema radicular
rudimentario, un escapo floral puede producir hasta 150 bulbillos segun el

Instructivo Técnico del Cultivo (Otero, 1999).
2.5.2.3. Propagacion por Bulbillos del Escapo Floral

Lo mas comun es observar que el henequén emite el escapo floral al final de su
ciclo vegetativo, esta etapa se observa cuando las hojas mas jovenes forman
una roseta apretada y estas son estrechas y afiladas y se van cortando a
medida que comienza a emerger en el centro de la planta dicho escapo floral
(Otero, 1999).

Estas dos ultimas fuentes de posturas (2.5.2.2 y 2.5.2.3) fueron las empleadas
para iniciar el cultivo in vitro mediante la recoleccion de material procedente del

LGN

banco de germoplasma del Instituto de Investigaciones Horticolas ~ Liliana

Dimitrova .
2.5.3. Cultivo de tejidos in vitro.

El término genérico “cultivo de tejidos vegetales” involucra a diferentes técnicas
de cultivo de material vegetal diverso, incluyendo a los protoplastos (células
desprovistas de su pared celular), células, tejidos, 6rganos y plantas completas.
Mediante éstas y otras técnicas de cultivo, es posible obtener plantas libres de
microorganismos en un medio nutritivo aséptico (estéril) en condiciones
ambientales controladas. También se lo conoce como “cultivo in vitro de
plantas” por realizarse en recipientes de vidrio (hoy también de otros
materiales). Entonces el cultivo in vitro consiste en tomar una porcion de una
planta (a la que se denominara explante, como por ejemplo el apice, una hoja o
segmento de ella, segmento de tallo, meristemo, embridon, nudo, semilla o
antera) y colocarla en un medio nutritivo estéril (usualmente gelificado,

semisolido) donde se regeneraran una o muchas plantas.

Los métodos de cultivo de tejidos in vitro mas comunes consisten en la

fragmentacién de nudos, apices y yemas axilares, los cuales son manipulados
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en condiciones asépticas y transferidos al medio de cultivo, para
posteriormente inducir, mediante una concentracion adecuada de reguladores
del crecimiento, su proliferacion y posterior sub-cultivo de brotes in vitro. Estas
metodologias permiten la obtencidn de plantas genéticamente similares a una
velocidad de produccion considerablemente superior a cualquiera de los
métodos tradicionales. Estas técnicas en realidad son extensiones de los
métodos convencionales de propagacion clonal, pero llevadas a cabo a escala
miniatura, bajo condiciones aseépticas, razén por la cual a este tipo de
propagacion clonal, se le conoce como micropropagacion (Dodds y Roberts,
1985).

La propagacion de plantas in vitro es una técnica muy utilizada en cultivos de
importancia econémica. Permite cultivar células, tejidos, organos, semillas,
embriones y obtener individuos selectos en forma rapida. Los cultivos son
realizados por personal especializado en medios especificos (hormonas,
minerales, vitaminas, fuente de carbono, agente gelificante, agua) vy
condiciones ambientales controladas (temperatura, humedad y luz). Una vez
ajustados los protocolos para la especie o cultivo de interés, es posible

automatizar el proceso de modo de llevarlo a mayor escala de produccién.

La micropropagacion (propagacion clonal por cultivo in vitro) constituye uno de
los métodos biotecnoldgicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de la
agricultura, ya que se usa en la produccion masiva de especies horticolas,

aromaticas, medicinales, fruticolas, ornamentales y forestales.

En esta investigacion se realizaran ensayos que permitiran valorar la respuesta
de la propagacion de estas accesiones bajo condiciones in vitro con el fin de

valorar sus potencialidades en la obtencion de posturas de alta calidad.
2.5.3.1. Propagacion por Cultivo de Tejidos in vitro en Agave.

La propagacion in vitro de agavaceas ha sido la alternativa para el
aprovechamiento y conservacion, principalmente de aquellas especies de
importancia econdmica y en peligro de extincion (Dominguez et al., 2008).
Desde 1974, existe publicaciones de propagacion in vitro para ciertas especies
del género Agave tales como A. sisalana, A. fourcroydes, A. atrovirens, A.
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tequilana y otras; las cuales han sido estudiadas por su importancia econémica
en la produccién de bebidas alcohdlicas y fibra (Madrigal et al., 1990). La
bibliografia consultada muestra que el cultivo in vitro en especies del género
Agave se ha logrado a partir de cultivo de meristemos, organogénesis directa e

indirecta, 0 mediante embriogénesis somatica (Dominguez et al., 2008).

Se han desarrollado tecnologias para la propagacion in vitro de plantas de
Agave, sin embargo, son pocas las especies que se han estudiado,
orientandose principalmente al uso horticola e industrial. La finalidad de esta
estrategia es propagar masivamente clones de plantas seleccionadas en
campo, que permitan establecer homogeneidad en los cultivos, resaltando las
caracteristicas de interés comercial de las cuales podemos citar la calidad y
cantidad de fibra y el desarrollo acelerado de las plantas, entre otras

caracteristicas.

En trabajos reportados como se indica en la tabla 2, se han modificado los
medios de cultivo con el fin de propiciar una mejor propagacion en Agave,
como A. sisalana y A. fourcroydes donde se ha logrado la multiplicacion
vegetativa por cultivo de meristemos y a partir del cultivo de células aisladas
(Robert et al., 1987).

Tabla 2. Reporte de investigaciones en especies de género Agave

. Sistema de respuesta .
Especie . Referencia
morfogénica

Organogénesis Indirecta Groenewald et al.,

Agave sp.
J P (formacién de Callos) (2977)

Organogénesis Indirecta Madrigal-Lugo et al.,

A. fourcroydes Lem. .
(formacion de Callos) (1990)

Organogénesis Indirecta
A. fourcroydes Lem. (formacion de Callos) y Robert et al., (1987)

Organogénesis Directa

A. atrovirens Organogénesis Indirecta | Madrigal-Lugo et al.,
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(formacion de Callos) (1990)

Organogénesis Indirecta Power y Backhaus,
(formacion de Callos) (1989)

A. arizonica

' Organogénesis Indirecta
A. sisalana . Harza et al., (2002)
(formacion de Callos)

A. fourcroydes Lem Embriogénesis Somatica Piven et al., (2002)

A. sisalana Embriogénesis Somatica Nikam et al., (2003)

Groenewald et al. (1977) fueron los primeros en lograr la regeneracion de
plantulas in vitro de Agave de forma indirecta, utilizando como explantes
embriones de semillas, estos fueron sometidos en el medio Lismaier y Skoog
suplementado con 1 mg/l de 2,4-D y 5 mg/l de KIN para la formacion de callos.
La organogénesis fue obtenida después de 12 semanas en el medio con 0,2
mg/l de 2,4-D.

Powers y Backhaus (1989) regeneraron plantas de A. arizOnica, a partir de
callos derivados de segmentos basales de bulbillos. La induccion del callo, la
proliferacion de brotes y el enraizamiento fue en el medio MS suplementado
con diferentes concentraciones de vitaminas, NaH2PO4 y sacarosa, con 1,4
UM de 2,4-D, y para lograr la organogénesis utilizaron 44,4 uM de 6-BAP y 5,4
UM de ANA.

Nikman (1997) realiz6 estudios con A. sisalana a partir de explantes de tallo, de
bulbo y rizoma, empleando ANA (0,5 mg/l) mas BA (1,5 mg/l) desarrollando

callos y de estos regeneraron brotes en medio MS con KIN (0,5 mg/l).

Otro resultado exitoso, fue para el A. parrasana Berger, donde se pudieron
obtener brotes a partir de callos generados de hojas jovenes. Esto fue con el
usode BAa 6y 12 mg/l o con la mezclade BA (3,6,9y 12 mg/l) y 2,4-D a baja
concentracion (0,008 mg/l) (Santacruz et al., 1999).

Harza et al. (2002) utilizaron rizomas, hojas jovenes y maduras de A. sisalana

en tres medios diferentes: MS, MS modificado en la concentracion de nitrégeno
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y el medio MS con hidrolizado de caseina. En estos medios se utilizo el 2,4-D
en concentracion de 2 mg/l y KIN con 1 mg/l, dando como resultado una buena
formacion de callos y para la formacion de los brotes utilizaron 6-BAP en 4 mg/I
y 6 mg/l.

También se logré desarrollar la organogénesis indirecta en el A. tequilana,
utilizando explantes de hojas y tejido meristemético, estos explantes fueron
extraidos de la parte central de la pifia del Agave. La mejor formacién de callos
se logré con la utilizacién de la auxina ANA en comparacion con el 2,4-D, la
diferenciacion de los brotes a partir de los callos fue obtenida con 0,25 mg/l y
10 mg/l de 6-BAP. Los brotes fueron enraizados en el medio MS libre de

fitorreguladores (Valenzuela et al., 2006).

Debido a las formas de crecimiento de las plantas del género Agave, las
estructuras que han sido utilizadas para fines de micropropagaciéon son hojas,
tallos, yemas laterales, rizomas o estolones; también existen algunos reportes

del uso de estructuras reproductivas (semillas).

La mayoria de las respuestas se han reportado orientadas a la formacion de
brotes via organogénesis directa e indirecta, y s6lo se encontraron segun la
tabla, dos reportes hasta la fecha con respuesta de embriogénesis somatica y
en uno de ellos no hubo evidencias claras del proceso. El uso de reguladores
del crecimiento, auxinas y citoquininas, ha sido necesario en la promocion de
repuestas morfogéneticas y el medio de cultivo con mayor aplicacion en

micropropagacion de agaves es el medio MS.

Posterior a estos estudios se han logrado numerosos avances en un gran
namero de especies del género mediante la induccidbn de organogénesis

(directa y/o indirecta) o a través de la induccién de la embriogénesis somética.

Romero (2009) logré la induccion de callogénesis asi como la formacion de
brotes en el Maguey pulquero (A. atrovirens Karw. ex. Salm-Dyck) a partir del
uso de semillas y base de hojas jévenes como explantes y de la combinacion
de diferentes reguladores del crecimiento como BPA, 2,4-D, KIN y ANA. Los
mejores resultados en la callogénesis (100%) se lograron mediante el uso de

combinaciones de BAP - 2,4-D y KIN - 2,4-D en condiciones de oscuridad. Para
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la induccion de brotes Romero, empleo diferentes combinaciones de BAP, 2,4-
D y BAP, ANA y KIN vy sin reguladores del crecimiento (40% de brotes) en

condiciones de luz.

Por otra parte Anaya et al. (2010), pudieron inducir la organogénesis indirecta
en A. parviflora a partir de tejidos de callos de plantulas germinadas en medio
de cultivo. En este estudio llegaron a la conclusion que para esta especie, los
segmentos de tallo resultan ser mejores explantes que los de hojas y éstos que
los de raiz. Ademas sefialan el importante papel de la interaccion entre 2,4-D y
BAP y la necesidad de no emplear grandes concentraciones del primero ya que

reduce la capacidad de induccion de brotes en callos.

Yépez et al. (2001) también obtuvieron buenos resultados en propagacion
masiva de A. cocui mediante organogénesis indirecta empleando como
explantes segmentos de hojas extraidos de vitroplantas los cuales fueron
sembrados en medios MS con diferentes concentraciones de BAP, ANA y 2,4-
D. Estos concluyeron que para esta especie el uso de segmentos de hojas
ademas de altas concentraciones de BAP sin auxina permite una exitosa

induccion de organogénesis indirecta.

En el caso de Cabuya Azul (A. americana L.) y Cabuya Blanca (Furcrea andina
Trel.), Figueroa (2011) logr6 obtener un protocolo de micropropagacion masiva
a partir de 4pices caulinares procedentes de rizomas y de plantas en
crecimiento y empleando diversas concentraciones y combinaciones de BAP y
ANA. Segun los resultados finales obtenidos el protocolo de micropropagacion

resulté viable para Agave americana L. pero no para Furcrea andina Trel.

A nivel mundial existen numerosos estudios realizados para la
micropropagacion in vitro del henequén (A. fourcroydes Lem.) que es una
especie de gran valor econémico y ecolégico por sus diversos usos. En este
marco Garriga et al. (2010) lograron la formaciéon de brotes axilares con una
reduccion de la concentracion de reguladores del crecimiento empleando como

explante apices con 35 dias de establecidos in vitro.

También con la misma especie Gonzalez et al. (2002) lograron mediante

embriogénesis somatica la obtencion de callos con estructuras embriogénicas.
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Para este estudio se evaluaron diferentes tipos de explantes (hojas, base de
hojas de vitroplantas y rudimentos seminales provenientes de ovarios de 2-4
cm de longitud) de los cuales el 4pice resultod ser el mejor para la induccion de

callos con estructuras embriogénicas.

Debido a que el método convencional de propagaciébn no garantiza con
celeridad un volumen elevado de este nuevo material en vista de su evaluacion
en condiciones de produccion comercial, se ejecuta en este trabajo la
propagacion in vitro de dos nuevas accesiones de henequén como via

alternativa de obtencion de posturas.
2.5.3.2 Factores que determinan el éxito del cultivo in vitro.

Existen diferentes factores que determinan el éxito en los sistemas de
micropropagacion, entre ellos esta el estado fisioldgico de la planta que dona el
explante, influyendo significativamente en su capacidad morfogénica, por
ejemplo los requerimientos nutricionales y hormonales difieren cuando los
tejidos cultivados provienen de plantas de diferentes edades fisiologicas (Styer
y Chin, 1983). Mientras mas joven y menos diferenciado esté el tejido que se
va a sembrar, mejor sera la repuesta in vitro. Los factores fisicos juegan un
papel determinante; la luz y la temperatura. El papel de la luz en la
diferenciacion involucra varios componentes como son la intensidad, el
fotoperiodo y la calidad, aunque se reconoce la importancia morfo-genética de
estos componentes, los estudios realizados con el fin de analizarlos son
escasos (Herman, 2000). Los componentes fisico-quimicos del cultivo de
tejidos son también importantes a considerar para el adecuado desarrollo de
los cultivos, entre los de mayor importancia estan las sales minerales, la
sacarosa como fuente de carbono, las vitaminas, aminoacidos, reguladores del

crecimiento, pH y antioxidantes (Dodds y Roberts, 1982).

Las investigaciones en diversas especies han permitido la generacién de un
gran numero de medios nutritivos, el mas comunmente usado es la formulacion
desarrollada por Murashige y Skoog (MS) en 1962 (Tisserat, 1985).

La via de respuesta morfo-genética, directa e indirecta es un factor importante

a contemplar para la estabilidad o inestabilidad genética (Hussey, 1986). Los
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procesos indirectos implican una desdiferenciacion de los tejidos,
protagonizados por una mitosis acelerada que conlleva a una desorganizacion,
originando una masa de células (callo), inducida principalmente por la
presencia exdégena de reguladores del crecimiento adicionados en el medio.
Los cultivos de callo por largos periodos de tiempo, estan directamente
relacionados con la aparicion y presencia de elevados niveles de variacion
genética, ejemplo; cambios cromosdémicos en la estructura y el namero
cromosomico, en el contenido de DNA y cambios genéticos (Hussey, 1986).
Esta inestabilidad puede presentarse de igual forma en plantas generadas de
cultivos celulares en suspension y a partir de protoplastos. Sin embargo,
existen ejemplos de inestabilidad genética en plantas generadas de 24 apices
de tallos y meristemos, asi como de estabilidad genética en plantas generadas

a partir de callos y cultivos en suspension (Nehra et al., 1994).

Actualmente en Cuba, existe un proceso de recuperacion de la industria
henequenera, pues el henequén ha demostrado ser una fuente de recursos.
Ademas, la provincia de Matanzas cuenta con la mas importante fabrica de
sogas y cordeles del pais (Radio Rebelde, 2013) lo que representa un potencial
a aprovechar junto con las 100 hectdreas que se van a sembrar este afio. Es

por ello que resurge el desarrollo y fomento de nuevas plantaciones.

A la luz de todo lo antes descrito se reconoce la importancia que representa la
propagacion in vitro de nuevas accesiones de henequén, que al mismo tiempo
permite tanto la obtencion de un mayor nimero de plantas con mayor calidad y
en un tiempo mas corto, como la reduccién de los efectos negativos que trae
consigo la propagacion de una sola variedad justo como se presenta en la
situacion actual de Cuba.
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lll. Materiales y Métodos

El trabajo se desarroll6 en el Centro de Estudios Biotecnolégicos de la
Universidad de Matanzas (CEBIO). Esta investigacion se ejecutd durante 20
meses desde diciembre del 2012 hasta julio de 2014.

3.0.1 Seleccién del Material Vegetal

Como material original, se seleccionaron plantas de henequén con una altura
entre 40 y 50 cm y un promedio de 50 hojas. Estos materiales se encontraban
establecidos en areas de plantacion de uso comercial en la granja Eladio
Hernandez de la Conchita, los cuales se caracterizaron por mostrar un 6ptimo
estado fisioloégico y sanitario. Ademas fueron seleccionadas plantas de las
accesiones Subinerme y Clon 97 las cuales se cultivan en el banco de
germoplasma del Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana Dimitrova de la
Habana. Los hijos de rizomas procedentes de las plantas antes mencionadas
son el material con el cual se inici6 la investigacion. Los individuos
seleccionados presentaron una altura entre 15y 20 cm con un promedio de 15

hojas.

3.0.2 Preparacion del material vegetal

Las plantas seleccionadas fueron desprovistas de sus hojas mas externas y
posteriormente lavadas con detergente y dejadas bajo flujo de agua corriente
por 15 minutos. Para la desinfeccion se empled el esquema que a continuacion

se desarrolla:

Los fragmentos que contenian el apice meristemético se sumergieron en etanol
(70% v/v) durante 5 segundos que a continuaciéon se flamearon hasta extincion

del fuego.

Posterior a este proceso se pasaron por una solucion de hipoclorito de sodio
(NaClO, 5% v/v) durante 20 minutos, después de lo cual se lavaron tres veces
con agua destilada estéril por un periodo de 10 minutos cada uno. En esta fase
se eliminaron las partes dafiadas por el cloro con la ayuda de un cuchillo filoso
gue posteriormente fueron sumergidos en una solucion de hipoclorito de sodio

(2.5% v/v) durante 10 minutos. A continuacién, se realizaron tres lavados de
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igual forma que los primeros, con la diferencia de que estos se efectuaron bajo

condiciones de flujo laminar.

Una vez desinfectados los apices, de acuerdo a lo antes descrito se procedi6 a
la reduccion del mismo, mediante el uso de pinzas finas y bisturi, a fin de
eliminar todo lo visualmente dafiado por el cloro. El tamafio de los &pices

aislados oscilo entre 1,5y 2,0 cm de longitud.

Tras el aislamiento de los &pices, estos se mantuvieron en papel secante hasta
el momento de su introduccion en el medio de cultivo para asi reducir de forma
considerable la cantidad de agua y de la misma forma la posible incidencia de

agentes contaminantes.

La composicién nutricional basal que se empleé fue la recomendada por
Murashige y Skoog (1962), con las sales portadoras de Nitrégeno ligeramente
modificadas por Robert et al. (1992). A continuacion se procedio al ajuste del
pH del medio a 5,7 empleando HCI (0,1N) antes la esterilizacion. La sustancia
usada para solidificar el medio de cultivo fue el Agar técnico #3 (BioCen). La
esterilizacion del mismo se realizé en autoclave a una temperatura de 121 °C y
1,2 kg.cm de presion para un tiempo de esterilizacion que varié entre 15y 20

minutos en dependencia del volumen de medio en preparacion.

3.0.3 Estudios fisiol6gicos de crecimiento y supervivencia

Para la realizacion de este trabajo se evaluaron un grupo de variables
relacionadas con el crecimiento y la supervivencia para ponderar el
comportamiento de las nuevas accesiones con respecto a la variedad Sac ki

bajo condiciones de cultivo in vitro.

3.0.3.1. Evaluacién del porcentaje de contaminacién y supervivencia

Este indicador se obtiene a partir de la expresion en porciento del nimero de
explantes establecidos resultante de la resta entre el total inicial y los
establecidos in vitro tras eliminar los explantes afectados por la contaminacion.
Para esta evaluacion se trabajé con 4 repeticiones para cada accesion asi

como para la variedad Sac ki y un numero de 20 explantes por repeticion.
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%

, ., Cantidadg, X100
Contaminacion = —————-EC¢ 22—

Cantidadg;

Yosupervivencia = 100 — Y%contaminacion
Cantidad ec — Cantidad de explantes contaminados
Cantidad et — Cantidad de explantes totales

3.0.3.2 Medicién de la masa fresca, seca e incrementos

Para la determinacion de la masa fresca se procedié al pesaje de un niumero
de 5 plantas por accesion y de la variedad Sac ki. Al final de la fase de
establecimiento se efectu6 otro pesaje para obtener asi las posibles ganancias

en este indicador.

Para la determinacion de la masa seca, las plantas seleccionadas después del
pesaje fueron dispuestas en una estufa a una temperatura de 60°C por un
tiempo que oscilé entre 48 y 72 horas (hasta peso constante). Posteriormente
estas plantas fueron retiradas y pesadas de nuevo con el objetivo de

determinar la masa seca.
Mg = Mys — Mpg
Ms — Masa seca
Mas — Masa antes del secado
Mps — Masa después del secado

La determinacion del incremento en masa fresca se logr6 al pesar el material
vegetal antes de su introduccion a condiciones in vitro (fase de establecimiento)

y al salir de las mismas. Posteriormente se utilizé la siguiente formula:
Inc. MF = MF; — MF;

Inc. MF — Incremento en masa fresca

MF+— Masa fresca final

MFi— Masa fresca inicial

28



3.0.4 Estudios bioquimicos

Para la realizacion de los estudios bioquimicos excepto para la evaluacion del
contenido de clorofila se efectud la extraccion de 1 gr de masa foliar que se
macero en frio con el empleo de 2 ml de buffer de fosfato de potasio (0,5mM) a
un pH de 7,0. EI macerado se centrifugé a 10 000 rpm a 4°C durante 20
minutos. El sobrenadante se pas6 a tubos Eppendorf de 2 ml y se descarto el
precipitado. Las muestras se almacenaron en un congelador para su
conservacion. El numero de plantas seleccionadas para la extraccién fue de 5
para las variantes (Sac ki, Subinerme y C-97) en estudio con un total de 15

plantas en cada fase evaluada.

3.0.4.1 Determinacion del contenido de clorofila a, b, totales y carotenoides

Para esta evaluacion 5 plantas fueron seleccionadas para las variantes en
estudios y al final de cada una de las fases del cultivo in vitro. Posteriormente
a las plantas seleccionadas se pes6 50 mg de hojas que se maceraron en 5 mi
de etanol al 95 % (v/v). Luego del macerado fueron filtradas por medio de un
papel de filtro. Finalizado este procedimiento se efectu6 la lectura en un
espectrofotometro (Ultrospect 2000) a las siguientes longitudes de onda:
663nm, 645 nm y 440 nm.

Tras la lectura se procesaron los datos obtenidos en las siguientes férmulas
para la obtencién del contenido en clorofila a, b y carotenoides (Garcia y
Ortega, 2006).

Ca =127 X Agsz — 2.69 X Agys
Cb =229 X Agss — 4.68 X Aggs
Casp = 20.2 X Agas + 8.02 X Aggs
Cca = 4.695 X Ayyg — 0.268 X Copp

3.0.4.2. Determinacioén del contenido de Carbohidratos totales

La determinacion de este indicador se realiz0 en cada una de las fases del
cultivo in vitro, o sea, establecimiento, multiplicacion y enraizamiento mediante
el método del fenol sulfurico segin Mahadevan y Sridhar (1986) citado por

(Talukdar, 2012). El numero de plantas empleadas para la determinaciéon fue
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de 5 por cada variante. Durante la determinacion se procedié tomando 100 pl
de muestras a los que se le afiadieron 100 pl de agua y 200 pl de fenol al 5%
(p/v). Posteriormente se afiadié 1 ml de acido sulfarico al 80% (v/v).

La mezcla se dejé reposar por 10 minutos y luego se agité vigorosamente para

hacer la lectura a una longitud de onda de 490 nm.

El control en este caso estuvo compuesto por 200 pl de agua mas 200 ul de
fenol al que posteriormente se le aplico el mismo procedimiento que a las

demas soluciones de muestra evaluadas.

Los valores de las lecturas fueron procesados en las formulas obtenidas a
partir de las curva patron realizada anteriormente mediante el mismo método

del fenol sulfarico y empleando glucosa (10 mg/ml) como solucién estandar.
y = 0.3743x — 0.007

3.0.4.3 Determinacion del contenido de Azucares Reductores

Al igual que en el epigrafe 3.0.4.2, el contenido de azucares reductores se
determiné en las variantes y durante cada una de las etapas del cultivo in vitro
segun el método del acido 3,5-dinitrosalisilico o DNS (Sumner, 1921). Para las
muestras a evaluar se tomaron 50 pl de las mismas a las cuales se les afiadié
950 pl de agua y 0,5 ml del reactivo C. Estas se incubaron durante 10 minutos
a 100°C. Finalizado este tiempo, se le adicioné 1,2 ml de agua destilada y se

realizé la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 546 nm.

En esta evaluacion el control estuvo compuesto por 1000 pl de agua al que se
le afiadié 0,5 ml de reactivo C y se le aplicé el mismo procedimiento posterior a

la evaluacion.

A partir de los valores obtenidos y mediante el uso de la formula de la curva
patron de azlcares reductores obtenida usando glucosa (1mg/ml) como
solucion estandar, se posibilitdé la obtencién del contenido de este indicador en

cada una de las variantes evaluadas.

y = 0.1805x — 0.005
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3.0.4.4. Determinacién del contenido de Proteinas

El método empleado para la determinacion del contenido de proteinas fue
Bradford (1976) citado por (Bernard et al., 2012) el cual se ha aplicado en cada
una de las fases del cultivo in vitro asi como cada una de las variantes. Para
ello, se tomaron 100 ul de muestra a los que se le afiadieron 900 pl de Bradford

y posteriormente se hizo la lectura a una longitud de onda de 595 nm.

Para el blanco se tom6 100 ul de agua destilada con 900 ul de Bradford para

llevar la lectura a cero.

Posteriormente los valores de absorbancia obtenidos fueron procesados
mediante la férmula obtenida a partir de la curva patrén establecida empleando
BSA (1mg/ml) como solucion estandar. Tal procesamiento permitié obtener el

contenido de proteinas solubles en las variantes bajo evaluacion.
y = 0.0896x + 0.0003

3.1 Evaluacion del comportamiento de las accesiones Subinerme, C-97

y variedad Sac ki en la etapa de Establecimiento

Con el objetivo de determinar el comportamiento de las variantes a evaluar en
la etapa de establecimiento se ejecutd este ensayo. En un disefio monofactorial
se determinaron masa seca, incremento en masa fresca, contaminacion y
supervivencia apareciendo el nimero de plantas muestreadas en los epigrafes
3.0.3.2 y 3.0.3.1 respectivamente. El medio de establecimiento empleado fue el
propuesto en el epigrafe 3.0.2 en presencia de 1,0 mg L-1 IBAy 0,75 mg L-1
BAP.

Ademas de las determinaciones anteriores se evaluaron el contenido de
clorofila a, b, total y carotenos segun epigrafe 3.0.4.1; contenido de
carbohidratos totales, reductores segun epigrafes 3.0.4.2 y 3.0.4.3

respectivamente y el contenido de proteinas (3.0.4.4).

3.2 Evaluacion del comportamiento de las accesiones Subinerme, C-97

y variedad Sac ki en la etapa de Multiplicacion

La etapa de multiplicacién representa el centro de la propagacién in vitro por la

obtencion del alto nimero de plantas durante la misma. El logro de este
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objetivo unido a la obtencion de plantas de calidad se comprob6 con un ensayo
donde se evaluaron una serie de indicadores bioquimicos los cuales son
presentados en los siguientes epigrafes: contenido de clorofila a, b, total y
carotenos (epigrafe 3.0.4.1); contenido de carbohidratos totales, reductores

(epigrafe 3.0.4.2 y 3.0.4.3 respectivamente) y contenido de proteinas (3.0.4.4).

3.3 Evaluacion del comportamiento de las accesiones Subinerme, C-97

y variedad Sac ki en la etapa de Enraizamiento

La ultima fase del cultivo in vitro representa la etapa donde se complementa la
fortaleza y estructura de la planta, garantizando asi su bipolaridad y capacidad
de transferencia y adaptacion a un nuevo ambiente. Para la determinacion del
comportamiento de las plantas en esta fase se realizaron la misma serie de

evaluaciones bioquimicas que en la fase de multiplicacion.

34 Analisis Estadistico

El anadlisis estadistico se realiz6 para experimentos con un disefio
completamente aleatorio con diferentes repeticiones para cada tratamiento. Los
datos se procesaron segun paquete STATGRAPHICS Centurion XV version
15.2.06. En cada andlisis se comprob6 que la distribucién de la poblacién se
ajustaba a una distribucion normal aplicando la prueba de Bondad de Ajuste
Kolmogorov - Smirnov y la Homogeneidad de Varianza mediante las Pruebas
de Batrtlett.

Para los casos en que los datos cumplian con los requisitos exigidos se
aplicaron los modelos lineales (ANOVA de clasificacion simple), prueba de
multiples rango de Duncan para la discriminacién de las medias con un 5% de
significacion. Para los casos que no cumplian con una distribucién normal, se

efectud la prueba de Kruskal-Wallis.

35 Analisis Econdmico

Para la valoracion econdmica del proceso de propagacion in vitro se determind
el costo unitario de las vitroplantas tomando en cuenta los numerosos recursos

gue entran en dicho proceso.

Ademas, el analisis se realizé considerando el cuarto sub-cultivo y a partir de

100 explantes. A estos explantes se le aplico la tasa de multiplicacion (tabla 3)
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que determina la cantidad de brotes obtenidos por cada explante. Otros

indicadores econdémicos fueron calculados empleando las siguientes férmulas:

Ingresos (CUP) = #y,14ntas X PTecio yentq
GaStOSTotales = #plantas X COStOunitario
COStopor peso (CUP) = COStOtatal - IngreSOSTotales

Ganancias (CUP) = Ingresos totqies — Gastos

. Ganancias
Rentabilidad (%) = —— x 100
Costorotal
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V. Resultados y Discusion

Durante los ultimos afios el cultivo de tejidos ha emergido como una potente
herramienta para la propagacion de varias especies de Agave, de manera

directa o indirecta mediante organogénesis (Santacruz et al., 1999).

La multiplicacion exitosa de las accesiones de henequén (Subinerme y Clon
97) por la via organogénica directa se consolida como una via alternativa y
viable de gran aplicaciéon lo cual permite superar las desventajas que se

producen con la propagacion sexual por semillas (Piven et al., 2001).

4.0- Evaluaciéon del comportamiento de las accesiones Subinerme, C-97 y

variedad Sac ki en la etapa de Establecimiento

El objetivo de esta fase es el establecimiento de cultivos asépticos y viables
con los cuales comenzar el proceso de micropropagacion lo que favorece un
proceso repetible sin riesgo de alta variabilidad (Gonzalez et al., 2003) o

contaminacion (Alvarado, 1998).

4.0.1. Indicadores del crecimiento

4.0.1.1. Porcentaje de Contaminaciéon y Supervivencia:

En la figura 3 se observa que en la fase de establecimiento el menor porcentaje
de contaminacion fue obtenido en las accesiones Subinerme y C-97 con
valores respectivos de 11,28% y 18,75%. ElI mayor porcentaje de
contaminacion se obtuvo con el henequén blanco (Sac ki) con un 37,5%.

En cuanto al porcentaje de supervivencia, la accesion Subinerme presento el
valor mas alto (88,75 %) superando a las accesiones C-97 y Sac ki con valores
respectivos de 81,25 %y 62,5 %.
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Figura 3. Comportamiento del porcentaje de contaminacion y supervivencia en la
variedad Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme).

El procesamiento estadistico de los datos obtenidos en cuanto a contaminacion
permite observar que no existio diferencia significativa entre las accesiones
Subinerme y C-97. En contraparte, estas ultimas se diferenciaron de la

variedad Sac ki presentando un alto nivel de contaminacion.

Contaminacion de frascos

7,5(b)

3,75 (a)

2,25 (a)

Frascos contaminados

O B, N W »~» U O N 0

Accesiones

HSacki M Subinerme mC-97

Figura 4. Contaminacion de frascos en la variedad Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y
Clon Subinerme). Medias con letras distintas difieren estadisticamente (P<0.05) segun
la prueba de rangos multiples de Duncan.

Tales resultados representan un importante dato ya que mientras mas alto sea
el porcentaje de contaminacion, mas altas resultan las pérdidas por la



necesidad tanto de eliminar los explantes contaminados como por el reemplazo

de los mismos.

La contaminacion por microorganismos provoca cuantiosas pérdidas en la
propagacion masiva de plantas y hace ineficientes econémicamente muchos
procesos. Existen formas para controlar la contaminacion, pero es necesario
conocer los microorganismos y las fuentes que los introducen (Garcia y Noa,
1998).

Con la reduccion de la contaminacion por microorganismos no solo se logra el
exito de la fase de establecimiento sino la continuacion posterior del proceso de

multiplicacion.

El hecho de no tener la fuente donadora de explantes en invernadero o
condiciones mas controladas, no solo afecto la obtencién de los explantes sino
que impidio tratarlos con fungicidas y bactericidas, lo que repercutié en los
resultados en la variedad Sac ki (control) donde se produjo la mayor
contaminacion dado que los explantes vienen directamente de campos de
produccion a diferencia de las accesiones que se obtuvieron del banco de

germoplasma, donde se produce un mayor control del cultivo.

Estos resultados indican que la implementacion del cultivo de tejido en
henequén enfrenta grandes dificultades por la contaminaciéon que se produce y
mas aun en este cultivo que el material vegetal que se utiliza como fuente de
explante proviene del campo. Por otra parte se sefiala que este cultivo se
introdujo en Cuba desde 1850 (Carrion, 1988) y desde esa fecha siempre se ha
utilizado el mismo material para la propagacién sin proceso de saneamiento lo
gue supone esta elevada contaminacion, la cual tiene que ser controlada para

lograr un eficiente proceso de micropropagacion.

Blanco et al. (2004) confirman que cada genotipo requiere de condiciones
especiales de desinfeccion, nutricibn y crecimiento para Su exitoso
establecimiento y posterior manipulacion. En este ensayo el factor que mas
afecté negativamente los resultados fue la procedencia de los explantes que
provocdé una mayor contaminacion y por lo tanto una menor eficiencia del

establecimiento o supervivencia.
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Segun Serrano (1993), una vez desinfectado el material vegetal que se va a
utilizar como fuente de explante, resulta muy importante evaluar su crecimiento
posterior, ya que los vapores del cloro pueden afectar las capas celulares
internas y necrosarlas porque penetran profundamente y aunque por lo
general, se obtiene una buena desinfeccidn, también pueden afectar los tejidos
internos y darse el caso que el tratamiento utilizado para la desinfeccion del
explante sea efectivo, pero afecte el crecimiento del mismo.

Se observo la ausencia de oxidacion principalmente en las accesiones
Subinerme y clon 97 lo que permitio a los explantes establecerse mas rapido,
ademas con la ausencia de tejido dafiado, se evitd que este pudiera ser
sustrato para el crecimiento acelerado de bacterias endogenas, sin embargo,
este tipo de bacteria fue evidente en un periodo muy corto de tiempo, en los

tejidos fenolizados de la especie control (Sac ki).

De lo anterior, resulta claro observar que hubo una relacion directamente
proporcional entre el porcentaje de supervivencia y el de contaminacion, lo cual
indica que el proceso de desinfeccion fue efectivo en el control de los
contaminantes sin dafar los explantes (Figura 5). En otros experimentos, se ha
observado que los tratamientos de desinfeccién son eficientes en el control de
la contaminacion, pero el dafio causado al explante fue letal, tal como el

empleo de HgClz al 0.5 % (P/V) (Comunicacion personal).

A

Figura 5. Explante sano en fase de establecimiento

En el medio de cultivo utilizado para el establecimiento de los explantes de las

tres variantes, en un periodo de 4 semanas se observé un crecimiento activo
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de las mismas. Este crecimiento fue favorecido por la ausencia de
contaminantes, el cual ayudd a elevar el porcentaje de supervivencia en

Subinerme y Clon 97.

Existen numerosos reportes del efecto de los nutrientes (fuentes de nitrogeno),
sobre la morfogénesis de plantas in vitro donde la respuesta varia no solo entre

especies sino entre cultivares de una misma especie (Avila et al., 1998).

El establecimiento y desarrollo de &pices de bulbillos e hijos de rizomas
empleados como explantes fue logrado en las tres variantes ensayadas. El
empleo de este tipo de explante en A. fourcroydes Lem. fue utilizado con éxito
por Gonzalez et al. (2004) para inducir callos embriogénicos. Otros autores
(Pefna et al., 1997; Garriga et al., 2010) lo emplearon para el establecimiento in

vitro de brotes y la posterior induccion de la ramificacion axilar o adventicia.

Un balance apropiado entre auxinas y citoquininas es necesario para la
formacién de plantas a partir de meristemos, apices o yemas, es decir, inducir
la respuesta morfo-genética en plantas superiores (Garcia et al., 2008). Este
balance estd determinado por las concentraciones enddgenas de auxinas y
citoquininas presentes en el explante, las cuales dependen de la especie y del
tipo de explante. Se considera que si la relacion auxina/citoquinina en el medio
de cultivo es favorable a la segunda, se favorece la formacién de brotes y lo
contrario promueve el enraizamiento y la callogénesis. Peres y Kerbauy (1999)
encontraron que una alteracién en la proporcion enddégena auxina/citoquinina,
la cual favorecié a la citoquinina, influenci6 fuertemente el desarrollo y

diferenciacion de plantas bajo condiciones de cultivo in vitro.

Usualmente en los meristemos y apices, la citoquinina enddgena es baja
debido a que el principal sitio de sintesis son las raices, por lo que la adicion
exogena de citoquininas en los medios de establecimiento es generalizada, se
utilizan en el medio de cultivo a concentraciones que oscilan entre 0,03-30
mg/L y se ha demostrado su efecto en el crecimiento y morfogénesis in vitro
(Dixon, 1994).

Lo contrario sucede con las auxinas ya que en las zonas de crecimiento activo

los apices y meristemos que se emplean como material inicial para el cultivo in
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vitro son los lugares de sintesis y se adicionan al medio de cultivo a
concentraciones que oscilan entre 0,001-10 mg/L (Jiménez, 1998). En este
ensayo se empleé 1,0 mg L IBA propuesta de Garriga et al. (2006) quienes
estudiaron la proporcidn auxina/citoquinina para mejorar la propagacion del

henequén (variedad Sac ki).

El cambio de las plantas a distintas condiciones (ex vitro a in vitro o viceversa)
trae como consecuencia que estas sean muy susceptibles a diferentes
estreses, debido a que no han desarrollado o no han adaptado sus 6rganos a
estas nuevas condiciones, por lo que necesitan responder con nuevas

caracteristicas morfologicas y fisiolégicas.

Se concluye que el explante apice de bulbillo de rizoma y el medio de cultivo
empleado fueron los factores que ratificaron que con éstos se alcanzaron
resultados exitosos en la supervivencia de las accesiones de henequén; sin
embargo con la procedencia de condiciones de plantacion comercial del
material vegetal control (variedad Sac ki) se indujo resultados negativos por la

alta incidencia de la contaminacion.

4.0.1.2. Masa Seca e Incremento en Masa fresca

En la figura 6 se puede observar que el mayor incremento en masa fresca se
produjo en las dos accesiones (Clon Subinerme y clon 97) las cuales no
diferenciaron significativamente entre ellas pero si de la variedad Sac ki la cual
presentd el valor mas bajo. Ademas se puede apreciar un resultado similar en
cuanto a masa seca donde las accesiones superan significativamente a la

variedad Sac ki.
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Figura 6. Comportamiento del incremento de la masa fresca y el contenido de masa
seca en la fase de establecimiento de las accesiones Subinerme, Clon 97 y la variedad
Sac ki. Medias con letras distintas difieren estadisticamente (P<0.05) segln la prueba
de rangos multiples de Duncan.

La biomasa vegetal es un buen indicador que algunas veces no es evaluado en
detrimento de pardmetros de crecimiento de rapida y facil medicién tales como:
namero de raices, longitud de las mismas (Watson et al., 2003). Segun Abreu
et al. (2007), esta variable es muy importante pues en muchas ocasiones se
evallan indicadores como area foliar, altura de la planta y namero de hojas, los

cuales no tienen en cuenta la biomasa producida.

Considerando la variedad Sac ki como el control, los resultados arrojaron que
la accesion Subinerme tuvo un incremento en masa fresca del orden de 225,93

% por encima de la misma, seguido de C-97 con un 172,62 %.




Estos resultados sugieren que el genotipo presenté una influencia significativa
sobre el desarrollo de los explantes establecidos como se demuestra tanto para
el incremento en masa fresca como para la masa seca. Los tallos diferenciados
en el clon Subinerme duplicaron su valor en las variables en estudio con
relacion a la variedad Sac ki y aunque el clon 97 no duplico sus valores

estuvieron cerca.

Vinent y Fajardo (2009) necesitaron de una menor cantidad de hojas para
obtener 1 litro de jugo en la accesion 97 (1,40) con respecto al Sac ki con el
cual se necesitdé de 2 hojas y aun mayor el Subinerme que necesité el empleo
de 3 hojas para la obtencién de la misma cantidad. Estos resultados indican
que en estas condiciones la accesion 97 fue la que se presentd con mayor
masa fresca seguida por la variedad Sac ki y Subinerme respectivamente. En
cuanto a la masa seca las accesiones 97 y Subinerme se presentaron con los
valores mas altos al producir respectivamente 1447 y 1047 g/planta de fibra
seca en comparacion con la variedad Sac ki que tuvo una produccién de 543
g/planta. Ello sugiere la incidencia tanto del genotipo como de las condiciones
en las cuales se han desarrollado las diferentes plantas evaluadas. Estos
resultados también pueden ser considerablemente influidos por indicadores
tales como el ancho de las hojas, la altura de las plantas y el total de hojas por
plantas que de forma general han sido mucho mas altos en la accesion 97 (12;
53; 80) que en Subinerme (9; 50; 81) y la variedad Sac ki (10; 20; 43)

Esto sugiere que las accesiones presentaron un metabolismo mas eficiente
pues alcanzaron los mayores valores de masa seca. Se debe sefalar la
importancia de los valores de masa seca como un indicador de calidad de los
explantes establecidos, pues ésta se compone principalmente de lignina y
polisacaridos en la pared celular, ademas de componentes del protoplasma
como proteinas, lipidos, aminoacidos, acidos organicos y algunos elementos

inorganicos como el potasio (Castro y Gonzalez, 2002).
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4.0.2. Indicadores bioquimicos

4.0.2.1. Contenido de pigmentos fotosintéticos

La clorofila a, b, total y carotenoides son pigmentos que juegan un papel
primordial en la fotosintesis gracias a su capacidad de captar la luz a diferentes
longitudes de onda. Por tal razon la determinacion del contenido de estos
pigmentos en cada una de las fases puede servir de corolario para la actividad
fotosintética de las vitroplantas y en alguna medida de prueba de cambios
fisiolégicos que tienen lugar a lo largo de todo el proceso ademas de su
capacidad fotosintética que refleja su capacidad productiva de moléculas

sumamente importantes para su adecuado desarrollo.

4.0.2.1.1. Contenido de clorofila a:

Se observa en la figura 7 que la evaluacion del contenido de clorofila a no
indico diferencia significativa entre la variedad Sac ki y la accesién Subinerme

pero si entre estas y la accesién C-97 que presento el valor mas elevado.

Clorofila a en fase de establecimiento (mg/g de Mf)
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Figura 7. Contenido de clorofila a en fase de establecimiento en la variedad Sac ki y
sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas difieren
estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.




4.0.1.1.2. Contenido de Clorofila b:

La evaluacion estadistica para el contenido de clorofila b mostré un
comportamiento similar a la de la clorofila a al existir diferencia significativa
entre la accesion C-97 que resultdé ser la de mayor contenido y las otras
variantes evaluados (Sac ki y Subinerme) que no se diferenciaron entre si (Fig.
8).

Clorofila b en fase de establecimiento (mg/g de Mf)

2,43 (b)

2,5

2 1,65 (a)

1,5

1,21 (a)

[EEN

0,5

Accesiones

HSacki ®Subinerme m(C-97

Figura 8. Contenido de clorofila b en fase de establecimiento en la variedad Sac ki y
sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas difieren
estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.

4.0.2.1.3. Contenido de Clorofila total:

Al evaluar el contenido de clorofila total en los explantes (Fig. 9) se obtuvo que
la accesion C-97 se diferencio significativamente mostrando el valor mas alto,
mientras la variedad Sac ki y la accesién Subinerme no presentaron diferencia
significativa entre ellas. Este resultado concuerda con los obtenidos en la
evaluacion individual de clorofila a (fig. 7) y b (fig. 8).
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Figura 9. Contenido de clorofila total en fase de establecimiento en la variedad Sac ki y
sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas difieren
estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.

4.0.2.1.4. Contenido de Carotenoides:

La evaluacion del contenido de carotenoides mostré que la accesion C-97 se
diferencié de la variedad Sac ki y la accesion Subinerme que no se

diferenciaron entre si. El analisis estadistico de estos datos se observa en la

figura 10.

Carotenoides en fase de establecimiento (mg/g de Mf)

= Sac ki
= Subinerme

= C-97

Figura 10. Contenido de carotenoides en fase de establecimiento en la variedad Sac ki
y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas difieren
estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.

La fotosintesis es uno de los procesos bioquimicos de mayor importancia para
que las vitroplantas puedan expresar su potencial de crecimiento y desarrollo,
aunqgue esta no ocurre de inmediato al inicio de la fase de establecimiento; pero




para ello existen numerosas sustancias que el medio de cultivo aporta y que
contribuyen al desarrollo inicial de las vitroplantas, el posterior desarrollo del
sistema fotosintético y finalmente el crecimiento y desarrollo de las mismas.
Gonzélez et al. (2007) sefalan que el BAP es el biorregulador de crecimiento
mas efectivo en cuanto a la estimulacién de brotes. Se ha observado en un
gran numero de Agavaceas, que el desarrollo de brotes que posteriormente
realizardn la fotosintesis se obtiene directamente al adicionar al medio de
cultivo cantidades relativamente altas de citoquininas y bajas 0 nulas
cantidades de auxinas (Robert et al., 1992). Algunos autores demostraron que
la utilizaciébn de benciladenina (BA; 10 mg/L) sola o en combinacién con
auxinas fueron muy efectivas en la formacion directa de brotes en varias
especies de Agavaceas, entre ellas se encontraban varias especies como A.
shidigera (Rodriguez et al., 1996); A. parrasana Berger (Santacruz et al., 1999);

A. sisalana (Harza et al., 2002).

En esta investigacion la induccién de los brotes se presenté con una coloracion
verde en el 80% de los explantes, mientras que el 20% restante tuvieron una
coloracién verde amarillenta y retrasaron el desarrollo de las plantulas. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Salazar et al. (2009), quien
trabajando con Agave cocui reportaron que los explantes que presentaron una
coloracién verde a partir de la segunda semana después de la siembra
desarrollaron brotes en un 80%, lo cual es consecuencia de las altas
concentraciones de citoquininas. De estas hormonas se han sefalado que
incrementan el contenido de clorofila a través de la diferenciacion de
cloroplastos y por consiguiente la capacidad fotosintética; mientras que
aguellos que no desarrollan la coloracion verde, presentan una coloracion café
y se necrosan a partir de la segunda semana donde no se recuperan y mueren.
Esto significa que la induccién de brotes de coloracion verde en un 80% de las
plantulas producto de la accién de las fitohormonas, representa el incremento
del contenido de clorofila y por ende, de la capacidad fotosintética en esta
primera fase del cultivo in vitro. Esto también se aprecia en las figuras 7, 8, 9 y
10 donde se destaca la accesion C-97 aunque Subinerme también mostré una

buena respuesta fisiologica.
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Es conocido que los carotenoides juegan un importante papel en la fotosintesis
porque contribuyen a una mayor eficiencia fotosintética al absorber la luz a
longitudes de onda a las que otros pigmentos no pueden. Por su parte, las
xantofilas se encuentran en el complejo absorbente de luz ademas de estar
asociados con el centro de reaccion del fotosistema Il (Robert et al., 2004).
También es bien conocido que contribuyen a la fotoproteccion mediante la
aceptacion del triplete clorofila y el singlete oxigeno (Havaux y Niyogi, 1999).
La inhibicion de la sintesis de carotenoides por varios herbicidas inhibitorios o
por la inhibicién de la transferencia de electrones desde el fotosistema Il por el
Diuron, resulta en una rapida decoloracion foto-oxidativa de los cloroplastos. La
decoloracion refleja la pérdida de los enlaces dobles o la destruccion de los
carotenoides y ocurre en un orden especifico de acuerdo a su actividad (Barry
et al., 1990). Es importante notar que el efecto de la deficiencia de carotenoides
es mas severo que el de los tocoferoles conocidos por ser potentes
antioxidantes. Esto pudiera sugerir que los carotenoides son mas efectivos que
los tocoferoles como antioxidantes de los cloroplastos, o que pudieran sustituir
de forma efectiva a estas ultimas en plantas con deficiencia de las mismas.
Esto concuerda con los resultados obtenidos ya que apoya la teoria del
incremento de la efectividad fotosintética de las plantas con mayores
contenidos de carotenoides en condiciones in vitro para las accesiones y
variedad evaluadas. Esto incluye tanto la efectividad fotosintética como la
estabilidad estructural de los cloroplastos, efectos que se traducen en

explantes mejor establecidos, con mayor fortaleza y coloracién mas intensa.

4.0.2.2. Contenido de Carbohidratos totales, AzUcares reductores y proteinas

solubles

4.0.2.2.1. Proteinas solubles:

El analisis estadistico de los valores de concentracion de proteinas solubles
permitié observar que la variedad Sac ki con el valor mas elevado se diferencio
significativamente de las otras que no presentaron diferencia significativa entre
ellas (Fig. 11).
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Figura 11. Contenido de proteinas solubles en fase de establecimiento en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos mdultiples de Duncan.

Esta diferencia pudiera ser debido a que la reaccion de las plantas ante una
determinada condicion ambiental es diferente entre especies y variedades
(Meharg, 1993). La variacion en el contenido de proteinas dentro del mismo
género es algo comun, como lo obtenido por Argentel et al. (2010) al evaluar 12
variedades de trigo en condiciones de salinidad donde el contenido de
proteinas fue muy variable. En contraparte Mata et al. (2011) no encontraron
diferencia significativa entre Agave mapisaga, A. salmiana var. salmiana y A.
salmiana var. ferox donde los valores fueron relativamente bajos en
comparacién con otros estudios como el de Baraza et al. (2008) que reportan
4,7 % de proteina cruda en A. salmiana silvestre y de 5.1 hasta 6,6 % en A.
salmiana. Sin embargo, Zamudio et al. (2009) reportan un 3,4+.4 % de proteina

cruda de A. salmiana.

La reduccién del contenido de proteinas solubles en las accesiones Subinerme
y C-97 en comparacion con la variedad Sac ki sugieren un mayor uso de las
mismas por partes de estas, ya que han presentado un mayor crecimiento.
Pero existen trabajos donde se plantea que las condiciones de estrés ambiental
afectan adversamente al metabolismo normal de la planta (Bouazizi et al.,
2007; Vassilev et al., 2007) y una de sus consecuencias es la reduccion del
contenido de proteinas totales. Esta reducciéon se debe a un decremento de su

sintesis 0 a un aumento en su hidrélisis (Perezmolphebalch et al., 1996). Esto
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no ocurre asi en nuestras condiciones ya que se puede corroborar con la masa
seca asi como el incremento de masa fresca que fueron mayores en las
accesiones en comparacion con la variedad. Esto confirma la teoria segun la
cual las accesiones tienen una buena respuesta antes el estrés abidtico que
sufren en la transicion hacia el cultivo in vitro. En contraparte, Wang et al.
(2003) afirman que para sobrevivir al estrés, las plantas acumulan proteinas
para proteger las células del efecto del estrés. Esto pudiera justificar el
incremento del contenido de proteinas en la variedad Sac ki que al parecer es
mas vulnerable que las accesiones Subinerme y C-97 a la transicion a las
condiciones in vitro, confirmandose en cierta medida su adecuada adaptacion a

estas acondiciones.

Por el contrario, hay pocos trabajos que reportan un incremento del contenido
de proteinas en la plantas bajo condicion de estrés ambiental, y en los que se
reporta, por ejemplo, la germinacion de semillas bajo estrés salino o de
humedad, indican que el incremento es aparente a nivel de proteinas en
endospermos bajo condicidon de estrés y que no es el resultado de un aumento
de sintesis de proteina (Dubey y Rani, 1990); o en el caso de estrés por
metales pesados se obtuvo un incremento en el contenido de proteinas pero

solamente en la concentracion baja de metal (Hu et al., 2007).

4.0.2.2.2. Carbohidratos totales:

En la figura 12 se puede apreciar que el contenido de carbohidratos solubles
totales presentd los valores mas elevados en las accesiones C-97 y Subinerme
que no se diferenciaron estadisticamente pero si presentaron diferencia

significativa con la variedad Sac ki.
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Carbohidratos totales en establecimiento (mg/g de Mf)
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Figura 12. Contenido de carbohidratos totales en fase de establecimiento en la
variedad Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras
distintas difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de
Duncan.

El bajo contenido de carbohidratos solubles totales en la variedad Sac ki,
evidencia una reducida acumulacion de esta fuente de energia, lo que
repercutié en el proceso de su crecimiento y desarrollo. Por otra parte, este
bajo contenido pudiera ser la respuesta a una elevada actividad hidrolitica, la
cual no se corresponde con un alto contenido de azucares reductores
cuantificados lo que sugiere una situacion estresante dado su comportamiento
con relacién a la evaluacién de los indicadores medidos. Asi mismo, otras
investigaciones sefialan que, en arboles de Fagus sylvatica L., las
concentraciones de almidon decrecen mientras que los azlcares reductores
aumentan durante las defoliaciones o sequias (Beniwal y Hooda, 2011 citados

por Martinez et al., 2013).

Como la distribucion de azucares es controlada por las relaciones fuente-
demanda, la reserva de carbohidratos se vuelve una parte fundamental para
afrontar las condiciones de estrés (Martinez et al., 2013). Esto reafirma la
necesidad por parte de las vitroplantas durante las diferentes fases del cultivo
in vitro de lograr una adecuada distribucion de los recursos energéticos
mediante el control de las relaciones fuente-demanda en vista de obtener un
adecuado crecimiento y desarrollo como se observa en las accesiones

Subinerme y C-97 en comparacion con la variedad Sac ki.
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Los carbohidratos solubles totales presentes en las hojas de los agaves son
importantes como reserva de energia, estin compuestos principalmente por
sacarosa, glucosa, fructosa y en menor cantidad xilosa y maltosa (Lopez y
Mancilla-Margalli, 2002). Estos fotoasimiliatos juegan un papel importante en el
metabolismo intermediario, transferencia y almacenamiento de energia. Cada
una de esas funciones es dindmica y la concentracién varia grandemente con

el estado fisiolégico de la planta.

En plantas, la produccion de azlcares a través de la fotosintesis es un proceso
vital pues el contenido de azucar modula y coordina la regulacién interna y las
sefiales ambientales que gobiernan el crecimiento y desarrollo (Smeekens,
2000).

4.0.2.2.3. AzUcares reductores:

En esta fase de establecimiento la accesiéon C-97 con el valor méas alto se
diferencié significativamente de la accesion Subinerme y la variedad Sac ki que

no se diferenciaron entre si (Fig. 13).

AzUcares reductores en establecimiento (mg/g de Mf)
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Figura 13. Contenido de azlcares reductores en fase de establecimiento en la
variedad Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras
distintas difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de
Duncan.

Los azucares son considerados compuestos muy importantes en el
metabolismo de las plantas, no solo porque son los primeros complejos

organicos producidos como resultado de la fotosintesis, sino que aportan la
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mayor fuente de energia respiratoria y se emplean en la proteccion contra

heridas, infecciones, etc.

Actualmente existen ciertas hipétesis sobre el papel protector de los azlcares
en plantas sometidas a condiciones de estrés abidtico y estos incluyen

aspectos tales como lo siguientes:

- Proteccion a macromoléculas y estabilizacion de estructuras
membranosas (Bartels y Sunkar, 2005)

- Reduccion de procesos de fusion de membranas a partir de la
interaccion entre grupos polares de los azucares con las cabezas
hidrofilicas de los lipidos de membrana (Bartels y Sunkar, 2005)

- Ajuste osmotico, reservorio de carbono y la eliminacién de radicales

libres (Parvaiz y Satyawati, 2008)

En esta primera fase del cultivo in vitro las vitroplantas se encuentran
sometidas a ciertas condiciones de estrés abiotico lo que puede afectar el
contenido de diferentes metabolitos entre los cuales se encuentran los
azucares reductores. Las funciones antes mencionadas permitiran tener un
mejor entendimiento de la correlacion existente entre el contenido de azucares
y la respuesta fisiolégica de las vitroplantas bajo las condiciones del
experimento. Como se ha sefialado, estas se encuentran bajo un cierto estrés
abibtico y se ha reportado una fuerte correlacion entre la acumulacion de
azucares reductores y la tolerancia al estrés en numerosas plantas incluyendo
las transgénicas (Taji et al., 2002; Parida et al.,, 2002). Por lo tanto, esto
designa a las vitroplantas con mayores contenidos de azucares como las de
mejor respuesta ante el estrés abiodtico. Esto concuerda con lo obtenido ya que
las accesiones C-97 y Subinerme presentaron una buena adaptacion y un
mejor crecimiento aunque esta Ultima no se diferencio significativamente de la
variedad Sac ki. Este resultado también coincide con los valores obtenidos de
incremento en masa fresca (Fig. 6) en los cuales las accesiones Subinerme y
C-97 presentaron valores mas elevados y con diferencias significativas en
comparaciéon con la variedad Sac ki. Este resultado sugiere que la mayor
acumulacion de azucares ha favorecido la resistencia al estrés y promovido un

mayor crecimiento.
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Numerosos estudios fisiologicos han sugerido que bajo condiciones de estrés
los carbohidratos no estructurales (sacarosa, hexosas y polioles) se acumulan
aunque con variaciones en dependencia de la especie (Bartels y Sunkar,
2005). Esto explicaria la diferencia entre los valores obtenidos en las
accesiones que presentaron valores distintos pero respuestas fisiologicas

idénticas por encima de la variedad Sac ki.

El resultado obtenido en la variedad Sac ki apunta a un mayor consumo de los
azucares reductores para favorecer su crecimiento. Esto crea una contradiccion
debido a que su crecimiento medido mediante la biomasa resultd ser el mas
bajo mientras tuvo el valor mas bajo en cuanto a contenido de azUcares
reductores. Esto pudiera ser debido a que las condiciones de estrés a las que
estuvo expuesta la variedad han afectado mas a su metabolismo que al de las
accesiones. Liu et al. (2004) han sefialado que el estrés abiotico reduce las
concentraciones de sacarosa y almidon en las hojas, pero incrementa las
concentraciones de hexosas que desempefian ciertas funciones y permiten

lograr un cierto crecimiento tal y como se obtuvo.

4.1-Evaluacion del comportamiento de las accesiones Subinerme, C-97 y

variedad Sac ki en la etapa de Multiplicacion

La aparicion de los brotes en la fase de multiplicacion se presenté a partir de la
cuarta semana posterior a la siembra, mientras que el desarrollo se llevd a
cabo conforme los explantes fueron cambiando de color, de verde claro a verde
oscuro, lo cual fue un indicador de la induccion y del desarrollo de los
meristemos a través de la diferenciacion. Este comportamiento posiblemente
pueda estar influenciado por factores que determinan el desarrollo de los brotes
como pueden ser el explante (genética), el nimero de yemas presentes en
cada explante, asi como el balance alcanzado de auxina (AIB) y citoquinina
(Bencilaminopurina), hasta lograr la organogénesis completa. El tiempo de
induccion concuerda con lo reportado por Garriga et al. (2010), quienes
trabajaron con henequén (A. fourcroydes Lem.) logrando la induccién de brotes
de 4 a 5 semanas después de la siembra, cuyas plantas expresaron una

organogenesis completa (Fig. 14).

52



Figura 14. Formacién de brotes en accesiones Subinerme (lzquierda), C-97 (Derecha)
y variedad Sac ki (Abajo)

Los procedimientos de propagacion in vitro se consideran técnicas valiosas
para la conservacion e incremento de la biodiversidad de especies con limitada

diversidad como en este caso el henequén (Garriga et al., 2010).

Aunque no fue objeto de estudio se requiere aclarar con relacion a la
renovacion del medio de cultivo y a la tasa de multiplicacién, que se encontré
que el periodo de seis semanas fue el 6ptimo para la multiplicacion y
separacion de los explantes cuya tasa de multiplicacion se determin6 y se
encuentra en la tabla 3. Se constatdé que este factor varié segun la variante lo
que sugiere que cada una de ellas tiene una predisposicion genética diferente
en cuanto a la respuesta del ahijamiento obtenido en condiciones in vitro.

Tabla 3. Tasa de multiplicacion o factor de brote en las accesiones Subinerme, C-97 y

variedad Sac

Variantes Tasa de multiplicacién
Sac ki 3,5
Subinerme 5
C-97 4

Dominguez et al. (2008), quienes trabajaron con cuatro especies de agave,

encontraron que la respuesta a los reguladores del crecimiento difiere de una




especie a otra, por lo que es indispensable desarrollar el protocolo de

propagacion particular para cada una de ellas.

Los explantes que desarrollaron brotes y presentaron organogénesis,
regeneraron en un 100% en plantulas completas. Las plantulas se transfirieron
al medio de cultivo Murashige y Skoog (1962), con las sales portadoras de
Nitrégeno ligeramente modificadas por Robert et al. (1992) con 0,5 mg.L* de
AIB y 10,0 mg.L* de Bencilaminopurina obteniendo la multiplicaciéon continua,
las que conservaron las caracteristicas fenotipicas de las accesiones y

variedad en estudio.

4.1.1. Contenido de pigmentos fotosintéticos:

La evaluacion del contenido de clorofila a, b, total y carotenoides en las dos
accesiones y en la variedad Sac ki para la fase de multiplicacion se presenta en

la figura 15.

Contenido de clorofila en fase de multiplicaciéon de (mg/g de Mf)
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Figura 15. Contenido de Pigmentos fotosintéticos (Clorofila a, b, total y carotenoides)
en fase de multiplicacién en la variedad Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon
Subinerme). Medias con letras distintas difieren estadisticamente (P<0.05) segun la
prueba de rangos multiples de Duncan.

Se puede observar que a partir del analisis estadistico de clorofila a, no se
obtuvo diferencia significativa entre los explantes evaluados. Asi no ocurrid

para la evaluacion del contenido de clorofila b que si presentd diferencia
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significativa entre la accesion C-97 y los demas explantes (Sac ki y Subinerme)

que no se diferenciaron entre si.

Para el contenido de clorofila total, la accesibn Subinerme no presento
diferencia significativa con la variedad Sac ki pero esta si se diferencid

significativamente de la accesion C-97 que a su vez no diferencié de Sac ki.

Al evaluar el contenido de carotenoides se obtuvo que la accesion C-97 produjo
la mayor cantidad de este indicador ademas de presentar diferencia
significativa con la accesion Subinerme, la cual no se diferencié de la variedad
Sac ki. A su vez C-97 no presentd diferencia significativa con la variedad Sac
Ki.

Es conocido que las condiciones ambientales y nutricionales durante el
crecimiento de las plantas pueden influenciar la diferenciacion celular,
resultando en adaptaciones anatémicas y fisiolégicas (Da Silva et al., 2013).
Ademas, las condiciones ambientales y la disponibilidad de nutrientes pueden
también influir en los contenidos de clorofila a y b, alterando la relacién clorofila
a/b e influyendo en la eficiencia fotosintética (Zhang et al., 2006, 2008 citado
por Da Silva et al., 2013).

En este estudio tales adaptaciones en las accesiones y variedad han ocurrido
de diferentes formas y se han traducido en resultados que se reflejan en la
figura 6. Se destaca que las accesiones Subinerme y C-97 presentaron un
mejor comportamiento de forma general con respecto a la variedad Sac ki.
Ademas, estas accesiones tuvieron una mayor produccién de biomasa lo que
confirma la eficiencia de su actividad fotosintética junto con otros procesos. No
obstante a ello, la clorofila a se mantuvo estable entre las variantes evaluadas.
Para entender tal situacién se hace referencia a lo planteado por Costa et al.
(2001) citados por Da Silva (2013) quienes plantean que la estabilidad del
contenido de clorofila en plantas pudiera estar parcialmente relacionado con el
llamado punto de maduracion fotosintético, a partir del cual los niveles de

clorofila no cambian.

Cabe destacar que a pesar de que la accesion C-97 presentd el mas bajo

contenido de clorofila b y el mas alto de carotenoides y que a su vez produjo
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una biomasa que no se diferencié de la variedad Subinerme, reafirma la
eficiencia de los pigmentos accesorios dentro del sistema fotosintético. Esto se
pone de manifiesto en el estudio realizado por Zhang et al. (2006, 2008) donde
la reduccion de la relacion clorofila a/b en plantas bajo sombra fue atribuida a
un incremento en la produccion de pigmento accesorio b, el cual es sumamente
importante para la optimizacion de la eficiencia del fotosistema Il bajo

condiciones de sombra o estrés (Koike et al., 2001).

La habilidad de una planta para adaptarse dinamicamente a diferentes
ambientes de luz esta generalmente determinada genéticamente. El
rendimiento fotosintético de las hojas esta relacionado con la radiacién,
haciendo posible el incremento de la produccién fotosintética de las plantas
mediante el incremento de la exposicion a la luz (Lin y Hsu, 2004). Esto se
aprecia en los resultados obtenidos donde la diferencia en el contenido de
pigmentos pudiera estar dada por el componente genético de cada una de las
variantes en estudio, reflejandose asi en el crecimiento y desarrollo diferencial

de cada uno de ellos.

4.1.2. Contenido de Carbohidratos totales, AzUcares reductores y Proteinas

solubles

4.1.2.1. Proteinas solubles:

Al realizar la evaluacion del contenido de proteinas solubles se obtuvo que no

hubo diferencia significativa entre ninguno de las variantes evaluadas (Fig. 16).
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Proteinas solubles en Multiplicacién (mg/g de Mf)
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Figura 16. Contenido de proteinas solubles en fase de multiplicaciéon en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.

Las proteinas son los principales constituyentes de todos los organismos vivos
en el planeta (Bariya y Pandya, 2014). Estas son importantes macromoléculas
que participan en todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas.
Entre otros procesos, las proteinas estan involucradas en la catalisis de
reacciones bioquimicas (donde participan las enzimas), el transporte a través
de membranas, la estructura celular, la generacion de energia y el transporte
de electrones, solo por mencionar algunos ejemplos. Las plantas presentan un
menor contenido de proteinas en comparacion con los animales y esto se debe
a que los carbohidratos estructurales (celulosa) componen la mayor parte de la

estructura de las plantas (Nissen et al., 2004).

El comportamiento de las variantes evaluadas en cuanto a contenido de
proteinas ha variado en esta fase en comparacion con la fase de
establecimiento resultando en una mayor estabilidad de las mismas de forma
general. Asi la accesion Subinerme mantuvo el mismo valor obtenido en la fase
anterior lo que no ocurrié con la accesién C-97 y variedad Sac ki que tuvieron
un ligero descenso aunque significante en esta ultima. Esto expresa por lo
tanto que después de transitar por la fase de establecimiento, ya estas tres
variantes adquieren una cierta adaptacion y adoptan un comportamiento similar
en cuanto al contenido de proteinas. En el acapite anterior relacionado con este

indicador se resaltd la normalidad en la obtencion de diferentes contenidos de
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proteinas dentro del mismo género; no obstante a ello, el comportamiento de

este indicador fue diferente en esta fase.

El decremento obtenido en Sac ki y C-97 es analizado de diferentes maneras
por los autores. Asi Munns et al. (1979) afadieron que aunque el decremento
del contenido de proteinas es encontrado en plantas estresadas, la hidrdlisis
neta de proteinas pudiera no ocurrir y la planta continuaria su crecimiento
activo tan pronto como el estrés fuese eliminado. No obstante, normalmente las
vitroplantas ya no se encuentran en condicion de estrés en esta fase ya que la
adaptacion ocurrio en la fase anterior. Por ello, se atribuye la disminucién del
contenido de proteinas a su uso para el crecimiento asi como las diversas
funciones que desempefian las mismas en el metabolismo de las plantas. Esto
se observo en las vitroplantas que presentaron un crecimiento rapido y
vigoroso, sobretodo en la accesion Subinerme (Fig. 17) que presentd una
mayor proliferacion e importante ahijamiento seguido por la accesion C-97 (Fig.
18) y la variedad Sac ki (Fig. 19). Lo mismo sucedié con Mahmood et al.
(2011) que obtuvo un bajo contenido de proteinas en la propagacion in vitro de
la orquidea Oncidium taka, el cual no implicé la alteracion del crecimiento. El
mismo autor sefalé que los bajos contenidos de proteinas pudieran ser debido
a la alta utilizacion de las proteinas para incrementar el crecimiento y formacién

de brotes.

2,

Figura 17. Vitroplantas de la accesion Subinerme en fase de multiplicacion
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Figura 19. Vitroplantas de la variedad Sac ki en fase de multiplicacion

4.1.2.2. Carbohidratos totales:

El andlisis estadistico del contenido de carbohidratos totales en la fase de

multiplicacion (Fig. 20) mostré6 que no hubo diferencia significativa entre las
variantes evaluadas.




Carbohidratos totales en multiplicacién (mg/g de Mf)
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Figura 20. Contenido de carbohidratos totales en fase de multiplicacién en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos mdultiples de Duncan.

Los carbohidratos estan divididos en cuatro grupos quimicos conocidos como
monosacaridos, disacéridos, oligosacéridos y polisacaridos. En general los
monosacaridos y disacaridos, son los de menor tamafio (menor masa
molecular), cominmente conocidos como azUcares (Kadam et al., 2011). La

accion de estos compuestos ha sido evaluada y analizada en este experimento.

La concentraciébn de carbohidratos, producto de la fotosintesis, varia de
acuerdo con las condiciones ambientales y las etapas fenologicas (Martinez et
al., 2013). La fase de multiplicacién que representa la mas larga del proceso de
micropropagacion, por la busqueda del rapido incremento del numero de
vitroplantas, presenta la caracteristica de posibilitar en las mismas una mayor
acumulacion de metabolitos en una fase donde existe un mayor desarrollo
fisiolégico asi como un mejor funcionamiento del complejo fotosintético. Esta
diferencia de acumulacion de carbohidratos entre las dos fases se puede

observar en las figuras 12 y 20.

Recordando que los carbohidratos son los productos principales de la
fotosintesis, considerados fuente de energia (Pallardy, 2008), los resultados
obtenidos concuerdan con lo alcanzado en la evaluacion del contenido de
pigmentos fotosintéticos en esta fase, donde de forma general hubo una

eficiencia del aparato fotosintético traduciéndose en la mayor sintesis y
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acumulacion de carbohidratos. Esto también se refleja en el crecimiento
durante esta fase donde las accesiones Subinerme (Fig. 17) y C-97 (Fig. 18)
presentaron una mayor proliferacion con plantas de mayor vigor que la
variedad Sac ki (Fig. 19). Es primordial el contenido de carbohidratos en las
vitroplantas para el adecuado seguimiento de la micropropagacioén dado que de
estos dependen procesos como la reproduccion, defensa, mantenimiento,

almacenamiento y crecimiento (Lilly, 2001).

Por otra parte, Taiz & Zeiger (2006) sefalaron que el crecimiento de los arboles
urbanos, impulsados por la fotosintesis, se realiza en presencia de dioxido de
carbono, agua, oxigeno y luz solar. El producto de esta reaccién quimica es la
glucosa, un carbohidrato simple que posteriormente se asocia con la fructosa
para formar un disacarido comunmente conocido como azucar de mesa
(sacarosa) o0 en azucares complejos de almacenamiento como el almidon.
Segun este autor una reduccion en el nivel de almidén a inicios del crecimiento
intensivo, no sélo ocasiona un cambio en el metabolismo de los carbohidratos
sino también afecta procesos fisiolégicos como la fotosintesis y respiracion.
Esto no ocurre en las accesiones evaluadas donde los elevados niveles de

carbohidratos suponen un adecuado almacenamiento para su posterior uso.

Percival et al. (2011) plantean que la concentracion de los carbohidratos puede
variar dependiendo de las condiciones ambientales; por ejemplo, el almidén y
los azUcares simples pueden disminuir como respuesta a las condiciones de
estrés hidrico, altas temperaturas o plagas. Siguiendo esta idea el menor
contenido de carbohidratos en la variedad Sac ki no pudiera estar relacionado
por una respuesta de la planta ante una situacion de estrés que se traduce en
la hidrolisis de los mismos para la obtencion de azuUcares reductores como
respuesta. No obstante, existe una cierta contradiccion ya que la teoria del
incremento de la actividad hidrolitica de los carbohidratos supone un
incremento en el contenido de azlcares reductores que resultd ser el mas bajo
en comparacién con las accesiones, ademas de que las plantulas ya no se
encuentran en condicion de estrés debido a que se logré su adaptacién en la
fase de establecimiento. Esto lleva a suponer que el menor contenido de
carbohidratos pudiera estar relacionado con el simple potencial genético de la

variedad Sac ki antes estas condiciones.
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4.1.2.3. Azucares reductores:

El contenido de azUcares reductores para las tres variantes evaluadas durante
esta fase de multiplicacion presenté diferencia significativa entre la variedad
Sac ki con el valor mas bajo y las accesiones Subinerme y C-97 que no se
diferenciaron entre si. El valor mas alto fue alcanzado por la accesion C-97
(Figura 21).

Azucares reductores en multiplicaciéon (mg/g de Mf)
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Figura 21. Contenido de azucares reductores en fase de multiplicacion en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.

Segun los resultados obtenidos, las accesiones Subinerme y C-97 presentaron
los valores mas elevados de azUcares reductores. Esto sugiere que las
accesiones tendria un mayor crecimiento al usar estos metabolitos; lo que
concuerda con lo obtenido ya que las mismas en esta fase presentaron un
mayor crecimiento en comparacion con la variedad Sac ki. Esta ultima presentd
el menor contenido de azucares con el menor crecimiento lo que sugiere que
hubo una alteracion de la actividad de las enzimas amiloliticas o una menor

produccion de esta metabolito en comparacion con las accesiones.

Generalmente el contenido de azlcares reductores se atribuye a su uso para el
crecimiento o al incremento o decremento de la actividad de las enzimas
amiloliticas por diferentes razones. Mohamed (1986) sugiri6 que la
acumulacion de azucares reductores en hojas de plantas de tomate se debié a




la presencia de metales pesados como Mn, Zn, Fe, los que estimularon la
actividad amilolitica y como resultado condujo a un incremento de azUcares
solubles mas que de polisacaridos. De manera similar Trouvirie et al. (2003) y
Bartels y Sunkar (2005) reportaron que la acumulacion de azucares simples
como glucosa y fructosa estd dada por un incremento en la actividad de las
enzimas hidroliticas como la a y B amilasas, hechos que fueron corroborados
por Zeid (2004).

La acumulaciébn de azlcares estd muy relacionada con la interaccion de
procesos de sintesis y degradacién de la sacarosa (Zhu et al., 1997). Debido a
que la capacidad de sintesis se hace mayor que el gasto de azlcares en los
procesos de respiracion y crecimiento, se produce una acumulacion del exceso
de azucares formados (Borroto et al., 2003). Esta relacién entre sintesis y
consumo representa la esencia misma del contenido de azlcares en cada uno
de las variantes analizadas. Asi Pandey y Singh (1989) reportaron un pequefio
incremento en azucares totales y azucares reductores en plantas de papaya
crecidas en condicién in vitro lo cual es ademas apoyado por el trabajo de
Swartz (1981) en fresa. Estos estudios se correlacionan con lo obtenido por

Zaman et al. (1997) en el estudio del rendimiento de vitroplantas de morera.

Cada variante en condiciones in vitro tiene su propia caracteristica en cuanto a
su capacidad de sintetizar o acumular diferentes metabolitos y en este sentido
Seth y Sarin (2012) plantearon que las células de vitroplantas acumulan mas
azucares debido a su mayor disponibilidad en los medios de cultivo ademas de
que estas células estan en una fase de alta proliferacion, razén por la cual
acumulan méas metabolitos primarios que metabolitos de reserva (almidon o
lipidos) y metabolitos secundarios. Esta caracteristica de las vitroplantas
pudiera manifestarse de una mayor o menor forma segun la variante, lo que es
el caso de esta investigacion con diferentes contenidos. Existen otros estudios
donde esta caracteristica no resulta en una diferenciacion del contenido de
azucares como Borroto et al. (2003) que evalud el contenido de azucares en
cuatro diferentes variedades de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) las

cuales no presentaron diferencia significativa.
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4.2-Evaluacion del comportamiento de las accesiones Subinerme, C-97 y

variedad Sac ki en la etapa de Enraizamiento

Durante esta fase las vitroplantas de forma general presentaron un
comportamiento similar en cuanto al enraizamiento (Fig. 22 y 23) que se logré
de forma exitosa tanto en las accesiones como en la variedad Sac ki. No
obstante, existio cierta variacion en los diferentes parametros bioguimicos, los

cuales son analizados a continuacion.

’ l i &
Figura 22. Vitroplantas en introduccion a la fase de enraizamiento

Figura 23. Vitroplantas enraizadas

4.2.1. Contenido de pigmentos fotosintéticos:

La evaluacién del contenido de clorofila a, b, total y carotenoides en las dos
accesiones y variedad Sac ki para la fase de enraizamiento se encuentra en la
figura 24.




Contenido de pigmentos en enraizamiento (mg/g de Mf)
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Figura 24. Contenido de pigmentos fotosintéticos (Clorofila a, b, total y Carotenoides)
en fase de enraizamiento en la variedad Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y
Subinerme). Medias con letras distintas difieren estadisticamente (P<0.05) segun la
prueba de rangos multiples de Duncan.

El andlisis estadistico de clorofila a permite observar que no se obtuvo
diferencia significativa entre la variedad Sac ki y las accesiones evaluadas

presentando la accesion Subinerme el valor mas bajo.

El comportamiento no fue similar para la evaluacion del contenido de clorofila b
que si presento diferencia significativa entre la accesion Subinerme con C-97 y

la variedad Sac ki que no se diferenciaron entre ellas.

Para el contenido de clorofila total, se obtuvo que la variedad Sac ki no
presentd diferencia significativa con las accesiones C-97 y Subinerme las

cuales se diferenciaron entre ellas.

La evaluacion del contenido de carotenoides mostré que no existié diferencia

significativa entre las accesiones evaluadas y la variedad Sac ki.

Las plantas tienden a responder de forma morfologica y fisioloégica a las
condiciones ambientales en las que se desarrollan (Townsend y Hanover,
1972), modificando la velocidad de crecimiento, la produccién de estructuras
secundarias y la cantidad de pigmentos entre otras caracteristicas (Cambron,
2011). El cultivo in vitro se desarrolla en presencia de grandes cantidades de

una fuente de carbono organico, normalmente sacarosa, una baja densidad de
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flujo foténico, una alta humedad relativa, en frascos cerrados y un ambiente
relacionado con un crecimiento heterotréfico o mixotréfico (Galzy y Compan,
1992 citados por Carvalho et al.,, 2001). Estas condiciones nutricionales y
fisicas son responsables de las caracteristicas de las hojas in vitro: anatomia
anormal y pobre desarrollo de las granas (Wetztein y Sommer, 1982) asi como
una baja tasa fotosintética (Chaves, 1994). También pueden ser afectados
procesos bioquimicos debido a que la baja actividad y cantidad de Rubisco
(Grout, 1988) ha sido relacionada con altos contenidos de azUcares en la
media, conocido por causar una represion de productos finales de algunas

enzimas fotosintéticas (Koch, 1996).

Sin  embargo, las Vvitroplantas heterotroficas o fotomixotréficas son
potencialmente capaces de desarrollar un aparato fotosintético funcional (Ticha
et al., 1998) y apreciables indices fotosintéticos (Van Huylenbroeck et al.,
2000). Esto se refleja en los resultados obtenidos ya que las vitroplantas
presentaron una estabilidad general en la produccion de pigmentos asi como la

actividad fotosintética de las mismas (Figura 24).

Las tres variantes presentan en esta fase una mayor estabilidad de la actividad
fotosintética y esto pudiera estar estrechamente relacionado con la habilidad
adquirida por los sistemas fotosintéticos de las mismas en el uso eficiente y
complementario de sus diferentes pigmentos. Es conocido que la clorofila a es
el pigmento principal que transforma la energia luminica en energia quimica, la
cual se utiliza en el crecimiento de las plantas, por lo que se considera un
pigmento activo, mientras la clorofila b se considera un pigmento accesorio y
forma parte de las antenas colectoras (Garcia et al., 2006). Por otra parte, la
disminucién en la intensidad de la luz reduce la actividad fotosintética y la
concentracion de clorofila b tiende a ser mayor, afectando la relacion de
clorofila a/b dentro de la planta (Shafiqur, 2000). Esta relacion clorofila a/b que
es empleada como indicador de estrés (Cambrén et al., 2011) presenta un
valor alto segun los resultados obtenidos ya que la actividad de la clorofila a se
mantuvo por encima de los pigmentos accesorios. Ello indica que durante el
experimento, existid una adaptacion de las variantes a las condiciones in vitro
permitiendo una eficiente fotosintesis y por ende un buen crecimiento. No

obstante a ello, cabe sefialar la existencia de una cierta plasticidad
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fotosintética, por la activacion de los pigmentos accesorios clorofila b y
carotenoides cuya actividad se incrementa en momentos de baja intensidad
luminica (Shafiqur, 2000). Estos, al absorber y transferir la energia,
proporcionan una mayor eficiencia fotosintética lo que se tradujo en el

adecuado crecimiento de los explantes en condiciones in vitro.

4.2.2. Contenido de Carbohidratos totales, AzUcares reductores y proteinas

4.2.2.1. Proteinas solubles:

Segun se observa en la figura 25, con la evaluacion del contenido de proteinas
solubles en las dos accesiones y variedad Sac ki para la fase de enraizamiento,
se obtuvo que la variedad Sac ki y accesion C-97 con los valores mas altos no
presentaron diferencia significativa entre ellas pero si se diferenciaron de la
accesion Subinerme que tuvo el valor mas bajo de produccion de proteinas

solubles.

Proteinas solubles en Enraizamiento (mg/g de Mf)
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Figura 25. Contenido de proteinas solubles en fase de enraizamiento en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos mdltiples de Duncan.

Los metabolitos primarios estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza,
manifestandose de una forma u otra en todos los organismos. Son de vital
importancia y esencialmente requeridos para el crecimiento y desarrollo de las
plantas por ejemplo; azUcares, proteinas, lipidos y almidon. En las plantas,

tales compuestos son a menudo concentrados en semillas y 6organos
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vegetativos de reserva y son necesitados para el desarrollo fisiolégico por su

papel en el metabolismo de las células basicas. (Vijayvergia et al., 2009)

Como se ha venido resaltando las proteinas representan unos de los
metabolitos primarios de mayor importancia y sobretodo en condicién in vitro
donde se necesitan para promover el adecuado crecimiento y desarrollo de las
vitroplantas. Como se puede observar el comportamiento del contenido de
proteinas es el mismo que se obtuvo en la fase de multiplicacion con diferencia
de una mayor disminucion en la accesion que mejor crecimiento presento bajo
estas condiciones (Subinerme). Aqui se reafirma la estabilidad adquirida en el
metabolismo de las vitroplantas de las tres variantes con un mejor uso por
parte de las accesiones ya que estas presentaron un mayor crecimiento asi
como una mayor produccion de brotes. Ayala y Alcaraz (2010) también
obtuvieron diferencias significativas en el contenido de proteinas entre
Paulownia imperialis y P. fortunei en la evaluacion del estrés salino en
condiciones in vitro destacandose la primera como la de mayor contenido asi

como también la de mayor resistencia al estrés.

Ademas, los resultados obtenidos apuntan a que no existen cambios en la
sintesis de proteinas necesarias para el crecimiento debido a que tales
cambios afectarian a varias enzimas implicadas en la fotosintesis (RUBISCO) y
a la sintesis de celulosa y lignina (PAL, glucano sintetasa) (Lopez, 1996). La
ausencia de estos dos procesos de vital importancia para las plantas
significaria la falta de sintesis de importantes metabolitos lo que resultaria en
un gran desbalance en el metabolismo y en casos extremos a la muerte de las
mismas. Esto coincide con los resultados ya que no hubo afectaciéon a la
fotosintesis con la sintesis balanceada de pigmentos (Fig. 24) ademas del
adecuado funcionamiento de los mismos y la ausencia de algun signo de

clorosis en las hojas de las vitroplantas.

4.2.2.2. Carbohidratos totales:

En la figura 26 se observa que las accesiones Subinerme y C-97 no

presentaron diferencia significativa entre ellas mientras que si se diferenciaron
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de la variedad Sac ki que alcanzé el valor mas bajo en contenido de

carbohidratos.

Carbohidratos totales en Enraizamiento (mg/g de Mf)
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Figura 26. Contenido de carbohidratos totales en fase de enraizamiento en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos multiples de Duncan.

Las plantas a partir de la fotosintesis obtienen los llamados fotosintatos que
una vez obtenidos en las hojas se utilizan en la producciéon de energia y en la
formacién de estructuras en las plantas (Borroto et al., 2003). Asi Seth y Sarin
(2012) definen a los carbohidratos como importantes grupos de compuestos del
carbono que son esenciales para mantener la vida. Los carbohidratos ademas
de cumplir una importante funcién estructural son considerados como una
fuente ideal de energia ya que pueden ser facilmente convertidos a glucosa
(Bariya y Pandya, 2014).

El contenido de carbohidratos obtenido resalta la capacidad de crecimiento
observada durante el experimento por parte de las accesiones ya que estas
presentaron un mayor crecimiento y ahijamiento que la variedad Sac ki el cual
tampoco tuvo un mal desempefio. Ya en diversos estudios se han obtenido
diferentes resultados dentro del mismo género y esto se ha atribuido a
multiples razones. La primera razén a esta diferencia son las condiciones
ambientales y nutricionales a las que son expuestos las variantes, los cuales
han presentado una respuesta diferencial entre las accesiones y la variedad
Sac ki y esto se ha observado en cada una de las fases. Ello relacionado con la

capacidad de crecimiento observada, corrobora y reafirma la mayor facultad de
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adaptacion, sintesis y uso de los carbohidratos para el crecimiento que tienen

las accesiones Subinerme y C-97 en condiciones in vitro.

Si se plantea la actividad fotosintética en esta fase mediante la evaluacion del
contenido de pigmentos fotosintéticos (Fig. 24), se observa que de forma
general existi6 un comportamiento similar entre las variantes en cuanto al
funcionamiento del sistema en conjunto (pigmento principal y accesorios). Esto
lleva a suponer que el contenido de fotoasimilatos deberian ser iguales o con
valores cercanos. Segun nuestros resultados existi6 una menor cantidad de
carbohidratos en Sac ki que en las accesiones. Esta reduccion pudiera ser
producto de su mayor uso por parte de la variedad para su crecimiento, aunque
este no fue mayor al de las accesiones que presentaron tanto un mayor
contenido de carbohidratos como un mayor crecimiento. Asi todo, parece
apuntar hacia otro factor que determinaria la produccion de cada una de estas

variantes.

El factor que pudo ser dominante en el contenido de carbohidratos es el
componente genético. Bariya y Pandya (2011) sefialan que los porcentajes
propios de diferentes constituyentes varian considerablemente de acuerdo al
adorno genético y fase de crecimiento. Esto pudiera ser unas de las razones de
esta variacion en esta investigacién ya que el comportamiento fue similar en
todas las fases destacandose las accesiones por encima de la variedad Sac ki.
Cuenca y Vieitez (2000) también reflejaron que fue revelado que la habilidad
por metabolizar diferentes tipos de carbohidratos difiere dentro del reino de las
plantas y las respuestas en cultivo de brotes en diferentes tratamientos de
carbohidratos resultan tener una dependencia genotipica. Todo lo antes
mencionado apunta a las accesiones Subinerme y C-97 como candidatos

validos para la propagacion in vitro.

4.2.2.3. AzUcares reductores:

El andlisis estadistico del contenido de azlcares reductores no presentd
diferencia significativa entre las accesiones evaluadas y la variedad Sac ki (Fig.
27).
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AzUcares reductores en Enraizamiento (mg/g de Mf)

1,77 (a)

1,8 1,47 (a)

1,6
1,4
1,2

1,46 (a)

0,8
0,6
0,4
0,2

Accesiones

M Sac ki M Subinerme Cc-97

Figura 27. Contenido de azlcares reductores en fase de enraizamiento en la variedad
Sac ki y sus accesiones (Clon 97 y Clon Subinerme). Medias con letras distintas
difieren estadisticamente (P<0.05) segun la prueba de rangos mdultiples de Duncan.

A lo largo del proceso in vitro se nota un paulatino incremento del contenido de
azucares reductores hasta su estabilizacién entre todos las variantes en la
actual fase donde estdn mejor constituidos y adaptados los 6rganos tanto de
sintesis como de reserva. Estos hechos se reflejan en los resultados obtenidos
y son apoyados por lo planteado por Larqué et al. (2004) segun el cual en el
henequén con el incremento de la superficie fotosintética, se eleva la
produccion de azlcares que se utilizan para el crecimiento y en Uultima
instancia, se almacenan en el tallo. Estos permiten arribar a la conclusion de
gue entre las tres variantes, se ha llegado por lo menos en esta fase a un punto
de equilibrio en cuanto al metabolismo de la planta relacionado con la sintesis y
uso de azlcares reductores. Esto sugiere ademas que el sistema fotosintético
de las vitroplantas ha llegado a una eficiencia que posibilita la sintesis de
azucares junto con su uso para el crecimiento y su posterior acumulacion. No
obstante, existe una cierta contradiccion en cuanto a la relacion entre el
contenido de carbohidratos totales (Fig. 26) y el de azlUcares reductores donde
los bajos valores de carbohidratos totales crean controversia con los elevados

contenidos de azlcares reductores en la variedad Sac ki.

En adicion a su papel esencial como sustratos en el metabolismo del carbono,
energia y en la biosintesis de polimeros, los azlcares poseen importantes
funciones hormonales tales como mensajeros primarios en la sefal de
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transduccion (Rolland et al., 2002). Por otra parte, en las plantas, la produccion
de azucares mediante la fotosintesis es un proceso vital y el estatus de estos
modula y coordina reguladores internos y sefiales ambientales que manejan el
crecimiento y desarrollo. Aunque el efecto regulador de los azlcares sobre la
actividad fotosintética y el metabolismo de las plantas ha sido reconocido hace
mucho tiempo, el concepto de azUcares como moléculas centrales de
seflalamiento es relativamente novedoso. Recientes progresos han empezado
a revelar los mecanismos moleculares subyacentes a vias de sefialamiento de
azucares en las plantas, incluyendo la demostracion de la Hexokinasa como un

sensor que modula la expresion genética (Smeekens, 2000).

Experimentos bioquimicos, moleculares y genéticos han apoyado el papel
central de los azucares en el control del metabolismo, crecimiento y desarrollo
de las plantas y han revelado interacciones que integran la luz, el estrés y el
sefialamiento hormonal (Finkelstein y Gibson, 2002) ademas de la coordinaciéon
del metabolismo del carbono y del nitrégeno (Coruzzi y Zhou, 2001). Esto pone
de manifiesto el amplio rango de accion y efectos que pudieran tener los

azucares sobre el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas.

La fotosintesis es activa primeramente en las células del mesoéfilo de hojas
maduras y los fotosintatos son transportados ante todo, como sacarosa a los
meristemos y organos en desarrollo tales como hojas jévenes, raices, flores,
frutos y semillas. La luz y los azUcares regulan estas actividades de crecimiento
mediante una modulacién coordinada de expresion de genes y actividad de
enzimas en tejidos tanto de exportacion de carbohidratos (fuente) como de
importacion (sumidero) (Rolland et al., 2002). Esto asegura la 6ptima sintesis y
uso de carbono y recursos energéticos y posibilita la adaptacion del
metabolismo del carbono a los cambios de condiciones ambientales y la
disponibilidad de otros nutrientes (Coruzzi y Bush, 2001). En general, el bajo
contenido de azucares incrementa la fotosintesis asi como la movilizacion de
reservas, mientras que la abundante presencia de azlcares promueve el

crecimiento y el almacenamiento de carbohidratos.

Cheng et al. (2009) concluyeron en su estudio que la acumulacion de productos

finales de la fotosintesis en hojas disminuyé la eficiencia fotosintética y el
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intercambio de gases en hojas de melocoton (Prunus pérsica L.). Sin embargo,
el elevado contenido de productos finales no tuvo una directa retroalimentacion
sobre la actividad de las enzimas relacionadas con el metabolismo del carbono
en condiciones in vitro. Asi, cambios en la eficiencia fotosintética como
respuesta a la acumulacion de azucares puede resultar en un efecto negativo
sobre la eficiencia fotosintética. También sefalan la posibilidad de que la
acumulacion de azucares pudiera regular la fotosintesis en hojas mediante la
desactivacion de algunas hormonas claves en la fijacion del carbono, como la
RUBISCO.

Lo antes mencionado confirma los resultados obtenidos debido a que el
contenido de azlcares obtenidos en esta fase se corrobora con los niveles de
crecimiento alcanzados por las variantes atribuyéndose estos resultados al
papel que tienen los azucares reductores en la regulaciéon y modulacion de la
expresion de genes y la actividad de importantes enzimas, en la éptima sintesis
y uso de recursos energéticos y de la regulacion del metabolismo, crecimiento
y desarrollo de las plantas. Sin embargo la afectacion de la actividad
fotosintética por acumulacién de azucares en la relacion Fuente-Sumidero
qgueda una contradiccion ya que la actividad fotosintética en esta fase (Fig. 24)
tuvo un buen desempefio que se tradujo en la produccion de los azlcares
usados por las plantas para su crecimiento. Ello significaria que no hubo una
acumulacion tal como para afectar el sistema fotosintético de las accesiones y

variedad.

4.3-Valoracion econdmica

La valoracion econdmica de los resultados obtenidos en la propagacion de dos
nuevas accesiones de henequén y la variedad Sac ki se determinaron en CUP
diferentes indicadores econdmicos como el costo unitario de la vitroplanta

(tabla 4), los ingresos, el costo por peso, las ganancias y la rentabilidad.
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Tabla 4. Célculo de costo unitario para la micropropagacion de accesiones y
variedad

Monto CUP Monto CUC
Medio de establecimiento (40 L) - 22,75
Medio de multiplicacion (112 L) - 640,69
Medio de enraizamiento (112 L) - 845,87
Frascos para cultivo (6000) - 1200,00
Hipoclorito (20 L) 66,60 -
Detergente (36 cajas) - 50,76
Gas Licuado (6 balones) 66,00 2,58
Miscelanea - 100,00
Autoclave (959 horas) 1342,60 234,95
Flujo Laminar (2080 horas) 524,16 91,73
Estufa (520 horas) 218,40 38,22
Destilador de agua (900 horas) 1260,00 220,50
1 Refrigerador (8640 horas) 414,00 72,58
1 Aire acondicionado 1 Tn (2080) 499,20 87,36
2 Aire acondicionado 2 Tn (2080) 7000,40 1149,12
Mano de Obra (3 Técnicos) 10 000,32 -
Depreciacién de equipos 519,60 -
Depreciaciéon de edificio (6%) 1591,65 -
Aclimatizacion (200000 plantas) 1800,00 480,00
Gastos Totales 25303,53 5237,12
10% Gastos Indirectos 2530,35 523,71
Costo unitario de la vitroplanta 0,159 0,01
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Segun los calculos realizados se deben producir después de cuatro sub-
cultivos 15006 plantas de Sac ki, 25600 plantas de C-97 y 62500 plantas de la

accesion Subinerme.

Si segun la tabla 4 el costo por unidad producida de planta es igual a 0,16 CUP
entonces el precio de venta de cada plantula se fijaria a 0, 2 CUP aplicandole
un 20% de los costos.

Tabla 5. Indicadores econdmicos y de multiplicacion para las accesiones
Subierme, C-97 y la variedad Sac ki

Indicadores Sac ki C-97 Subinerme
indice de 3,5 4,0 5,0
multiplicacion

Ingresos (CUP) 3001,20 5120 12500
Costo total (CUP) 2400,96 4096 10000

Costo por peso 0,8
Ganancias (CUP) 600,24 1024 2500
Rentabilidad (%) 25

En la tabla 5 se observa que las ganancias son mas altas en las accesiones C-
97 y Subinerme respectivamente aunque la rentabilidad obtenida es igual en
todas las accesiones incluyendo la variedad Sac ki. Esto demuestra que la
rentabilidad econdmica no se afecta por el empleo de la propagacion in vitro y
sugiere que esta es una via alternativa eficiente para la rapida introduccion de

este material vegetal en la produccién.

4.4-Analisis Ambiental

La biodiversidad es uno de los pilares esenciales para la sostenibilidad de
todos los sistemas agricolas y la industria henequenera no es una excepcion a
esta regla. La diversidad de especies dentro de cada sistema de produccion
agricola trae consigo numerosos beneficios los cuales permiten reducir la
incidencia de plagas y enfermedades asi como la diversificacion de la

produccion entre otros.

La industria henequenera en la isla de Cuba se encuentra en una situacion

critica ya que esta constantemente amenazada por el gran espectro de
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consecuencias que conlleva la falta de biodiversidad en cuanto a las
variedades empleadas en la misma. Asi mismo el hecho de que en Cuba se
emplee solamente la variedad Sac ki mantiene altos los riesgos de incidencia
de plagas y enfermedades. Esto se puede traducir en grandes pérdidas en el
rendimiento y por ende en el aspecto econdmico que en muchos casos

representa la razén de ser de la industria henequenera.

El estudio realizado en el CEBIO contribuira a la reduccion del problema antes
mencionado mediante la introduccion de nuevas accesiones a partir de su
propagacion in vitro. Estas accesiones por poseer mejores caracteristicas
productivas que la variedad Sac ki permitiran la obtencion de materiales de
mejor calidad, con mayores rendimientos y posibilitardn un trabajo mas
humanizado por la ausencia de espinas en el clon Subinerme ademas de
reducir el riesgo de ataques por plagas y enfermedades asi como las pérdidas

econdmicas relacionadas con tales causas.
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Conclusiones

Se logro el establecimiento in vitro de las accesiones Subimerme y Clon
97 con buenos resultados en comparacién con la variedad Sac Kki.

Las accesiones presentaron una respuesta positiva al inducirse la
formacion de brotes junto con la variedad Sac ki a las 4 semanas de
encontrarse en la fase de multiplicacion, destacandose la accesion
Subinerme por presentar una mayor proliferacion y mejor estado
fisiologico.

El enraizamiento de la variedad Sac ki y las accesiones ocurrié de forma
similar, sefialando estas ultimas con una mejor respuesta fisioldgica tras
la aparicion de sus raices.

Se logré una exitosa propagacion in vitro de las accesiones Subinerme y
C-97 las cuales mostraron una mejor respuesta fisiolégica en
comparacion con la variedad Sac ki, donde Subinerme resulté ser

indudablemente la de mejor respuesta.
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VI,

Recomendaciones

Proceder a la micropropagacion masiva de estas accesiones para su
uso en la industria propiciando una mayor biodiversidad en la produccién
henequenera.

Continuar el estudio de estas accesiones en la etapa de aclimatizacién
para posibilitar su introduccion asi como la reafirmacién del
comportamiento de las mismas en condiciones de campo.

Llevar a cabo un estudio biomolecular para una mejor descripcion

genética de las accesiones Subinerme y Clon 97.
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