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1. RESUMEN

Nuestro principal objetivo en esta investigacion es restaurar y conservar los
agaves silvestres en peligro de extincion, utilizando herramientas de
biotecnologia vegetal y microbiana incluyendo estrategias de nanotecnologia y
quimica. Elegimos al Agave marmorata como modelo de estudio, debido a su
bajo indice de germinacion, ciclos reproductivos mas altos (hasta 15 afios) y
actualmente por su importancia econdmica como fuente de produccién de
mezcal. La seleccion y establecimiento de lineas clonales comenzé con la
germinacién de varios sub-lotes de 400 semillas durante 2 periodos de tiempo
en 2016 y 2017. Las plantulas con la tasa de germinacion mas alta se
presentaron en los primeros 5 dias y se establecieron en el medio Murashige y
Skoog (MS) adicionado con 5 mg/L (22.2 pmol) de 6-Benzylaminopurina (BAP)
para inducir brotes adventicios. A partir de 10 lineas clonales, la AM20, AM31,
AM32 y AM33 tuvieron la capacidad de producir 30 a 80 brotes adventicios en
un periodo de 2 meses. Este experimento fue analizado estadisticamente
usando una ANOVA multifactorial (Prueba de Tukey, p=0.05), que demostré que
la linea AM32, es la mejor para el manejo futuro en un invernadero. Por otro lado,
las plantas de cada linea fueron inoculadas con 6 bacterias endofitas.
Achromobacter xylosoxidans y Curtobacterium flaccumfaciens mostraron la
mejor compatibilidad con AM32, y tienen una gran influencia para la produccién
de nuevas hojas, mejorar tanto el nUmero de raices y su longitud, Ademas,

aumentar la biomasa vegetal bajo una limitacion nutricional.



2. ABSTRACT

Our main objective in this research is to restore and conservation of wild Agaves
that are endangered, using tools of plant and microbial biotechnology including
nanotechnology and chemical strategies. We choose the Agave marmorata as
the plant model, because of its low germination index, higher reproductive cycles
(up to 15 years) and currently by their economic importance as mescal production
source. The selection and establishment of clonal lines started with the
germination of several sub-lots of 400 seeds during 2 periods of time in 2016 and
2017. Seedlings with the highest germination rate occurred in the first 5 days
were established in Murashige and Skoog (MS) medium added with 5 mg/L (22.2
pmol) of 6-benzylaminopurine (BAP) to induce adventitious shoots. From 10
clonal lines, only the AM20, AM31, AM32 and AM33 have the ability to produce
30 to 80 adventitious shoots in a period of 2 months. This experiment analyzed
statistically with a Multifactor ANOVA (Tukey test, p= 0.05), showed that AM32
line as the best for future management in a greenhouse. On the other hand, the
plants of each line were inoculated with 6 endophytic bacteria. Achromobacter
xylosoxidans and Curtobacterium flaccumfaciens showed compatibility with
AM32, and having great influence for the production of new leaves, enhance both
number of roots and their length, in addition to the increase of plant biomass

under nutritional limitation.



3. INTRODUCCION

Las plantas evolucionaron en la presencia de microorganismos, y las funciones
claves para el éxito evolutivo y persistencia de ambos organismos en la tierra
son atribuidos a la simbiosis. A través de los milenios que conllevo la
domesticacion, los cultivos y sus semillas se sometieron a diferentes tendencias
de adaptacion que permitieron una rapida especiacion y divergencia que
fenotipica y genotipicamente distingue a sus antecesores silvestres. Promovidos
por estos procesos dinAmicos también los microbiomas han co-evolucionando
con las plantas. Una gran cantidad de estudios revelan una inesperada
diversidad microbiana y abundancia dentro de las semillas con endofitos
bacterianos como componentes simbidticos principales. Es claro que el clima, la
geografia y el genotipo del microbioma de las semillas, ademas de la
domesticacion y el manejo agricola intensivo han modificado la microbiota de las
semillas, originando una pérdida de la diversidad de los microorganismos
simbidticos, que en consecuencia han generado problemas en la salud,
adaptacion y resistencia de las plantas a los cambios climaticos. En orden de
mejorar la adaptabilidad, sobrevivencia y productividad de los cultivos a los
nuevos efectos del cambio climatico, la utilizacién de los simbiontes de las
semillas son ahora una alternativa a la mitigacion y resiliencia al estrés

ambiental.

Como simbiontes microbianos, los “endéfitos” son importantes componentes del
micro-ecosistema de las plantas (Beltran-Garcia et al., 2014; Macedo-Raygoza
et al., 2019). Los microbios endofitos residen en el interior de los tejidos y se
asocian a una vasta mayoria de especies de plantas encontradas en

ecosistemas naturales y manejados por el hombre. Esta asociacion con las



plantas contribuye en muchos aspectos del funcionamiento, tales como la
germinacion de las semillas, suplir y/o asimilar eficientemente nutrimentos,
resistencia contra patdgenos y contra factores abidticos (calor, frio, sequia,
excesos de radiaciones electromagnéticas, entre otros) y en la producciéon de
metabolitos activos (Prieto et al., 2017). En ambientes aridos y semiaridos, la
presencia de microorganismos colonizadores de las semillas son esenciales
para el establecimiento de las plantas. Sin embargo, poco sabemos acerca de la
funcionalidad de las bacterias enddfitas transmitidas por las semillas en especial

en los agaves.

Los Agaves son parte del panorama éarido y semiarido del centro y norte de
México y del suroeste de los Estados Unidos. Tienen un metabolismo
especializado (CAM, o metabolismo del &cido crasulaceo), el cual es un modo
fotosintético especializado que evoluciono de la fotosintesis Cs en respuesta a la
limitacién de agua y CO2 y que ha permitido la colonizaciéon de los ambientes
semiaridos en ausencia de agua y a temperaturas de 60°C (Abraham et al.,
2016). La naturaleza de las hojas en composicion y estructura permite la fijacién
de COg2, y otras reacciones bioquimicas vitales durante periodos extendidos de
sequia hasta por mas de 7 afios. La domesticacion y propagacion extensiva de
las especies de agave se hace estrictamente con fines comerciales. La
utilizacion de los hijos derivados del rizoma como vehiculos de propagacion, ha
causado la perdida de variabilidad genética y esto ha hecho susceptible a los
cultivos a enfermedades causadas por bacterias y hongos, que reducen el
namero de plantas utilizables para la elaboracién de bebidas destiladas (Vega-
Ramos et al., 2013; Ramirez-Ramirez et al., 2017). Otro punto importante para

resaltar como parte de la perdida de los agaves como recursos bioticos es la



explotacion excesiva de especies silvestres que las ha condenado a la extincion.
Agave marmorata (Roetzl), es una especie que pudiera ser extinguida por su
explotacion como materia prima para la produccion de mezcal. La planta se
reproduce sexualmente cada 20-25 afos, las flores y sus semillas se forman en
una estructura aérea denominada “quiote”. Las semillas tienen un alto indice de
germinacion comparadas por ejemplo con A. tequilana, que no es superior al
30%. Sin embargo, para la produccion de los destilados, no se permite la

formacion del quiote, por lo que esta opcion de reproduccion se ve disminuida.

Consideramos a este trabajo de investigacion de Maestria como la continuacién
de un proyecto que comenz6 en 2016, donde se busca la restauracion y
conservacion de A. marmorata. Primeramente, hemos estudiado el microbioma
de las semillas (Martinez-Rodriguez, 2017) y ahora tenemos una coleccién de
bacterias para ser reintroducidas en las plantas. Pretendemos fortalecer la
adaptaciéon y sobrevivencia en su ecosistema. Sin embargo, se deben crear
lineas clénales que mantengan una diversidad genética, y que al enriquecerlas
con las bacterias se evaluen los efectos de dichos microorganismos en la
resistencia a estrés biético y abiético. Por lo que este trabajo explora la obtencion
y seleccion de lineas clonales derivadas de semillas de A. marmorata usando
herramientas de biotecnologia vegetal y cultivo de tejidos. En los estudios de
micropropagacion clasicos, siempre evalian a partir de un explante, las
respuestas del tejido la adicion de diferentes hormonas; en este caso no se
afiadieron fitohormonas al inicio si no hasta el momento de inducir la brotacion.
También se evaluo el efecto de algunas bacterias enddfitas derivadas de las
semillas tanto de A. marmorata como de A. tequilana. Estos resultados nos

ayudaron a seleccionar las lineas potenciales y su compatibilidad con las



bacterias endodfitas que usariamos en una inoculacién futura en presencia de

nanoparticulas de plata, oro y zinc, con fines una colonizacion efectiva y rapida.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Agave marmorata Roezl sufre de sobreexplotacién debido a la gran demanda
para la produccidon de mezcal “tepextate”, lo que ha disminuido a las poblaciones
de plantas silvestres por extraccion de su habitat y por el manejo que se da al
cultivo para evitar la disminucion de azucares fermentables, ya que para esto se
debe eliminar el quiote, lo que limita que la planta se reproduzca de forma sexual.
La disminucién de las poblaciones de plantas alteran el ecosistema, incluyendo
a polinizadores y otros organismos asociados a las plantas. Por otra parte, Agave
tequilana Weber var. Azul, quien ahora es una planta extinta en estado silvestre,
por lo que en la actualidad Unicamente se tienen monocultivos, que son
afectados por enfermedades y plagas debido a su perdida de variabilidad
genética. En consecuencia, el ecosistema se degrada y se compromete la
biodiversidad del Pais. Por otra parte, la perdida de la planta limitara el desarrollo
socio-economico de la region, generando problemas econémicos serios y la

migracion del campo a las ciudades o a otros paises como los Estados Unidos.

Hasta ahora no existen estudios que apoyen la conservacion y la restauracion
de un ecosistema mediante estrategias biotecnoldgicas que soporten la
produccion de plantas que se adapten y sobrevivan al estrés medioambiental.
Por lo que en este proyecto buscamos la conservacion del A. marmorata Roetz!
como un modelo que nos ayude a establecer las estrategias y la metodologia
para la seleccion y reproduccién in vitro y su posterior re-introduccion al

ecosistema. Asi como la busqueda de la restauracién genética y mejoramiento



del cultivo de A. tequilana Weber mediante la inoculacibn con sus

microorganismos endofitos (Martinez-Rodriguez, 2017 tesis de licenciatura).

Los conocimientos que se generen en este proyecto apoyaran programas de
restauracion y conservacion de otras especies de importancia ecoldgica y
econOmica, plantas del desierto y de otros ambientes que son explotadas con
fines medicinales o para la obtencibn de biocombustibles. Estas podrian
desaparecer en algunos afos si no se manejan adecuadamente. Asi también la
reintroduccion de las plantas apoyaré la alimentacion de las especies animales
(polinizadores entre otros), asi como el sostén de la diversidad que se tiene en

flora.

Para lograr nuestro objetivo principal, debemos reintroducir al ambiente lineas
clonales de plantas producidas por micropropagacion “sin modificaciones
genéticas” y enriquecidas con sus propios microorganismos. El conocimiento de
la ecologia microbiana enddfita en las semillas, y la dinamica de sucesion de las
bacterias enddfitas de la semilla a la planta, nos dio la informacion necesaria
para entender el proceso de implantacion y adaptacion de la planta a su
ambiente, ya que la pérdida de los microorganismos limitd el desarrollo. Por otra
parte, esperamos que a través de técnicas de cultivo in vitro seleccionar el tejido
vegetal derivado de la semilla que sirva para la generacion de clones con
caracteristicas fenotipicas Unicas como el desarrollo, formacién de hojas y
crecimiento de la raiz. Una vez propagadas las lineas clonales aplicaremos

bacterias enddfitas para determinar los efectos en el crecimiento de la planta.



5. JUSTIFICACION

Los agaves tienen su centro de origen en México, el 75% de las especies se
encuentran distribuidas en las zonas aridas y semiaridas del pais, incluyendo el
sur de los Estados Unidos. Algunas de estas especies silvestres estan siendo
sobreexplotadas con fines industriales, especialmente en la produccion de
bebidas alcohdlicas como el mezcal, llegando a la extincion. Desde el punto de
vista ecoldgico la pérdida de estas poblaciones alteran las interacciones de los
organismos, la diversidad de especies vegetales y animales, asi como la
sustentabilidad del &rea, con impactos medioambientales y econdmicos
negativos. Por otra parte, hemos domesticado a las plantas por la demanday se
han masificacion territorialmente en un monocultivo. En consecuencia hay
pérdida genética y susceptibilidad a enfermedades, baja viabilidad del polen y
por consiguiente una baja germinacion. Para atender esta problemética se deben
desarrollar estrategias que combinen de biotecnologia vegetal y quimica para

evitar la extincion de especies utilizadas por el hombre.

Esperamos con este trabajo en un sentido de investigacion béasica entender el
papel que juega la microbiota enddfita en la resistencia a estrés biotico y la
adaptabilidad de las lineas clonales a condiciones adversas y en un sentido
practico desarrollar la metodologia que servira para restaurar y conservar el
ambiente donde se desarrolle el género agave, extrapolando este modelo a otras
especies de plantas. En consecuencia podran generarse patentes de los
procesos, estrategias y una cultura sustentable del tequila, el mezcal y otro

producto derivado de los agaves



6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Seleccionar lineas clonales de Agave marmorata Roezl para la propagacion de
tejido vegetal con fines de restauracion de un ecosistema y su evaluacion sobre

los efectos de la planta, a partir de la inoculacidén de bacterias enddfitas.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Seleccionary establecer lineas clonales de A. marmorata derivadas de un
banco de semillas bajo criterios de porcentaje y velocidad de germinacion
mediante un comparativo multiple de medias y el vigor determinado por
longitud de la plantula y numero de hojas verdaderas.

2. Determinar indice de brotacion de las lineas seleccionadas en el objetivo
1 en un periodo de induccion por dos meses usando un andlisis
estadistico multifactorial.

3. Evaluar el efecto de compatibilidad y en el crecimiento de las lineas
clénales seleccionadas de A. marmorata inoculadas con las bacterias
endodfitas como: Achromobacter xylosoxidans, Alcaligenes faecalis,
Bacillus tequilensis Curtobacterium flaccumfaciens, Enterobacter cloacae,
y Pseudomonas aeruginosa evaluando parametros de peso, generacion

de hojas nuevas y efecto sobre la raiz.



7. ANTECEDENTES

7.1. El género Agave: importancia ecoldgica
El Agave comprende 211 especies pertenecientes al orden Asparagales, de las
cuales en México se encuentran el 75% de las especies totales reportadas a
nivel mundial, correspondientes a 159 especies endémicas en el pais (Garcia-
Mendoza, 2011). Es probable que este linaje surgié hace 10 millones de afios en

el territorio del Altiplano Mexicano (Narvaez y Sanchez, 2009).

Este género presenta grandes adaptaciones evolutivas permitiendo una
adaptacion y aclimatacion efectiva en ambientes aridos y semiaridos (desiertos),
bosques, selvas, desde el nivel del mar (A. colimana), hasta en la montafia a
altitudes de 3,400 metros, ambas pueden desarrollarse en suelos escasos de
nutrientes (Huerta-Lovera et al., 2018). Las plantas tienen una alta capacidad de
sobrevivir en condiciones extremas u hostiles como sequia, fluctuacién de altas
temperaturas y condiciones de iluminacién, asi como la eficiente toma de CO2y
el manejo de la evapotranspiracion a través del metabolismo del acido de
crasulaceo (CAM por sus siglas en inglés), una alternativa fotosintética en la
vegetacion desértica donde las temperaturas llegan a los 60°C (Abraham et

al.,2015).

Las raices de los agaves llegan a penetrar hasta aproximadamente 30 cm en el
suelo, sin embargo, sus raices son finas y superficiales y pocas en numero, lo
cual facilita la absorcion de agua de lluvia, ya que en su habitat natural no se
tiene una gran densidad de agua que llegue al subsuelo (Martinez-Salvador et
al, 2005, Campos et al, 2014). La epidermis de sus hojas varia segun las

diferentes especies, generando diversos tamafos de células alargadas y con
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diferente nUmero de estomas, asi como las camaras de los estomas, cada una

de las adaptaciones en beneficio de la sobrevivencia (Monja-Mio et al, 2015).

En México desde hace siglos las plantaciones de Agave han sido establecidas
por los brotes que se forman desde su rizoma, mejor conocidos como “hijuelos”
mediante reproduccién asexual (Figura 1). A este tipo de reproduccion se le
conoce por la eficiencia y rapidez para el establecimiento de las plantas. Hoy en
dia se sigue usando, especialmente por el beneficio econdémico; sin embargo, la
planta tienes mas variantes de esta reproduccién, por ejemplo produce brotes
(bulbillos) en la inflorescencia de la planta, cuando no fue exitosamente
polinizada. Esto asegura su propagacion, colonizacion y sobrevivencia como una

especie competitiva.

Sin embargo, estos tipos de propagacién ponen en riesgo la diversidad de las
especies por que hace propensa a la planta a la susceptibilidad de plagas y
enfermedades de las poblaciones clonales comerciales, como es el caso del
Agave tequilana, ademas de ser afectado por factores climaticos (Garcia-

Mendoza, 2007, Huerta-Lovera et al, 2018).

La reproduccion sexual, debido a que las plantas son semélparas (que llegan a
florecer solo una vez en su vida), producen una inflorescencia mejor conocida
como “quiote” el cual marca el fin de su ciclo de vida (Figura 1). Esta estructura
puede aparecer entre 4y 25 afios, dependiendo de la especie de Agave. Durante
el crecimiento de la planta se almacenan azucares en su pseudotallo (pifia), una
vez que la planta llego a su maduracion son utilizados para el desarrollo del

quiote partiendo del meristemo apical del agave.
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Figura 1. Morfologia de las plantas de Agave. Hojas con espinas en el margen
y dispuestas en roseta del tallo (Paniculadas). Estructuras de reproduccion:
inflorescencia generada a partir del meristemo apical. Se reproduce sexualmente
por la produccién de flores, que al ser polinizadas generan un fruto tipo capsula
y sus semillas fértiles son de color negro. Su reproduccién asexual es por medio

de bulbillos en la inforescencia o hijuelo desde el rizoma.

El “guiote” puede llegar a alcanzar los 6 metros de altura. Las flores tienen
diferentes grados de suculencia, son bisexuales, tubulares y con el ovario infero,
tienen 6 tépalos los cuales pueden ser de color verdoso-amarillo, amarillo o
incluso rojizos dependiendo de la especie, posee 6 estambres y el estilo muy

largo debido a que sobre pasan los tépalos. En la base del tubo se encuentran 3
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nectarios, una vez que son polinizadas las flores se genera un fruto con forma
de capsula, trilocular donde las semillas se encuentran dispuestas en dos hileras
por léculo, de color negras las fértiles, son aplanadas y estan rodeadas por un
ala corta en la parte distal (Garcia-Mendoza, 2007; Martinez-Rodriguez, 2017

tesis de licenciatura).

La multiplicacién a través de las semillas aumenta la variabilidad genética y
puede llegar a disminuir el daflo que puede ser ocasionado por plagas y
enfermedades (Valenzuela-Zapata y Nabhan, 2003). El 46.3% del territorio de
México mantiene numerosos endemismos gracias a la plasticidad genética del
agave Yy las relaciones bibticas con otros organismos, tales como sus

polinizadores (Garcia-Mendoza, 2007).

Estudios realizados en las flores de los Agaves sugieren una adaptacion a la
polinizacién de murciélagos o quiropterofilia. Estas llegan a producir un polen
rico en proteinas y abundante néctar, por lo cual las flores en la noche huelen a
fruta madura y amoniaco, un olor atrayente para abejas, colibries y murciélagos

(Slauson, 2000; Trejo-Salazar et al., 2015; Bonbon-Palomares et al., 2018).

Sin embargo, la eliminacién de diferentes estructuras de las plantas antes y
durante la floracion, como la eliminacién del quiote no permiten la generacion del
fruto, por lo que no se producen semillas con la variacion genética que influya en
una mayor adaptacion a condiciones climaticas, obteniendo una baja en sus
poblaciones silvestres (Garcia-Moya et al., 2011; Huerta-Lovera et al., 2018).
Esto es de gran importancia ya que afecta a terceros con la destruccion de
habitats naturales de las especies que son polinizadores y cuya supervivencia

depende del consumo de néctar de agave.
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Ademas de estas pérdidas por factores abioticos, encontramos: el uso excesivo
de fertilizantes que debido al manejo no ayudan a la planta, asi como el uso de
fungicidas e insecticidas que resultan en la degradacion de los suelos, erosion,
pérdida de la microbiota del suelo (bacterias y hongos), la contaminacién de los
mantos acuiferos, saturacion de metales pesados, alteracion de ciclos biolégicos
de insectos, aves y mamiferos lo cual provoca un desequilibrio ecoldgico en el

ambiente donde esta planta se desarrolla.

7.2. ¢Por qué es ecolégicamente importante la propagacion del
Agave?
El cultivo de Agave es importante para la produccion de bebidas alcohdlicas. La
comercializacion de los destilados de agave aument6 la demanda y la necesidad
de abarcar grandes areas para el cultivo, como ha sucedido con las especies A.
inaequidens, A. maximiliana, A. tequilana, A. potatorum, A. salmiana, por medio
de la propagacion asexual de los hijuelos, dejando las plantas susceptibles a
enfermedades fungicas (Fusarium oxysporum) y bacterias (Pectobacterium
carotovora) lo cual reduce el nimero de plantas utiles para produccion (Vega-
Ramos et al., 2013; Ramirez-Ramirez et al, 2017). Por otro lado, se tiene las
especies con aprovechamiento econdémico que no han sido domesticadas, con
una sobreexplotacion en su ambiente silvestre. Como hemos mencionado antes,
el Agave marmorata Roezl esta en peligro de extincion por su uso en la

produccion de Mezcal en Oaxaca.

La extincion de poblaciones de origen silvestre (Agave tequilana) alteran el
ecosistema que incluye a algunas especies animales (Vargas-Ponce, et al.,
2007), entre estos los murciélagos Leptonycteris nivalis, L. yerbabuenae y

Choeronycteris mexicana, insectos Apis mellifera y Lasioglossum lasioglossum,
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colibris Lampornis clemenciae y aves del orden passeriformes Mimus

polyglottos de la propia region (Medellin, 2016; Ornelas et al., 2002).

Muchas de las especies de murciélagos son migratorios y estan bajo proteccion
en dos categorias: amenazadas y en peligro. Lo cual, hace que el alimento que
se obtenga en la zona de México sea primordial para su viaje y polinicen el Agave
(Trejo-Salazar et al, 2016). Estudios de Ornelas et al, 2002 comprueban un
proceso co-evolutivo entre los agaves y los murciélagos, adaptando la
morfologia de su lengua a la estructura floral, proporcionando alimento y

facilitando la polinizacion (Figura 2).

Figura 2. Choeronycteris mexicana quirdptero nocturno polinizando

inflorescencias de Agave. Imagen obtenida de la Lista roja-Unidad Internacional

para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2016).

Debido a la migracion de las especies ayudan a mantener un espectro amplio en
la conectividad genética de las especies de Agave. Como estrategia para
proteger a los murciélagos, los productores de mezcal con A. cupreata adoptaron

la practica de permitir que el 10% de las plantas en un cultivo florezcan, de modo
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gue se mantenga el alimento de los polinizadores y se de origen a una nueva
generacion de agaves a partir de semillas (Trejo-Salazar et al., 2016). El proyecto
Programa de Conservacion de los Murciélagos de México (PCMM) ha sido
exitoso, se dejo florecer el 2% (7,000 inflorescencias) de A. tequilana, logrando
rescatar a la especie Leptonycteris yerbabuenae con la cual tiene una estrecha
relacion. En 1994, esta especie se encontraba en categoria de amenazada por
la NOM-059, en el 2008 se consideré como vulnerable, para finalmente en el
2013 su nombre fue sacado de la Norma por descubrimientos de poblaciones

estables y en crecimiento (National Geographic, 2015).

Publicaciones recientes han evaluado las comunidades microbianas de los
murciélagos nectarivoros y otros (Galicia et al., 2014; Carrillo-Araujo et al., 2015;
Banskar? et al., 2016, Banskar® et al., 2016). Analisis hechos por nuestro grupo
de investigacién encontré un vinculo con comunidades bacterianas endéfitas que
residen en las semillas de Agave (Beltran-Garcia comunicacion personal). Esto
sugiere que la pérdida de la interaccion agave-murciélago afecta la estructura de
los microbiomas de semillas directa o indirectamente a las plantas en funcion de
su resistencia a diversos tipos de estrés abidtico y bidtico en ambientes
semiaridos, ademas de la baja viabilidad del polen por aberraciones
cromosoémicas ante la pérdida de esta interaccion (Beltran-Garcia, resultados no
publicados; Ruvalcaba-Ruiz y Rodriguez-Garay, 2002; Martinez-Rodriguez et

al., 2019).

7.3. Microorganismos de las semillas
Las plantas evolucionaron en presencia de microorganismos y el establecimiento
de una simbiosis influyé en la permanencia y desarrollo de estos organismos en

la tierra. Los microorganismos benéficos fueron seleccionados por las plantas

16



para mejorar su adaptacion y salud. Algunos de esos microorganismos benéficos
pueden ser trasmitidos verticalmente via las semillas por muchas generaciones,
como microbios permanentes. Sin embargo, los microbios transportados por las
semillas pueden ser transitorios y originados de la transmision horizontal
(principalmente por el suelo). Las comunidades microbianas sobre o dentro de
las semillas han sido detectados desde principios de 1840. Muchos de esos
estudios se enfocaron en determinar el potencial patogénico de los microbios
transportados, que sean capaces de promover la dispersién de enfermedades
entre los cultivos (Munvold, 2009). Hoy, estamos conscientes que las plantas son
colonizadas por una diversidad de comunidades microbianas que incluyen
bacterias, hongos, arqueas y protistas como epifitos (sobre) o enddfitos (dentro)
de las semillas. Las mismas especies microbianas son capaces de colonizar la
episfera (superficie externa) y la endosfera (tejido interno) de las plantas,
indicando que existe un patrén continuo de colonizaciéon que es acompafiado
desde afuera hacia adentro de los tejidos o viceversa. El primer manuscrito que
hace referencia a la presencia de enddfitos fue en semillas comerciales de frijol
(Phaseolus vulgaris). Se identificaron 23 bacterias, que fueron confirmadas como
no patogénicas. El autor sugiri6 que estas bacterias son estrictamente
comensales o mutualistas. A través de los afios muchos estudios han sido
realizados para descifrar la diversidad y el tipo de estructura de la comunidad
microbiana endofita de las semillas de 62 especies de plantas reportadas en mas
de 50 estudios donde predominantemente se han caracterizado los phylum vy
clases Gammaproteobacteria, Bacillus y Actinobacteria (Shazad et al., 2018).
Actualmente hay 155 géneros bacterianos detectados dentro de las semillas de

varias plantas; sin embargo, muchas de esas bacterias han sido detectadas
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esporadicamente, y solo una pequefia fraccion de esas especies han sido
consideradas parte del nacleo del bacterioma de las semillas. Algunas de esas
bacterias no han sido detectadas en algun otro tejido de la planta, lo que sugiere
que el ensamblaje del bacterioma de las semillas y su estructura son una
combinacion de transmision vertical y horizontal concomitante. Las especies de
bacterias de los géneros Bacillus, Curtobacterium, Methylobacterium,
Microbacterium, Microccocus, Paenibacillus, Pantoea, Pseudomonas,
Rhizobium, Sphingomonas, Staphylococcus, y Xanthomonas son los mas
prominentes. Seguidos de Acidovorax, Acinetobacter, Brevibacillus,
Burkholderia, Corynebacterium, Enterobacter, Enterococcus, Erwinia,
Flavobacterium y Stenotrophomonas, con mas de 5 cepas aisladas por cada

género (Hardoim, 2019).

7.4. Funciones mutualistas de los endofitos en las semillas.
Durante la germinacion y el desarrollo, las plantulas estdn en una etapa
vulnerable y todas las interacciones con los microbios tienen un impacto dréstico
en la composicion y diversidad en los sistemas naturales. En los sistemas
agricolas, el acondicionamiento de las semillas es un proceso estandarizado
para las semillas comerciales. Esto incluye un tratamiento de las semillas que
activa el metabolismo de pre-germinacion para asegurarse la preservacion de la
integridad del genoma, una uniformidad en la germinacion y un desarrollo rapido
de la plantula (Paparella et al., 2015). Sumado al tratamiento de
acondicionamiento se usan desinfectantes convencionales, productos naturales
bactericidas, fungicidas y pesticidas son afiadidos para disminuir las infecciones
en las semillas y en la plantula recién desarrollada. Estos tratamientos

incrementan la calidad y el rendimiento en los cultivos; sin embargo, los
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tratamientos también reducen la poblacion de microbios benéficos dentro y fuera
de la semilla. La planta cuando interactia con los microbios mutualistas mejoran
la germinacion, el tamafio y peso de las raices y las partes aéreas de las plantas,
la toma de nutrientes, el contenido de clorofila y la tolerancia a la tension biética
y abiotica y el incremento del rendimiento. Las propiedades benéficas de los
microbios a la planta incluyen la fijacion de nitrégeno (Macedo-Raygoza et al.,
2019), la biosintesis y modulacion de fitohormonas incluyendo las auxinas,
giberelinas, citocininas, etileno y poliaminas (Celador-Lera et al., 2018; Shazad
et al., 2016; Jorge et al., 2019; Tavares et al., 2018; Kampfer et al., 2014). Por
otra parte, las bacterias favorecen la asimilacion de nutrientes del suelo como
por ejemplo: la solubilizacién de hierro, fosforo organico e inorganico (Lépez et
al., 2018); mejoramiento de la tolerancia a metales (Sanchez-Lépez et al., 2018)
y actividades antimicrobianas, incluyendo la sintesis de antibiéticos (Verma y

White, 2018; Lopez et al., 2018).

7.5. ¢Cudl es el microbioma del Agave y su efecto sobre la planta?
La gran capacidad para crecer en ambientes extremos han hecho al agave de
interés cientifico y nos hace preguntarnos, ¢como es que logran tal resiliencia?
Ya que se desarrollan bajo condiciones de sequia, exposicion alta de radiacion
UV, cambios abruptos de temperatura (4°C—60°C), crecimiento en suelos
rocosos carentes de nutrientes y bajo condiciones ambientales hostiles. La
supervivencia del Agave, lo convierte en la principal fuente bibtica en los
ambientes aridos. *Resiliencia, ha sido definida como la capacidad de los
organismos en absorber el estrés ambiental y mantener las funciones,

adaptarse, reorganizarse y evolucionar, de tal forma que se mejore la
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sustentabilidad del organismo, de tal forma que este quede preparado 0 sus

generaciones futuras para los futuros cambios.

Usando metagendémica y el analisis funcional in silico se ha analizado la
composicion y diversidad de las comunidades microbianas en especies de agave
silvestres y domesticadas (Fonseca-Garcia et al., 2018). Las bacterias
dominantes pertenecen al filo Proteobacteria, Actinobacteria y Acidobacteria, y
su diversidad es modificada en suelos con bajo contenido de nitrégeno
(Desgarennes et al., 2014). Miembros del filo Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria y Bacteroides comprenden méas del 80% de las comunidades
asociadas a las plantas. Las bacterias se encuentran en practicamente todos los
compartimentos de los tejidos de la planta. Por ejemplo, Martinez-Rodriguez et
al., 2014 encontraron poblaciones de hasta 3 millones de UFC/g de tejido fresco
en plantas de A. tequilana. Sin embargo, el proceso de domesticacion de esta
planta con fines de produccion masiva ha influido en su diversidad microbiana,
con mayor densidad de bacterias y arqueas que de hongos. La clase
predominante en los tejidos de A. tequilana son los Enterobacteriales (filo
Proteobacteria, grupo y-proteobacteria) representando el 43% de la rizosfera y
el 27.6% de los Flavobacteriales (Desgarennes et al., 2014, Coleman-Derr et al.,
2015). La sequia aparentemente no altera la composicion de las comunidades
microbianas, ya que son similares entre especies, lo que sugiere que esos
microorganismos participan en el acondicionamiento de la planta. Por lo que la
adaptacion de los agaves a las areas aridas, ambientes extremos y suelo
nutricionalmente limitados pueden ser mediados no solo por el metabolismo
CAM o la morfologia de la planta, si no también por sus microorganismos
simbidticos.
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7.6. Microbioma de las semillas de Agave, ¢ Cuéal es su funcion?
El microbioma central de una planta es definido como el grupo de miembros
microbianos que son compartidos entre las especies de las plantas. Poco se
sabe del microbioma de las semillas en plantas mexicanas. Nuestro grupo de
investigacion se ha esforzado en conocer a los microorganismos asociados a las
semillas de especies de agaves. La diversidad y densidad poblacional
encontrada en las semillas de A. marmorata, A. tequilana, A. americana, A.
salmiana, A. maximiliana, tienen una correlacion por géneros que comparten en
el microbioma de semillas: Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter vy
Stenotrophomonas (Martinez-Rodriguez, 2017; Martinez-Rodriguez et al.,
2019). Sin embargo, poblacionalmente A. tequilana es quien menos bacterias
tiene comparado con A. angustifolia y A. marmorata. Un total de 500 aislados
bacterianos fueron identificados. Los aislados de A. maximiliana fueron
agrupados en 8 géneros, 16 géneros en A. angustifolia, 14 géneros en A.
tequilana y 19 géneros en A. marmorata. El filo mas comuin entre las especies
fue el Firmicutes que constituye entre el 44%-54% del total de especies en los
Agaves estudiados. Proteobacteria fue el segundo filo mas abundante y contiene

28 especies repartidas entre los agaves estudiados (Figura 4).

De manera interesante, el patron de distribucion de los aislados de las semillas
muestra que 14 especies de bacterias comprenden el 40% de los aislados
totales, siendo las bacterias mas abundantes Bacillus pumilus, B. subtilis,
Alcaligenes faecalis y Enterobacter cloacae. Sphingobacterium thalpophilum del
filo Bacteroidetes fue la segunda mas abundante. Pseudomonas aeruginosa, E.
cowanni y Stenotrophomonas maltophilia fueron proteobacterias abundantes en

las semillas. El tercer grupo incluye a Kocuria marina, B. thuringinesis, B.
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sonorensis y B. tequilensis con 7 cepas aisladas. En la figura 3 se presenta la
abundancia relativa de los endofitos trasmitidos por las semillas de las 4 especies

de Agave.

Algunos de estos microorganismos endéfitos han sido reportados como
promotores del crecimiento de las plantulas, favorecen la ingesta de nutrientes y
la resistencia al estrés bidtico y abiotico, en algunos casos pueden ser usados
como alimento para las plantas (Beltrdn-Garcia et al., 2014). Por ejemplo, la
funcionalidad de los taxones de Bacillus y Pseudomonas va desde la promocion
de crecimiento de las plantas, hasta la proteccion de enfermedades. Se ha
reportado la capacidad de Enterobacter para aumentar la germinacién de las

semillas y el crecimiento de las plantulas (Shazad et al., 2018).
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Figura 3. Diagrama de Venn de la abundancia relativa de los filos presentes en
las semillas de cuatro especies de Agave. Uno domesticado (A. tequilana), 2
Semi-domesticados (A. maximiliana y A. angustifolia) y 1 silvestre (A.

marmorata).

Beltran-Garcia et al., 2014 y Garcia Ochoa, 2017 fundamentan que Enterobacter
cloacae y Bacillus tequilensis mantienen el crecimiento de las plantas por medio
de la transferencia de nitrégeno organico a través de un fenémeno que llaman
atrapamiento oxidativo de nitrégeno, utilizando peroxido de hidrogeno producido

por las plantas.

7.7. Microbioma de las semillas de A. marmorata y su dinamica.

La dinamica de la comunidad microbiana de A. marmorata desde la semilla hasta
la plantula fue analizada previamente (Martinez-Rodriguez, 2017). Existe una
variabilidad significativa en las semillas y en los subsecuentes estados de
emergencia a los 10, 20 y 60 dias, incluyendo el desarrollo de la plantula hasta
un afio. En el estado “0 o de semilla intacta”, 95 cepas fueron aisladas y
agrupadas en 20 géneros y 35 especies. El filo Firmicutes (44%) domino el
namero total de aislados de la semilla, seguido por el filo Actinobacteria (30%) y
el Proteobacteria (26%). EI mayor numero de aislados correspondié a los
generos Bacillus, Staphyloccocus, Kocuria, Stenotrophomonas y Micrococcus,
reconocidos como benéficos. Una pregunta interesante que debe ser

contestada, es porque las semillas de los agaves ¢almacenan Firmicutes y

23



Actinobacteria? Sabemos que los Firmicutes incluyen bacterias que resisten la
desecacion y la radiacion ultravioleta y puede proveer una ventaja en su
capacidad para sobrevivir en las semillas. Las especies de Bacillus pueden
regular la expresion génica de las plantas, desde la remodelacion de la pared
celular, la sintesis de fitohormonas, incluyendo auxinas hasta los transportadores
de nitrégeno organico. Un miembro del filo Actinobacteria, Micrococcus luteus
fue identificado repetitivamente como endofito de semillas en los agaves; esta
bacteria produce una proteina que funciona como un factor de resucitaciéon, que
facilita la division celular y remodela la envoltura celular en bacterias viables,
pero no cultivables. La liberacion de esta proteina influye en activar células
vecinas que estan en estado de dormancia. La abundancia de los Firmicutes y
Actinobacteria en el estado “0”, crea un posible escenario de la funcion de esos
microbios en el agave y quizas en algunas otras plantas de ambientes aridos. En

el cuadro 1 se presentan géneros bacterianos aislados en distintas etapas.
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Cuadro 1. Géneros bacterianos identificados en las diferentes etapas de la

semilla (0 dias) y durante el desarrollo de la plantula (10, 20, 60, 365 dias).

ETAPA
DE GENERO BACTERIANOS IDENTIFICADOS
SEMILLA
(DIAS)
Acinetobacter,  Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium,
Brevundimonas, Curtobacterium, Enterobacter, Kocuria,
0 Kosakonia, Klebsiella, Kytococcus, Lysinibacillus, Micrococcus,

Pantoea, Pseudomonas, Rhodococcus, Salmonella,
Solibacillus, Staphylococcus, Stenotrophomonas,
Tsukamorella

Achromobacter, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium,
10 Kytococcus, Micrococcus, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Staphylococcus, Stenotrophomonas

Achromobacter, Aeromonas, Arthrobacter, Bacillus,
20 Brevibacterium, Micrococcus, Ochrobactrum, Pseudomonas,
Sphingomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas

Bacillus, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia,
60 Brevibacterium,  Kocuria, = Micrococcus, Ochrobactrum,
Pseudomonas, Staphylococcus

365  Burkholderia, Lysinibacillus, Staphylococcus, Stenotrohomonas

7.8. Lamicropropagacién como una alternativa para la
restauracion y conservacion genética.

La técnica de cultivo de tejidos in vitro de plantas usa células, tejidos, érganos o

plantas completas libres de microorganismos patdgenos, bajo condiciones
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nutricionales y ambientales controlados (Thorpe, 2007). Es ampliamente
utilizada para producir clones de los tejidos y multiplicarlos. La técnica depende
de la totipotencia que tengan las células vegetales para expresar el genoma
completo (Haberlandt 1902). La multiplicacion del tejido resulta de inducir
continuas divisiones celulares mitéticas y la organogénesis ocurre a partir de

tejidos somaticos, yemas o meristemos (Miguel-Luna et al,. 2014).

Una alternativa de uso de la micropropagacion se enfoca a multiplicar plantas in
vitro de importancia econdémica (Martinez-Palacios et al,. 2003) y para la
conservacion de germoplasma (Pedrosa-Manrique et al,. 2008), debido a que
varias especies estan disminuyendo por su explotacibn no planificada
(Semarnat, 2010). La micropropagacion presenta cuatro etapas principales: 1)
establecimiento del cultivo, 2) desarrollo y multiplicacién, 3) enraizamiento y 4)
aclimatacion d las plantulas. A estas se aflade una etapa previa, considerada
como la etapa “0” que implica la preparacibn de los explantes para el
establecimiento, desde eliminar las contaminaciones que el tejido pueda
contener y la seleccion de su calidad: buscando el tipo del 6rgano, edad
ontogénica Y fisioldgica del mismo, el tamafio y el estado sanitario general de la

planta donante.

7.8.1. Requerimientos basicos para una propagacion efectiva.

El medio de cultivo. - Este debe contener todos los nutrientes necesarios para
el crecimiento y desarrollo normal de las plantas. Esta compuesto principalmente

de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, otros componentes organicos,
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reguladores de crecimiento como auxinas, citoquininas y giberelinas, fuentes de
carbono y agentes gelificantes como el agar para medios sélidos. El medio de
Murashige y Skoog (MS) es el mas usado para la propagacion vegetativa de
diversas especies de plantas. Este es considerado la base para la propagacion
de una infinidad de plantas, donde las modificaciones principalmente esta
relacionadas con las concentraciones de hormonas y otros estimulantes del

crecimiento.

Los reguladores del crecimiento de las plantas (PGR’s). - Este tipo de
moléculas juegan un rol esencial en este tipo de ensayos, ya que determinan la
via de crecimiento de las células y tejidos vegetales que son inducidos mediante
el medio de cultivo. Por ejemplo, las citoquininas promueven la division celular e
induce la formacién de raiz, incluyendo la proliferacién de brotes axilares, en este
grupo de PGR’s se encuentran moléculas ampliamente usadas en los cultivos
vegetales, entre estas: 2,4-D (Acido 2,4-Diclorofenoxiacético), BAP (6-
Bencilaminopurina), NAA (Acido 1-Naftalenacético), BA (6-Benciladenina), KIN
(Kinetin), ZEA (Zeatina), 2iP (6-y, y-dimetilaminopurina), TDZ (Thidiazurén). Las
auxinas son utilizadas para la formacién de tejido radicular y crecimiento las mas
utilizadas son: ANA (Acido 1-naftalenacético), 2,4-D (Acido 2,4-
Diclorofenoxiacético), AlA (Acido indol-3-acético), AIB (Acido 4-indol-3-butirico),
NOA (Acido naftoxi-2-acético), Dicamba y el Picloram mayormente usadas. En
el grupo de las giberelinas se utiliza GA3 (Acido giberélico 3) para amentar el

crecimiento y para promover el alargamiento de las células (Hussain et al., 2012).

7.9. Micropropagacion de especies de Agave.
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Se han establecido diversas metodologias para la micropropagacion del género
Agave, considerando asi el cultivo de tejidos, la tecnologia mas eficiente para la
mejora continua de la agricultura, ante la eliminacion de enfermedades y
produccion de metabolitos secundarios, generando variantes somaclonales y
gametoclonales, a través de semillas, cortes, injertos o estratificaciones libres de
virus (Garcia-Gonzales et al., 2010). Puede realizarse a través de tres vias de
regeneracion: brotacion de yemas adventicias preexistentes, produccion de
yemas de novo y embriogénesis somatica. Sin embargo, la gran controversia es
gue se generan plantas iguales (clones) que suelen ser mas susceptibles a
enfermedades ya que en esas plantas no existe variabilidad genética, dando la
oportunidad de ser mas fragiles y las especies sin variaciones genéticas

propensa a que no se mejore la especie poblacional, provocando su extincion.

La proliferacion a través de brotes axilares es una garantia de estabilidad
genética (debido a la presencia de tejido meristematico); sin embargo, su
rendimiento es Ilimitado debido a la necesidad de utilizar explantes
meristematicos. La organogénesis adventicia es mucho mas eficiente, ya que se

puede usar para producir brotes de cualquier explante (pétalos, raiz, hojas, etc).

La embriogénesis somatica, es un proceso durante el cual las células vegetales
no cigoticas, incluidas las células haploides, forman embriones, y en la dltima
estancia plantas fértiles. Dado que las plantas presentan millones de células
somaticas que pueden adquirir competencia para realizar la embriogénesis, el
rendimiento de la técnica es enorme. Ante los resultados, se cree que la
embriogénesis somatica es el método de propagacién mas eficiente (Lema-
Ruminska and Kulus, 2012). Se han desarrollado protocolos eficientes con

respecto a la micropropagacion de Agave tequilana mediante técnicas de

28



embriogénesis somatica, asi como la produccion de individuos haploides,
triploides y trisomicos utiles para los diversos procesos de mejoramiento, de
estudios genéticos y de totipotencia de las células y tejidos en el género agave

(Rodriguez-Garay y Rodriguez-Dominguez, 2018).

Dado que las condiciones in vitro son muy diferentes de las condiciones en la
naturaleza, algunas plantas muestran problemas de aclimataciéon a condiciones
ex vitro. Sin embargo, para A. victoria-reginae, el 90% de los brotes axilares
sobrevivieron a la aclimatacion y se convirtieron en plantas sanas (Martinez-
Palacios et al., 2003). Otras especies de agave han sido micropropagadas
exitosamente, aunque no estan ain amenazadas de la extincién, entres estas:
Agave parrasana Berger (Santacruz et al., 1999). En otras especies de agave
que aun no se encuentran amenazadas o en peligro de extincibn como: A.
cantala Rob. (Binh et al., 1990), A. sisalana Perrine (Bihn et al., 1990), A. victoria-
reginae Moore (Rodriguez-Garay et al., 1996), A. salmiana Otto ex. Sal (Ramirez
et al., 2010), A. mapisaga Trel (Melda y Ruiz, 2004) utilizando como explante
semillas y rizomas, A. tequilana Weber (Portillo et al., 2007), A. inaequidens Koch
(Aureoles-Rodriguez et al.,, 2008), A. americana (Chen et al., 2014), A.
angustifolia Haw (Moja-Mio et al., 2015), A. potatorum Zucc (Luna-Luna et al.,

2017) y A. marmorata (Aguilar y Rodriguez, 2018).
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8. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO

8.1. Material bioldgico

Semillas

Las semillas de Agave marmorata (Figura 4) que fueron utilizadas para este
proyecto se obtuvieron de Tlacolula de Matamoros en el Valle de Oaxaca, México

en las coordenadas 16° 57' 15" N, 96° 28' 45" W.

Figura 4. Semillas fértiles de A. marmorata de 0.5 cm de ancho x 0.5 cm de
longitud, su testa negra brillosa, colectadas directamente de los frutos en un
quiote de 5.5 m de planta de 20 afios con una gran numero de frutos. Se
colectaron mas de 5000 semillas. Las semillas fueron colectadas por el Biol.

Francisco Echaide Aquino.
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8.2. Cepas bacterianas endoéfitas

En el cuadro 2 se presentan las cepas de bacterias enddfitas utilizadas en este

trabajo.

Cuadro 2. Especies de bacterias endodfitas utilizadas en este estudio, origen y

propiedades agronomicas.

Origen Especie de Cepa Especie NFB N-BRIP ACC
planta origen
P A. marmorata N Achromobacter xylosoxidans 1 - +
P A. marmorata EPgAz Pseudomonas aeruginosa + - +
S A. tequilana Cep 10 Bacillus tequilensis 1 + +
S A. tequilana SEAOQ01 Enterobacter cloacae + + +
S A. angustifolia K5A  Alcaligenes faecalis + + +
S A. angustifolia K1 Curtobacterium flaccumfaciens  + - +

*Bacterias endofitas obtenidas de las semillas de A. marmorata, A. tequilana y

A. angustifolia. Tejido: P =plantula, S= semilla

**Nombre de la cepa bacteria enddfita y especie Identificada por analisis de perfil
ribosomal y caracterizada por el software BiotyperR (Bruker, Bremen, Alemania)
y secuenciacion del producto de PCR del ARNr 16S.

Las propiedades agrondmicas fueron: fijacién de nitrégeno (NFB), solubilizacion
de fosfatos (N-BRIP) y ACC deaminasa. (+) Positivo, (-) Negativo.

Achromobcater xylosoxidans y Pseudomonas aeruginosa Fueron aisladas de
plantulas con un desarrollo de 10 y 60 dias. Bacillus tequilensis y Enterobacter
cloacae de la semilla (tiempo 0) Alcaligenes faecalis y Curtobacterium

flaccumfaciens de semilla (tiempo 0) de A. angustifolia.
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9. MATERIALES

e Agitador magnético e Matraz Erlenmeyer 1 L

e Algodon e Matraz Erlenmeyer 500 ml

e Aluminio e Matraz volumétricode 1 L

e Arena de desierto e Matraz volumétrico de 500 ml
e Bisturi e Matraz volumétrico de 250 ml
e Cajas Petri plastico e Mechero de alcohol

e Cajas Petri de cristal e Papel absorbente

e Cajas de policarbonato Pinzas de diseccion sin dientes

Magenta GA-7

e Celdas de cuarzo de 1 ml e Porta objetos y cubre objetos
e Charola para pesado e Probetas

e Espatula e Puntas de pipeta de 200 pl

e Frascos vidrio de 125 ml e Puntas de pipeta de 5 ml

e Frascos de vidrio 255 ml e Tapas de polipropileno

e Infusores de té e Vasos de precipitado
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10. REACTIVOS

(3’,3’) Diaminobencidina tabletas

(Sigma-Aldrich, USA)
6-aminopurina (Sigma-Aldrich)

Acido a-ciano-4-hidroxicinamico

(Sigma-Aldrich)

Acido Borico (Merck, Darmstat,

Germany)

Acido Clorhidrico (Baker Analyzed,

México)

Agar Bacteriolégico (Bioxon, México)

Agar Soya Tripticaseina (Bioxon,

México)

Agarosa (IBI Scientific, México)

Agua millig (Merck, Darmstat,

Germany)

Azul de anilina (Sigma-Aldrich,

Germany)

Fosfato de Potasio monobasico

(Probiotek, México)

Glucosa (HYCEL, México)

Hidréxido de Sodio (Golden Bell,

México)

KINETIN (Sigma-Aldrich)

Metanol grado HPLC (Golden Bell,

Anaheim, CA, USA)

Molibdato de Sodio dihidratado

(Fermont, México)

Nitrato de Amonio (Fermont, México)

Nitrato de Potasio (Analytyka,

México)

Phytagel (Sigma-Aldrich, USA)

Sacarosa (HYCELL, México)
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Buffer H 7 (Golden Bell, México)

Buffer pH 10 (JT Baker, USA)

Caldo Soya Tripticaseina (Bioxon,

México)

Carbén activado (Merck, México)

Sulfato Ferroso heptahidratado
(Producto Quimicos

Monterrey,México)

Sulfato de Magnesio heptahidratado

(Golden Bell, Mexico)

Sulfato de Manganeso

monohidratado (Merck, México)

Sulfato de Potasio monobasico

(Merck, México)
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11. METODOLOGIA

11.1. Seleccion y establecimiento de lineas clonales de Agave
marmorata Roezl derivadas de un banco de semillas.
Debido a la diversidad genética de las semillas y a la necesidad de tener varias
lineas de plantas, se usaron los siguientes criterios para obtener una plantula

gue potencialmente pueda ser micropropagada.

indice de germinacion de las semillas: El inicio de la germinacion se considera
el dia en el que las semillas fueron sembradas en el agar Phytagel; la aparicion
de la radicula es el parametro-criterio que distingue la germinacion. Las plantulas
derivadas de germinacion en los primeros 5 dias se consideran Optimas para
seleccidén, sin embargo, algunas plantulas a pesar de su rapida germinacion no
logran sobrevivir tiempo después.

Tamafo de la plantula: este criterio fue realizado con mediciones del tamafio
de las plantulas en el medio Phytagel a los 12 dias en crecimiento a partir de la
brotacién de radicula, se seleccionaron aquellas que fueran de una longitud
mayor a 3 cm. Para el grosor, se midioé con regla la base de la planta (entre la
hoja y la raiz), seleccionando aquellas que tuvieran entre 0.3 mm-0.5 mm.
Formacion de hojas verdaderas: aquellas plantulas que sobrevivieron y
cumplen los requisitos anteriores, se traspasaron a Cajas Petri con agar Phytagel
en grupos de 5-7 plantulas por caja para facilitar y el desarrollo de las hojas
verdaderas. Se dejaron crecer de dos a tres semanas en condiciones de 12 hora
luz y 12 horas oscuridad. Se seleccionaron plantulas con dos hojas de 0.6 mm
de ancho. Ademas, se analizd la coloracidn y la presencia de espinas

marginales.
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Arquitectura de la raiz: en paralelo se midi6 la elongacién de la raiz, estimando
un promedio para seleccion de 4 cm. El conteo de las raices secundarias
generadas con un promedio de dos por plantula y una densidad alta de pelos
radiculares observada a perspectiva propia. Las raices se tifieron con DAB y azul
de anilina para evaluar presencia de bacterias u hongos en el material vegetal

gue se selecciona para propagacion.

Procedimientos

a) Desinfeccion de las semillas

Para eliminar microorganismos epifitos alojados en la superficie de las semillas
de A. marmorata se realiz6 un lavado con detergente Extran al 20% y agua
corriente en agitacion constante hasta eliminar los restos del detergente. Bajo
una campana de flujo laminar se desinfectaron las semillas usando un infusor de
té, que es sumergido en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante 20
minutos con agitacidén constante (Nota: asegurarse que el agitador magnético no
golpee el infusor). Para el segundo lavado el infusor fue sumergido en una
solucion de etanol al 80% durante 20 minutos con agitacion constante. El tercer
lavado se hizo con agua destilada estéril a una temperatura de 75°C durante 15
minutos. El cuarto lavado fue con agua destilada estéril a temperatura ambiente
durante 20 minutos cada uno. Este lavado se repetira dos veces, para quitar los

residuos de hipoclorito y etanol que pudieran tener las semillas.

Posterior a los lavados, las semillas se tomaron del infusor de té con pinzas de
diseccion cuidadosamente y se colocaron de forma esparcida sobre papel

absorbente estéril para su secado. El agua destilada del ultimo lavado fue
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plagueado en una caja petri con Agar Soya Tripticaseina (Casoy) para

determinar el efecto del lavado y desinfeccion de la semilla.

Una vez secas las semillas estas fueron colocadas en cajas Petri de plastico
estériles adicionadas con medio Phytagel al 2%. Por cada caja fueron
sembradas de 12 a 20 semillas esparcidas, de forma que la parte plana de la
semilla quedara en contacto con el medio ya que es punto de salida de radicula.
Se sellaron individualmente con plastico para conservar esterilidad y aislar de

futuras contaminaciones.
b) indice de germinacién

Para determinar el indice de germinacion de A. marmorata se realizaron ensayos
durante los afios 2016 y 2017. Para el afio 2016 se germinaron 2 sub lotes de
200 semillas con una repeticion en los meses de mayo y noviembre (800 semillas
totales). Para el afio 2017, solo se puso en germinacion un sub-lote con 200
semillas en el mes de enero. Esto con fines de valorar el efecto del tiempo sobre

la viabilidad de la semilla y el vigor de las plantas para una posible seleccion.

Las semillas desinfectadas fueron colocadas en cajas Petri de plastico de 90 mm
estériles adicionadas con medio phytagel al 2% (Sigma-Aldrich) para
germinacion. En cada caja se sembraron 12 semillas espaciadas
aproximadamente 1 cm, de forma que la parte plana de la semilla quedara en
contacto con el medio ya que es punto de salida de radicula. Se sellaron
individualmente con plastico para conservar esterilidad y aislar de futuras
contaminaciones. Las semillas fueron incubadas en una camara bioclimatica a

temperatura constante de 27°C en periodos de 12 horas luz y 12 horas.
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Una vez incubadas se determind porcentaje de germinacion y la germinacion
diaria, en relacion con el tiempo de emergencia de la radicula. Los datos

obtenidos se siguid la siguiente formula para sacar porcentaje:

Numero de semillas germinadas x 100

Porcentaje de germinacion (%) = Numero de semillas totales

11.2. Cuantificacién del indice de brotacién por planta y anélisis
morfolégico de A. marmorata.
A partir de la seleccion, cada planta fue asignada con una clave de caracter

arbitrario, por AM por Agave marmorata y el nimero de planta (Ej: AM32).

Explantes y multiplicacion in vitro. Para la propagacién clonal, a las plantas les
fue removida la testa y la raiz en un corte longitudinal y les fue cortada la parte
distal de las hojas. EI medio de cultivo utilizado fue MS (Murashige y Skoog,
1962, Martinez-Rodriguez, 2017 modificado y carente de vitaminas), adicionado
con 5 mg/L de BAP (6-Bencialaminopurina-citoquinina). Fueron afadidos 25 ml
del medio en frascos de vidrio (capacidad de 125 ml) con tapas de polipropileno.
Las plantulas fueron colocadas en los frascos y tuvieron un fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas oscuridad a 25 + 2°C durante 2 meses. A partir del tejido
multiplicado se acordaron nuevos criterios de evaluacion morfolégica para los

brotes, los cuales se presentan en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Criterios de seleccion del explante de planta derivada de semilla

inducido para brotacion.

N° Criterios

Estado del
tejido

2 Coloracién

3 NUmero de
brotes

4 Morfologia
de brotes

Descripcion

Tejido con oxidacion abundante

Formacion de brotes cristalinos

Presencia de raices

Senescencia de hojas

Verde

w4 Purpura

Blanco

Cuantificaciébn aproximada de brotes nuevos
producidos por el tiempo de cultivo.

Plantas
completas

Brotes

Aquellas plantas con hojas
desarrolladas, tamafio mayor a
1.5 cm, diferenciacion entre
tejido

Plantas con una mala o lenta
diferenciacion, gran produccion
de masa vegetal, hojas
menores a 1.5 cm.

Abreviacién
OX
CT
RT
™
VE
PU
BL

NUmero

COM

BRO

El indice de brotacién se realiz6 en las lineas clonales con 5 réplicas cada una

efectudndose un andlisis de experimentos multifactorial. Los propagulos

obtenidos se cortaron en un grupo de 5 a 10 brotes adventicios con una altura

de 0.8 mm, colocandolos al centro en frascos afadidos con 25 ml de medio de

cultivo MS al 100%, suplementado con 30 g/L sacarosa, 7.5 g/L agar y 5 mg/L

(22.2 um) de BAP esterilizado en autoclave 121°C durante 20 minutos. El cultivo

de los explantes a brotacién se realiz6 en un fotoperiodo de 12/12 horas

luz/oscuridad con lamparas de LED a una temperatura de 25 + 2°C en un periodo
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de dos meses, cada linea fue evaluada por el nUmero de brotes adventicios
producidos mediante un conteo por frasco y linea, de igual forma se midié con
regla la longitud en centimetros de cada uno de los brotes y al final se saca un
promedio. También se evaluo presencia de tejido muerto y tejido cristalizado con

un valor maximo de 1 como abundante.

11.3. Aclimatacion de plantas obtenidas in vitro de Agave
marmorata y plantas de Agave tequilana.

Para la especie de A. marmorata estas plantas fueron derivadas de las lineas

clonales propagadas en el Laboratorio 314 ICET (E) de la Universidad Autbnoma

de Guadalajara. Las plantas de A. tequilana se obtuvieron de la empresa Nature

Source Improved Plants de Mexico S.A de C.V., ubicada en Tapachula, Chiapas.

Las lineas clénales seleccionadas para el proceso de individualizacion son
separadas y colocadas en cajas de policarbonato Magenta GA-7 afiadidas con
120 ml de medio MS modificado al 100% adicionado con 0.025 mg/L de Kin
(KINETIN-utilizado como auxina, Sigma-Aldrich), 30 g/L de Sacarosa y 2 g/L de
carbon activado, el ajuste de pH se realizé con carbon activado debido a que
acidifica el medio. Se dejaron en crecimiento y proliferacion de raices durante
100 dias en un fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad con lamparas de LED
a una temperatura de 25 + 2°C, alcanzando un tamafo considerado de 3 a 4 cm,
cada una de las plantas se sacaron del medio de cultivo para ser pesadas en un
promedio de 2 g. A cada planta se le marcaron 3 raices nuevas, con un palillo

de madera se coloc6 esmalte rosa, la marca se después de la medicién de 1 cm
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a partir de la punta de la raiz, dejaron secar completamente antes de pasar al

sustrato que fue arena del desierto lavada ye esterilizada por tres horas.

Las plantas seleccionadas de A. marmorata fueron colocadas en frascos de
vidrio a los cuales se les agrego arena de desierto/vermiculita como sustrato en
una relacion 50/5 y para A. tequilana fueron frascos con una relacién 150/15 con
tapones de algodon que les permite el intercambio de gases mas aluminio. Los
microcosmos fueron esterilizados durante 3 horas a 121°C. Por cada frasco se
plantaron de seis a ocho plantas dando un total de 7 grupos de inoculacién para

las dos especies de plantas.

El riego se realizé con 2. 5 ml por planta de una solucion de MS (carente de
hormonas y vitaminas) con fines de nutricion y ayudar en el establecimiento de
las plantas en un sustrato compuesto por arena de desierto/vermiculita. Los
riegos posteriores fueron con 2.5 ml de agua destilada estéril en un periodo de
14 dias. Las plantas fueron aclimatadas por 11 dias en un fotoperiodo de 12/12

horas luz/oscuridad con lamparas de LED a una temperatura de 25 + 2°C.

11.4. Evaluacion efectos de crecimiento de las lineas clonales
seleccionadas de A. marmorata inoculadas con bacterias
endofitas.

Seis plantas fueron seleccionadas para cada uno de los 7 grupos para la
inoculacion con las siguientes bacterias enddfitas: Alcaligenes faecalis (G2) y
Curtobacterium flaccumfaciens (G3) como endéfitas de A. angustifolia; Bacillus

tequilensis (G4), Enterobacter cloacae (G5) cepas enddfitas de A. tequilana y
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Acrhomobacter xylosoxidans (G6) y Pseudomonas aeruginosa (G7) endofitas de

A. marmorata. El G1 fue irrigado con agua como el control negativo.

Cultivo de las bacterias.- Las bacterias se incubaron en 50 ml de Caldo Casoy
(Tripticaseina de soya) a 32°C durante 20 horas. En 10 tubos Eppendorf se
agregé a cada uno 2 ml del caldo con crecimiento bacteriano, estos se
centrifugaron a 10,000 rpm por 5 minutos, se colocaron en hielo mientras se
decant6 el sobrenadante, se colocaron nuevamente 2 ml a cada tubo para
centrifugacion, esto con el fin de concentrar la bacteria obtenida en el caldo se
decanté el sobrenadante, a los tubos con el pellet de bacteria se les agrego 1 ml
de solucién glucosa al 0.1%, se agitaron vigorosamente en un vortex hasta que
se re-suspendiera la pastilla, se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos, este paso
se llevé a cabo tres veces. Una vez lavada la bacteria se prosiguié a re-
suspender en 5 ml de solucién de glucosa al 0.1% en un matraz de 250 ml para
ser ajustada a 1 abs (Espectro UV-VIS, Lambda 25). Durante el ajuste la bacteria

en todo momento se encontrd en hielo.

Se hicieron 5 inoculaciones a los grupos en un periodo de 14 dias, cada planta
se irrigo con 2.5 ml de bacteria los dias 23, 25y 27 de mayo del 2018, en las dos
inoculaciones finales del dia 01 y 05 de junio del 2018. La cantidad inoculada de
bacteria aumento a 5 ml por planta. Para el grupo de plantas correspondientes a
A. tequilana se les dio una sexta inoculacion el dia 15 de junio 2018 con 5 ml por
planta. EI nUmero de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) a
una absorbencia de 1 a 600 nm fue de: A. faecalis 52x10°, C. flaccumfaciens 5

x10*%, B. tequilensis 70x10°, E. cloacae 176.5x 10°, A, xylosoxidans 15x10° y P.

aeruginosa 34x10%.
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11.4.1. Evaluacion del crecimiento, biomasa producida
en las plantas por inoculacion de bacterias en A.

marmorata.
A cada planta se les midio como parametros de crecimiento, la altura de la planta
y las raices usando una regla en los ejes “X” y “Y”” sobre hojas blancas estériles,
se contd el nimero de hojas presentes y se tomé el peso humedo con una

balanza granataria digital (OHAUS).

11.4.2. Andlisis de la estructura (arquitectura) de la raiz
en plantas de A. marmorata y A. tequilana inoculadas
con bacterias.

Previo a la inoculacion de las bacterias, las raices fueron marcadas con un
esmalte de ufias de color blanco. Después de 30 dias post-inoculacién con las
bacterias, las raices que fueron marcadas antes de colocarlas en aclimatacion,
fueron cortadas alrededor de 2 cm cada una, se disolvi6 una pastilla de DAB
(3,3-diminobencidina) (Sigma-Aldrich) en 15 ml de agua destila estéril, se agrego
5 ml de la solucién en viales de vidrio junto con las raices de G3, G4, G6y G7, se
dejaron en contacto con la solucién durante 24 horas. Cumpliendo el tiempo fueron
lavadas con agua corriente para quitar el exceso de tincion, las raices se

colocaron 2 ml de una solucién azul de anilina durante 15 minutos.

Posteriormente fueron lavadas con agua corriente y se analizaron al
microscopio. Se evalué el promedio de nimero de pelos radiculares en 1 cm de
raiz, contando en sentido arriba y debajo del fragmento, para su longitud se
colocé una hoja milimétrica bajo el portaobjetos y a nivel de microscopio se

registro la altura de 50 pelos radiculares en cada sentido para obtener un
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promedio. Ademas, se determind el nUmero de raices secundarias presentes en

1 cm el esquema a seguir se muestra en la figura 5.

Pelos

radiculares
1

Numero /

F =

> k lcm {

Numero

F=——iiem———

Figura 5. Representacion estructural de la raiz, esquema a seguir para el conteo
de pelos radiculares, altura y presencia de raices secundarias en 1 cm bajo hoja

milimétrica.

11.5. Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS
version centurion XVI LI (Statpoint Technologies Inc., Plains Virginia, USA.). Los
pardmetros brotacién y de crecimiento de las plantas se analizaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) multifactorial, con prueba de rango mdultiple para
la comparacion de las medias del indice de brotacion, nimero de hojas,
produccion de raices nuevas, elongacion de raices y peso himedo. La diferencia
entre los tratamientos se consider6 significativas a un nivel de probabilidad de P
<0,05 (Tukey). Los datos de valor relativo entre los tratamientos de lineas y la
evaluacion de inoculacion de bacterias en plantas se realizaron en Microsoft

Excel 2013.
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12. RESULTADOS

En la figura 6, se presentan los datos de porcentaje de germinacion acumulada
y la velocidad de germinacion también nombrada germinacion diaria ocurrido en
los sub-lotes analizados en los afios 2016 y 2017. La figura 6A muestra el
comportamiento de germinacion de los sub-lotes de mayo y noviembre de 2016,

que derivaron las plantas llevadas hasta la micropropagacion.

La germinacion en el sub-lote de noviembre es mas rapida, esta se manifiesta
de manera acumulada en los primeros 4 dias, practicamente en dos dias se
alcanza un 30% de germinacion, mientras que el sub-lote de mayo no supera el
10%. La pendiente del lote de mayo tiene un fuerte incremento a partir del dia 4
hasta el dia 6, especificamente un incremento del 10% hasta casi 50%,
equivalentes a un diferencial de 140 semillas. La pendiente de germinacion del
sub-lote del mes de noviembre es constante desde el dia 2 hasta el dia 7, esta
tiende a estabilizarse a partir del dia 8. También, ambos sub-lotes tienen un
mismo comportamiento aparente en el nUmero de semillas germinadas en el dia
8 de aproximadamente 270 semillas. Aunque no se observan diferencias
significativas entre sub-lotes en el transcurso de la cinética de germinacion, el
sub-lote de 400 semillas del mes de mayo alcanza casi el 90% de germinacion
a los 13 dias, mientras que el sub-lote de noviembre detiene la germinacion en
el dia 11 con un 70% de germinacién, después de ese tiempo no hay

modificacion en el nimero de semillas germinadas.

En la figura 6B, se presentan los datos de velocidad de germinacion o
germinacion diaria, donde ademas se incluye un sub-lote de 400 semillas
activadas en 2017. En general la germinacion no se presenta de forma
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homogénea, es oscilante y variable con tendencia a estabilizarse. En esta figura,
se observa que existe un pico de germinacion en el sub-lote de mayo de 2016,
comprendido entre el dia 4 y 5, que es el mayor entre los tres sub-lotes. Se
observa una fuerte pendiente del dia 4 al 6 que decae al dia 7 y se mantiene de
forma oscilante hasta el dia 9 y después se detiene o vuelve constante. El sub-
lote de noviembre alcanza un pico del numero de semillas germinadas (50) en el
tercer dia con un pico de 56 semillas como maximo en el dia 6. Después el
namero de semillas germinadas por dia decae de forma constante hasta el dia
9, hasta que no se observan cambios en el nUmero de semillas hasta el dia 11,
donde se para totalmente la germinacion. El lote de 2017 aparentemente inicia
con una mejor germinacién (17 semillas) al dia 2, pero esta tasa se mantiene
constante hasta el dia 4, decae y aumenta abruptamente entre el dia 5y 6. El
material vegetal que se selecciono fue aquel en el que las semillas emergieron

la radicula entre los primeros 2-3 dias.

La figura 7, muestra los aspectos macroscopicos de la germinacion de las
semillas con respectos a los dias de crecimiento y la apariencia morfolégica de
las plantulas formadas. Se resalta la aparicién de la radicula desde el segundo
dia, formacion de la hoja cotiledonea o embrionaria y el niumero de pelos
radiculares, asi como el tamafo de la raiz. Los agaves tienen sola una hoja

embrionaria caracteristico de las plantas monocotiledéneas.
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Figura 6. Cinética de germinacion de 3 sub-lotes de semillas de A. marmorata.
A) Porcentaje acumulado de germinacion. B) Germinacion diaria. No se
observan diferencias significativas entre sub-lotes del 2016. El sub-lote de
semillas con mayor vigor de germinacion es el correspondiente al mes de mayo.
La disminucibn en la tasa de germinacion del sub-lote 2017, indica
envejecimiento de la semilla. Medio agar Phytagel sin nutrientes; n=400 semillas

por sub-lote.
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Tiempo en dias

Figura 7. Aspectos macroscoépicos de la cinética de germinacion de las semillas
de A. marmorata. En la parte superior se observa el aspecto de las cajas en Agar
Phytagel desde el tiempo hasta el dia 15. Abajo un acercamiento de algunas de
las plantas formadas resaltando la aparicién de la radicula, la extension de la
hoja embrionaria, los pelos radiculares y la aparicién de la hoja verdadera (dia

15).

Los criterios después de la germinacién a consideracion, fueron el tamafio de la
plantula, la formacién de la hoja verdadera y la raiz. Al principio se seleccionaron
30 semillas-lineas, sin embargo, con el paso del tiempo las plantulas
desarrollaron hoja embrionaria cloréticas, y algunas fueron cristalinas por lo que
se descartaron 20 lineas. Diez lineas sobrevivieron a la siguiente fase de
seguimiento y para la brotacion. En la figura 8, podemos observar que las hojas
cotiledéneas u hojas embrionarias aparecieron entre los 4 y 6 dias. Solo 6 lineas
clonales formaron la hoja embrionaria a los 4 dias. La longitud fue variable y solo
las hojas de 4 lineas superaron los 3 cm de longitud con ancho de 0.5 cm. Con
respecto a la arquitectura de la raiz, las mismas 4 lineas también sobresalieron
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por tener un tamafo de raiz (longitud) superior a los 4 centimetros y tener en

promedio 3 raices secundarias. Las raices secundarias aparecen después de

los 20 dias a partir de la germinacion. Las hojas verdaderas aparecen a los 60

dias post-germinacion y en su totalidad las plantas formaron 2 hojas. Estas

lineas fueron nombradas como m14d-e, AM31, AM32, AM33. Sin embargo, las

10 lineas mencionadas en la figura 7 fueron llevadas a evaluacion del indice de

brotacién. En general las plantulas se observaron vigorosas, turgentes y de un

color verde brillante.

PLANTULAS

kg

Hoja cotiledénea Raiz Hojas
Dias Centimetros Ndmero
Numero
Semilla | Linea | Germinacién | Aparicién bpipigd | Aociin | Eaigtid | Secimidariag (e)
(a) (b) (c) (d)
1 m06 3 4 3 0.3 38 2 2
2 m1l4d-e 3 4 3.2 0.5 4.2 3 2
3 AM20 3 5 3 0.3 237/ 2 2
4 AM21 3 5 3 0.3 2 2
5 AM23 3 5 3 0.4 2 2
6 AM24 3 6 3 0.3 2 2
7 AM31 3 4 3.2 0.5 4.2 3 2
8 AM32 3 4 3.2 0.5 4.3 3 2
9 AM33 3 4 3.2 0.5 4.2 2 2
10 AM34 3 4 3 0.3 4 2 2

Figura 8. Seleccion de lineas clonales a partir de 10 semillas germinadas. Se

presentan datos de germinacion, elongacion de raiz; raices secundarias,

produccion de pelos radiculares (densidad) y la aparicion de hojas verdaderas.
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12.1. Clasificacion de lineas clonales e indice brotacion.
Los métodos de propagacion in vitro de agaves usan citocininas en altas
concentraciones para inducir la formacion de brotes adventicios en la base de
las plantulas cultivadas in vitro. El medio MS a 5 mg/L de 6-Benzylaminopurina
(BAP) que induce la brotacién a esta concentracion, ya que una mayor induce
enraizamiento. Las plantulas tuvieron un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas

oscuridad.

La figura 9 muestra los criterios fisiolégicos que nos llevaron a seleccionar 4
lineas clonales de todas las semillas germinadas in vitro. Sin embargo, se
analizaron las 10 lineas generadas, las cuales mostraron una amplia variacion
en la eficiencia de multiplicacion. Al medir la caracteristica de brotes completos
se observo que el tamafio de los brotes promedia hasta 1.81 cm de altura, tienen
hojas definidas y producen separaciones entre cada propagulo lo cual hace facil
su separacion para la individualizacién, tienen coloracion por lo general purpura
y no tiene una alta presencia de oxidacién o tejido muerto como se observar en
la figura 9A, esta caracteristica la encontramos predominante en las lineas AM32
y AM33. Algunas lineas tienen brotes indefinidos cristalinos, llegan a medir
menos de 0.4 cm de altura y producen rapidamente raices, estas caracteristicas
se presenta en la linea AM31 (Figura 9B). Algunas lineas presentan brotes
cristalinos y brotes totalmente diferenciados, a esto le llamamos combinacion.
Las lineas AM20 y AM31 presentan brotes de tamafio pequefio, poco tejido
muerto y en algunas ocasiones raices (Figura 9C). La coloracion de los brotes
adventicios varia de verde en la linea AM32 (figura 9D), purpura-verde en las

lineas AM31, AM33, AM34, AM36, ml4d-e (Figura 9E) y aquellos que no
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desarrollaron color como los que se muestran en la figura 9F, pertenecientes a

las lineas AM50 hasta la AM58.

El grado o susceptibilidad a la oxidacién es un factor importante en la
micropropagacion. Es una condicionante de muerte del tejido o la emergencia
de hongos enddfitos que termina por matar al brote. La linea AM32 (Figura 9G)
presenta signos de oxidacion, sin embargo, esto no merma el desarrollo de la
planta. La presencia de raices en los puntos de crecimiento del tejido vegetal
puede estar influenciado por la forma del corte, por las hormonas e incluso por
el tipo de tejido. Si el tejido cristalino se deja este llega a producir rapidamente
raices, el tejido viejo y aquellos que no son capaces de producir brotes. Estas
son inconvenientes debido a la intromision por los puntos esenciales para la
brotacion (figura 9B y 9H). Algunas lineas presentan un rapido deterioro o
muerte del tejido. En este sentido, las lineas AM36, AM38, m06 no tienen una
buena produccién de brotes, sus hojas producidas son de muerte rapida, y los
propéagulos iniciales para la brotacién llegan a crecer y se individualizan, lo cual
no es bueno para la propagacion de la linea. El tejido es dificiimente removido

ya que los brotes que crecer llegan a envolverlo (figura 9l).

En resumen, las lineas seleccionadas para la determinacién del indice de

brotacién fueron: AM20, AM31, AM32 y AM33
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Tipo de brote

Al

racion

Colo

Estado del tejido

Figura 9. Fisiologia de brotes de las lineas clonales. A) Brotes completos
(definidos); B) brotes indefinidos-cristalinos; C) brotes completos y cristalinos; D)
tejido con coloracion verde; E) coloracién purpura; F) coloraciéon blanca-muerte;
G) presencia de oxidacién en tejido vegetal; H) crecimiento de raices en brotes

y 1) presencia alta de tejido muerto (hojas).
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12.2. Determinacion del indice de brotacion de cuatro lineas
clonales en la especie Agave marmorata

Los brotes adventicios fueron obtenidos directamente de la plantula sin la
formacion de callo. En 4 lineas analizamos el indice de brotacion, la altura de los
propagulos producidos y la densidad de tejido vitrificado-cristalino mediante un
analisis estadistico multifactorial. La proliferacion de brotes se mostro de forma
heterogénea. En la figura 10, se presenta el tipo de tejido producido por cada
una de las lineas. Solo la linea AM31 llego a producir callo de forma indirecta y

AM20 presenta una gran cantidad de hojas con puntas secas de sus brotes.

La generacion de brotes adventicios tuvo una media de 25.8 £ 6.50y 32.0 + 7.45
brotes por explante en las lineas AM20 y AM31, mostrando brotes
estadisticamente similares (homogéneos) (Tukey, p=0.05); las lineas AM32 y
AM33 son grupos heterogéneos en una comparacion multiple, con 83.4 + 4.56 y
42.6 £ 12.18 brotes producidos por explante como se muestra en la figura 9A.
De acuerdo con el analisis, solo la linea AM32 es diferente estadisticamente
hablando. La altura de los propagulos en las lineas AM20 y AM31 fue de 1.76 +
0.33 cm y 1.36 =+ 0.59 cm respectivamente, sin mostrar una diferencia
significativa. Aparentemente la linea clonal AM33 es la que mayor altura de
propagulos presenta, es significativamente diferente con respecto AM32. Estas
lineas tuvieron 1.86 + 0.47 cmy 1.1 + 0.22 cm de altura. Sin embargo, entre las
cuatro lineas no existe diferencia significativa (Figura 10B). La figura 10C,
presenta a las lineas AM31 y AM32 son diferentes entre si, con una media de
0.7 £0.29y 0. Las lineas AM20 y AM33 no son significativamente diferentes, ya
gue sus medias van de 0.4 + 0.55 y 0.2 £ 0.44 volviendose grupos similares

(homogéneos). El analisis estadistico muestra que sus resultados se pueden
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sobreponer, la diferencia significativa nos habla Unicamente que esta

caracteristica es representativa de dos lineas, con un valor alto y nulo.
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Figura 10. Analisis de la formacion de brotes in vitro en A. marmorata de las
lineas AM20, AM31, AM32 y AM33 derivadas de semilla de A. marmorata,
experimento realizado en medio MS adicionado con 5 mg/L (22.2 um) de BAP,
A) nimero de brotes adventicios producidos por explante en un periodo de 60
dias; B) altura media de los brotes adventicios producidos en centimetros y C)

densidad de tejido cristalino (brotes no diferenciados).
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En resumen, podemos considerar a las cuatro lineas seleccionadas como
potencialmente utiles para ser micropropagadas, sin embargo, pensamos que las
condiciones de numero de brotes y menor desarrollo de tejido no diferenciado,

vuelven a la linea AM32 como la mejor linea para ser propagada.

12.3. Individualizacion de plantas derivadas de las lineas cldnales.

Cada una de las lineas en su crecimiento mostraron caracteristicas diferentes en
cuanto a su morfologia, para la linea AM31 las plantas generadas son de coloracion
verde en el haz y del envés purpura-grisaceo de hoja ancha, sus espinas no son
pronunciadas. La linea AM32 tiene una planta de coloracién purpura-grisacea en
forma de motas por el envés y el haz verde limén. Tiene poca presencia de sus
espinas en la periferia de las hojas. AM33 tiene un envés purpura rojizo y verde con
tonos purpuras del haz y sus espinas son pequefias, hojas delgadas y largas, tal y

como se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Individualizacion. A) Lineas AM31, AM32 y AM33 sometidas a
multiplicacion en medio MS, suplementado con 5 mg/L de 6-Benzylaminopurina; B)
individualizacién de los propagulos, cultivados en medio MS con 0.025 mg/L de Kin
y 2 g/L de carbdon activado para inducir produccién de raices, C) plantas
individualizadas con crecimiento de 91 dias y D) plantas promedio seleccionadas

para uso en experimento de inoculacién bacteriana.
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12.4. Compatibilidad y desarrollo por inoculacion de bacterias

endoéfitas en lineas clénales de A. marmorata

Las plantas de las lineas clonales AM31, AM32 Y AM33 de A. marmorata fueron
inoculadas con bacterias endofitas 5 veces en un lapso de 14 dias, y se agruparon
de la siguiente manera: (G1) Control de agua, (G2) inoculado con C. flaccumfaciens,
(G3) A. faecalis, (G4) B. tequilensis, (G5) E. cloacae, (G6) A. xylosoxidans y (G7) P.

aeruginosa.

La compatibilidad de las bacterias con las plantas se evalu6é en funcién del
crecimiento y la “no” aparicidén de sintomas de enfermedad. Como se discutira mas
adelante, por las condiciones del experimento y el sustrato donde se mantiene la
planta no podemos distinguir si E. cloacae del grupo 5 indujo la muerte de las lineas
AM31 y AM33 o la bacteria no soporto el crecimiento de la planta como una posible

fuente de nutricién.

La Figura 12 muestra el crecimiento inducido por las bacterias en algunos
parametros de crecimiento como el numero de hojas nuevas, raices nuevas y su
longitud y el peso ganado durante el ensayo. En el panel 12A con respecto a las
hojas nuevas se presenta compatibilidad en 2 lineas clénales. La Linea AM31
muestra una baja respuesta a la inoculacion de las bacterias. No se observan
diferencias entre el control y los grupos inoculados con C. flaccumfaciens (G3), B.
tequilensis (G4) y P. aeruginosa (G7). La inoculacion de las otras bacterias no
presento efecto sobre la generacion de hojas nuevas. La linea clonal AM32, muestra

un efecto de induccion en la formacion de hojas en 3 cepas en el G2, G4 y G7 con
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hasta 2 hojas nuevas inducidas con respecto al control. Entre bacterias en esta linea
se observan diferencias significativas, sin embargo, cuando se compara con las
otras lineas estas se pierden. La linea AM33, solo tiene respuesta a la inoculacion

al G4 (B. tequilensis).

La formacion de raices nuevas, la inoculacion tiene efecto en todas las bacterias y
en las tres lineas, sin embargo, el efecto inductor es mayor en las plantas de la linea
AMS32. El mayor efecto se observa en el G2 (C. flaccumfaciens), G4 (B. tequilensis)
y G6 (A. xylosoxidans) con 19, 11 y 15 raices nuevas respectivamente. Incluso la
cepa de E. cloacae (G5) tuvo un efecto en la induccién de raices de AM32. En este
parametro B. tequilensis fue quien mayor numero de raices nuevas indujo con 13
raices, seguido del G3 (A. faecalis), con 11 raices y el grupo de P. aeruginosa con
10 raices. Las lineas AM31 en este parametro tuvo una mayor repuesta, destacando
el grupo 2 y el grupo 6. La longitud de las raices fue variable, sin embargo, en las
tres lineas de plantas hubo respuesta a la inoculacion de las bacterias destacando
G2 en AM31 (10 cm en promedio), A. xylosidans (G6) en AM32 con 9 cm de longitud
en promedio y la G4 en la linea AM33 con 11 centimetros promedio seguida del
grupo 7 con 10 cm (Figura 12C). Con respecto al peso ganado aparentemente no
se observan diferencias significativas en la induccién del crecimiento general de las
plantas (Figura 12D). En la linea AM31 el efecto de las bacterias B. tequilensis y A.
xylosoxidans ganaron 1.98 g y 2.095 g. El Unico valor negativo presente
corresponde al grupo inoculado con P. aeruginosa con una pérdida de -0.62 g
(Figura 12D). En la linea AM32 la mayor acumulacion de peso en general ganado

ocurre por la inoculacién de A. xylosoxidans (G6) con 4.60 gy 1.52 g en las plantas
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inoculadas con C. flaccumfaciens. En esta misma linea, la mayor pérdida de peso
ocurre con la inoculacion de A. faecalis con -9.83 g, seguidas de B. tequilensis con
-1.17 g. El mayor valor ganado en peso para la linea AM33 ocurre cuando se inoculo
con A. faecalis 2.37 g los grupos restantes presentan pesos de 0.93g,0.42gy0.78
g cuando fueron inoculados con C. flaccumfaciens, B. tequilensis y P. aeruginosa
respectivamente. Nuestro Unico valor negativo encontrado en la linea se acredita a

A. xylosoxidans obteniendo un peso de -1.34 g.

La figura 13 muestra aspectos fenotipicos de las plantas de las tres lineas en
ausencia de bacterias y aquellas plantas que fueron inoculadas con las bacterias,
resaltando aquellos parametros donde notoriamente se observa un efecto de la
adicion de la bacteria comparada entre las tres lineas. Por ejemplo, se muestra que
la bacteria C. flaccumfaciens es la de mayor influencia en la generacion de hojas
nuevas en la linea AM32. También en la linea AM32, Achromobacter xylosoxydans
es uno de los mayores inductores de raices nuevas después de C. flaccumfaciens,
como también se observa en la fotografia reportada para hojas nuevas. La cepa de
B. tequilensis es la cepa que mayor crecimiento (longitud) de las raices induce en
la linea AM33. Por ultimo, la cepa de A. xylosoxydans es la que influye en la

ganancia biomasa de forma general, donde el mayor efecto fue en la linea AM32.
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Figura 12. Valores relativos del efecto de la inoculacion de las bacterias endéfitas
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A) produccion de hojas nuevas, B) generacion de raices nuevas, C) longitud de
raices nuevas, D) peso humedo diferencial. De las lineas AM31, AM32 y AM33 por

cada grupo de inoculacion.

Control Hojas nuevas Raices nuevas i, Peso humedo
de raices

C CF AX BT AX

Figura 13. Aspectos morfoldgicos de las plantas inoculadas de las 3 lineas de

AM31

AM32

AM33

Agave marmorata. C) control de agua, CF) Curtobacterium flaccumfaciens, AX) A.
xylosoxidans, BT) Bacillus tequilensis. En esta figura se resalta la bacteria con

mayor efecto en la induccién del parametro de crecimiento medida.
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13. DISCUSION

La especie silvestre Agave marmorata es una planta que se encuentra en peligro
de extincién por el potencial uso econémico para la producciéon de mezcal. A
diferencia de otras especies de agave de uso comercial, A. marmorata no tiene
cultivos establecidos; por lo que la desaparicibn afecta a los integrantes del
ecosistema donde la planta se desarrolla, especialmente a los polinizadores, flora
asociada y también a las comunidades microbianas del suelo. Nuestro trabajo esté
basado en analizar y usar el material vegetal derivado de las semillas,
seleccionando caracteristicas 6ptimas, como el vigor de la plantula formada a través
de la germinacion, talla, adaptabilidad y velocidad de propagacion en sistemas in
vitro. A diferencia de otros trabajos donde usan al cultivo de tejidos vegetales como
estrategia de propagacion de material vegetal, las semillas que nosotros usamos no
utilizaron medios adicionados con fito-estimulantes o nutrientes, porque lo
buscamos es seleccionar al mejor material vegetal para concretar el establecimiento

de lineas de plantas que puedan ser reintroducidas en el campo.

Se usaron mas de 1000 semillas, que fueron germinadas en lotes en distintos
tiempos durante 2 afios, primero con fines de explorar el efecto del almacenamiento
y envejecimiento de la semilla en condiciones de laboratorio y segundo para obtener
la mejor plantula con capacidades de adaptacién innatas, pero sobretodo por el
potencial de sobrevivencia o aquellas semillas que puedan tener un crecimiento
rapido. Como se presento en la figura 8B, las semillas almacenadas por un afio mas

no modifican su velocidad de germinacion, pero si el rendimiento de germinacion,
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es decir el numero de semilas por sub-lote que alcanzan la formacién de la radicula.
Los tres sub-lotes germinan en su mayoria entre el dia 4 y 6, pero en el sub-lote del
2017 solo germina el 30% comparado con las semillas del 2016. En el lote de 2016,
la mayor velocidad de germinacion ocurre en el mes de mayo, a los 6 dias se
alcanzan hasta 250 semillas germinadas de 400 (Figura 8B). El 89.82% de la
germinacion se alcanza en el dia 13. En el afio 2018 se realizaron nuevos ensayos
de germinacion en el cual se tuvo 0% de germinaciéon en los dos casos (datos no
presentados). Como se menciond anteriormente, la germinacion de las semillas en
un medio carente de nutrientes evualamos el verdadero porcentaje de germinacion
al forzar a la semilla que su metabolismo inicie por los nutrientes contenidos en el

endospermo de la misma.

Otros trabajos reportan valores de germinacién de A. marmorata reportados por
Jiménez-Valdés y colaboradores en el 2010, donde las semillas encontradas en
lugares de depredacion y plantas nodriza tienen la probabilidad de germinar el
0.42%, ademas, al final del experimento solo sobrevivieron 3 plantas de 200 en
condiciones ambientales 12:12 h a 23°C. Por otra parte, en un ensayo de embriones
somaticos encapsulados de A. angustifolia, generando un sistema de semillas
sintéticas, obteniendo el 100% de germinacion en condiciones de alginato de sodio
al 3% y MS al 100% pero adicionado con 4.4 umol de BAP (Arzate-Fernandez et al.,
2016). En resumen, nuestro procentaje de germinacion es alto en el laboratorio al
compararlo con los otros experimentos en ausencia y presencia de citocininas. En

el establecimiento y seleccién de material para propagacion el potencial germinativo
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de las semillas es un indicador de la viabilidad y de la posible supervivencia de la

plantula formada.

Durante los ensayos de germinacion observamos que las semillas que eran
colocadas en una cantidad mayor a 20 semillas mostraban una germinacion alta y
que la disminucion del numero de semillas a 12 en el medio provocaba una
germinacion efectiva pero muy lenta, sin embargo cada uno de los ensayos tuvo un
comportamiento heterogeneo en bajo rango. La estimulacion de la germinacion
puede deberse a un efecto por produccién de etileno (Huang et al., 2019). El etileno
esta involucrado en el crecimiento y la respuesta a estrés en las plantas. Esta
molécula hace una comunicacion cruzada con la giberelina aumentando la
tolerencia al estrés. Sin embargo esta claramente establecido que la formacion de
especies de oxigeno reactivas durante la germinacion en especial el H20:2 influyen
en la supervivencia de la plantula y en la misma germinacioén, al inducir una
acumulacion de enzimas antioxidantes (El-Maarouf-Bouteau et al., 2015). En base
a estos datos y comportamiento el material vegetal fue seleccionado especialmente

aquel que alcanzo la germinacién en los primeros tres dias.

Las plantulas que tuvieron un mayor desarrollo de sus estructuras como la hoja
embrionaria y raiz fueron cambiadas a nuevo agar-agua cuando estas tuvieran
mayor vigor, ya que al momento de que emerge su radicula y son cambiadas se
desprende de la testa (Figura 9), causando la muerte de la plantula que estaba por
desarrollarse. Las plantulas generadas presentaron una morfologia constante, con
coloracién verde-purpura en su hoja embrionaria, esta caracteristica es importante

para la especie de A. mamorata. Hubo algunas plantulas que en el proceso de
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desarrollo presentaron una hoja embrionaria cristalina, lo cual tiene influencia en la
capacidad fotosintetica del por lo que fueron descartadas como tejido potencial para
induccion de brotacion (Figura 10). Para la seleccion, las caracteristicas
morfologicas como el desarrollo de la hoja cotiledonea nos ayudaron a determinar
la rApidez de crecimiento, el ancho de hoja verdadera también es una caracteristica
importante que ayuda a la captura de luz de forma mas eficiente y la produccion de
fotosintatos adecuada que influye en el crecimiento de la planta. Todas las plantas
se estandarizaron con dos hojas verdaderas, por lo cual efecto siguiente en

adaptaciones de la planta se basaran en sistema radicular (Figura 10).

En este proceso de multiplicacion durante 3 afios, sobrevivieron las 10 lineas
clébnales mencionadas en la figura 10. Las primeras brotaciones fueron
heterogéneas, por lo cual se esper6 a que tuviera mayor induccidon para ir
estandarizando las lineas y continuar con las selecciones. El indice de brotacion de
las plantulas derivadas de las semillas, es de gran importancia para cumplir nuestro
objetivo. Existe tejido vegetal que no producen brotes o el tiempo de generacion son
en largos lapsos. La brotacién se encuentra influenciada por los genes LEC/FUS
esenciales en la embriogénesis somatica (Gaj et al., 2005). Sin embargo en esta
parte del trabajo analizamos el indice de brotacion y la morfologia que estos
presentan. Los tejidos vegetales bajo condiciones in vitro responden de diferente
manera al tipo y cantidad de citocinina proporcionada, y por supuesto la especie de
planta con la que se trabaja. En nuestro trabajo, la generacion de brotes fue de un
maximo de 83.4 brotes adventicios nuevos para la linea AM32 a una concentracion

de 6 mg/L de BAP, la linea AM33 llego a generar 43 brotes adventicios (Figura 10).
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Las dos lineas difieren en cantidad y el tamafio del brote, ya que esta linea alcanza
en promedio el 1.83 cm en comparacion con la linea AM32 que Unicamente alcanza
el 1.10 cm (Figura 10B). El material vegetal mantiene una morfologia deseada de la
planta y a la produccion masiva de plantas (Figura 9). Otros trabajos publicados
muestran registros de brotacion para A. marmorata de hasta 41 + 3.2 brotes nuevos
en concentraciones de AIA y BA 10 mg/L (Aguilar-Jiménez y Rodriguez De la O,
2018). En A. americana los resultados obtenidos por Miguel Luna et al.,, 2014
muestran que la concentracién de 6 y 8 mg/L de BA induce un promedio de 11.8 y
11.7 nuevos brotes, ademas si el medio es suplementado con sacarosa 40 g/L
obteniendo se pueden obtener hasta 11.0 nuevos brotes. Reportes de Reyes-
Zambrano et al., 2016 con la misma especie menciona la obtencién de 74 plantas
por callo mediante el uso de 0.5 mg/L de 2,4-D y 8.6 mg/L de BA. Para la especie
A. cupreata con 1.5 mg/L de BA, con un promedio de 10.5 brotes por explante y en
A. karwinskii de 6.1 brotes con la concentracion de 1 mg/L (Dominguez-Rosales et

al., 2008).

Algunas otras lineas se mantienen en el laboratorio, sin embargo, estas no tienen
una buena produccién de brotes, las hojas producidas son de muerte rapida, y los
propagulos iniciales para la brotacion llegan a crecer y se individualizar (Las lineas
AM36, AM38, M06). Como se mencion0, los brotes promedian hasta 1.81 cm de
altura, con hojas definidas y con separaciones entre cada propagulo lo cual hace
facil su separacion para la individualizacion (Figura 11), tienen coloracion purpura 'y
no tiene una alta presencia de oxidacion o tejido muerto como se observa en la

figura 9A, esta caracteristica la encontramos en las lineas AM32 y AM33. Ademas,
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cada una de las lineas tuvo una sobrevivencia en sustrato de arena de

desierto/vermiculita del 100%.

Las plantas de las lineas seleccionadas fueron evaluadas en funcion de la
compatibilidad y el efecto sobre el crecimiento de bacterias. Tres lineas clonales,
AM31, AM32 y AM33, fueron usadas. Los resultados obtenidos para la produccién
de hojas en la linea AM32 fueron sobresalientes con un valor igual a 2 hojas nuevas
producidas. Los grupos inoculados con las bacterias Curtobacterium flaccumfaciens
tuvieron una buena respuesta aun cuando es una bacteria enddfita de A. angustifolia
y Achromobacter xylosoxidans bacteria endéfita de A. marmorata. Para Bacillus
tequilensis proveniente de las semillas de A. tequilana en la linea AM33 y AM32
mantuvo el nimero de hojas similar al control. El grupo inoculado con Enterobacter
cloacae sufrieron de muerte en las tres lineas, de las cuales Unicamente sobrevivio
un individuo (16.6%) de la Linea AM32. De forma contraria, estudios realizados en
la planta de A. tequilana por Garcia-Ochoa, en el 2017 mostraron que E. cloacae
aporta N y nutrientes para su crecimiento y el aumento de biomasa, ademas de
mantener viable a la planta ante una situacién de estrés. Sin embargo, E. cloacae
esta catalogada como un agente influyente en la entrada y colonizacion de las
plantas de otras bacterias (Macedo-Raygoza et al., 2019), no funciona en A.
marmorata, por lo que es probable que el efecto sea bacteria-especifico. En la

Figura 13, se muestra este analisis a discusion.

El indice de muerte de los tratamientos se muestra en la figura 13A. Las lineas
inoculadas con la bacteria E. cloacae (G5) son las que mayor tasa de muerte

experimentan comparadas con las otras bacterias en funcion de las tres lineas de
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plantas. Aunque no hay una diferencia estadistica, es claro que esta bacteria no
soporta el crecimiento de las plantas, mas alld de pensar que provocan una
enfermedad que causa la muerte del tejido vegetal, ya que las plantas no mostraron
indicios de pudricion o enfermedad durante la adaptacion al sustrato de arena libre
de materia organica. En promedio para la linea AM31 y AM33 hay una mortalidad

de hasta 5 plantas.
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Figura 13. Analisis estadistico de la Mortalidad de las lineas clonales por
tratamientos. A) analisis por grupos de bacterias inoculadas, B) analisis por lineas
clonales de A. marmorata (AM31, AM32, AM33).

Sin embargo, este tratamiento microbiano en las plantas es diferente
estadisticamente hablando a los tratamientos con las bacterias C. flaccumfaciens,

A. faecalis y B. tequilensis que tuvieron desde 0 hasta 2 plantas muertas. El panel
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B de la figura 13, muestra el analisis de muerte entre lineas de plantas englobando
la presencia de todas las bacterias, aunque no se muestra una diferencia
significativa en los valores, definitivamente se puede concluir que la linea AM32 es
un candidato potencial para ser usada en la primera etapa de propagacion y

acondicionamiento en el invernadero.

En la produccion de raices nuevas hubo buena respuesta de las siete bacterias
inoculadas especialmente en la linea AM32, de las cuales Curtobacterium
flaccumfaciens y Achromobacter xylosoxidans, inducen la mayor cantidad de raices
nuevas (Figura 12A). la menor respuesta en esta linea es de Alcaligenes faecalis,
sin embargo, esta llega a tener una respuesta mayor en la linea AM33, asi mismo
las plantas inoculadas con Bacillus tequilensis. EI nimero de raices es muy
importante para este modelo de planta, ya que el soporte y la absorcion de
nutrientes llega a ser fundamental en sistemas erosionados, con escases de
nutrientes y agua, ademas de soportar condiciones ambientales extremas. Nuestros
niveles mas bajos en produccién de raiz se dieron en la linea AM31, por lo cual no
tiene una buena respuesta ante la inoculacion de estas bacterias. Para la elongacion
de raiz la mayor respuesta de las bacterias inoculadas fue en la linea AM32,
teniendo respuesta a la inoculacion de C. flaccumfaciens y A. xylosoxidans seguida
de Alcaligenes faecalis y P. aeruginosa, aun asi, no son los valores promedio mas

altos obtenidos, ya que estos ocurren con Bacillus tequilensis en AM33.

Es claro que la respuesta de la bacteria influye en la linea clonal inoculada. En esta
serie de ensayos podemos ver un efecto claro inducido por la bacteria que interactia

de diferente manera con la linea de planta establecida. Una elongacion de raiz
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estandar en A. inaequidens bajo condiciones 6ptimas, cultivada en medio MS al
100% sin hormonas da un valor maximo de 6 cm producidos por planta (Auroles-
Rodriguez et al., 2008); en A. marmorata se obtiene una produccion mayor de 8.2
+ 0.6 cmy 9.3 £ 0.7 cm bajo un medio adicionado con 3.0 y 10 mg/L de AIA (Aguilar-
Jiménez y Rodriguez De la O, 2018). Comparando las plantas que se encuentran
bajo inoculacion superan la elongacion de sus raices en un medio de adaptacion
confrontadas con un control y medio adicionados con hormonas, la planta se ve

influenciada por la bacteria.

El peso himedo de las lineas AM32 y AM33 fue las que tuvieron la mayor cantidad
de peso diferencial perdido. Nuestro valor més inferior por la pérdida de peso se da
por la inoculacién de A. faecalis que Unicamente se da en la linea AM32. El valor de
peso ganado mas alto se da en AM32 con el grupo inoculado por A. xylosoxidans,
esta bacteria se aisl6 de las semillas que se germinaron y se desarrollaron durante
10 dias (Martinez-Rodriguez, A., 2017). Por lo cual pensamos que podria tener un
efecto en el metabolismo central de la planta para ayudar a su desarrollo y

crecimiento.

En estos ensayos buscamos determinar: el efecto de la bacteria sobre el crecimiento
de la planta y cual la linea clonal es mas afin a las bacterias. Al combinar esto,
haremos mas efectivo el soporte y crecimiento de la planta. Lo cual para una
reforestacion es primordial. La seleccion de material vegetal 6ptimo es importante,
por lo cual no se debe proliferar una sola linea establecida. Debemos probar varias

lineas, para determinar las variantes genéticas y preservar la poblacién de Agave
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marmorata, estas benefciadas por sus bacterias enddfitas en un ambiente sometido

a estrés Yy escases.

El estudio va en ese camino. Para completar este ensayo y en la busqueda de mas
informacion que consolide una publicacion, haremos el analisis de microsatélites
ISSR, para determinar si existe variabilidad genética entre estas lineas y otras que
aun no han sido probadas. Buscaremos marcadores moleculares que midan la
velocidad y comportamiento de brotacion, asi mismo probaremos algunas otras
bacterias enddfitas que influyan en el desarrollo de las plantas para su rapida
adaptacion al invernadero. Por ultimo, pensamos utilizar nanotecnologia aplicada a
este ensayo al usar nanoparticulas metélicas que influyan en la colonizacién de las
bacterias como fue visto en las plantas de banano (Macedo-Raygoza, datos sin

publicar).
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14. CONCLUSIONES

La capacidad germinativa de las semillas de Agave marmorata se ve influenciada
por el envejecimiento, entrando a un modo de dormancia, que en consecuencia

provoca una baja tasa de germinacién en un corto plazo.

Se seleccionaron 4 lineas, pero la linea clonal AM32 destaco por la produccion de
brotes adventicios bajo condiciones excluyentes de vitaminas y a una concentracion
de 22.2 umol de BAP, superando incluso a otros reportes que midieron la brotacion
en especies del mismo género, por lo que se considera un tejido 6ptimo para

produccién de plantas.

Las bacterias Curtobacterium flaccumfaciens endéfita de la semilla de Agave
angustifolia y Achromobacter xylosoxidans enddfita del Agave marmorata tuvieron
compatibilidad con la linea AM32, generando una produccién alta en hojas nuevas,
namero de raices y su elongacién, asi como una ganancia de peso en la planta bajo
condiciones de estrés nutricional. Por lo que también estas bacterias se vuelven

bioinoculantes potenciales para uso en el campo.
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16. ANEXO

MEDIO MS MODIFICADO

El tejido vegetal derivado de las semillas se indujo a brotacion en el medio de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962) del cual se realizaron modificaciones. El medio base
se prepar0 con las soluciones de los stocks siguientes: macronutrientes,

micronutrientes, calcio, Fe-EDTA y adicion de una hormona (citoquinina o auxina).

La composicion y proporcion de los reactivos para los stocks se muestran en las

tablas siguientes.

Todas las soluciones de stocks se prepararon en un volumen del 70% de agua, y
sobre ella se van afiadiendo uno por uno todos los componentes hasta su completa
disolucion. Posteriormente en un matraz volumétrico se aforo la solucion final

afiadiendo agua bi-destilada y fueron almacenados a 4°C.

Este medio carece de vitaminas L2, del medio convencional generado y usado.

STOCK DE MACRONUTRIENTES

Componente 7 Aforarall
(Nay)NO; ' Nitrato de amonio | 165 g
MgSO, - 7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 37g
KNO; Nitrato de potasio | 190¢g
KH, PO, | Fosfato de potasio monobasico ' 17 ¢
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STOCK DE MICRONUTRIENTES
Componente Aforarall

H;BO; Acido bérico 1.240 g
MnSO, - 4H,0 Sulfato de manganeso monohidratado 3.38¢g
ZnS0, - 7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 212¢g
Na,MoO, - 2H,0 Molibdato de sodio dihidratado 5mg
CuSO, - 5H,0 ' Sulfato de cobre pentahidratado 5mg
CoCl, - 6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 5mg

KI | Yoduro de potasio 166 mg

STOCK DE CALCIO
Componente Aforarall
CaCl, - 2H,0 Cloruro de calcio dihidratado 20g

STOCK DE Fe-EDTA

Componente Aforarall
FeSO,4 - 7H,0 Sulfato ferroso heptahidratado 2.784 g
Na, - EDTA Etilendinitrilotetra acetato de sodio 3.724¢g

La solucion stock de Fe-EDTA se almacena en refrigeracion a 4°C en un frasco

color &mbar ya que se degrada con la luz.

PREPARACION REGULADORES DE CRECIMIENTO
Citoquinina
Nuestra hormona para usar es BAP (6-Bencilaminopurina), la solucién se prepara
en una relacion peso/volumen de 1mg/iml, se disuelve gota a gota con HCI 1M
(Acido clorhidrico 1 normal) o NaOH 1 M (Hidroxido de sodio 1 normal), hasta que
esté totalmente transparente. Una vez disuelta, se afora con agua bi-destilada en
un matraz volumeétrico. La solucion se debe almacenar a 4°C en un recipiente color

ambar ya que se degrada con la luz.
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Auxina

Nuestra hormona para usar es KINETN, la solucién se prepara en una relacion
peso/volumen de 1mg/1ml se disuelve gota a gota con etanol al 95% o NaOH 1 M
(Hidroxido de sodio 1 normal), hasta que esté totalmente transparente. Una vez
disuelta, se afora con agua bi-destilada al volumen deseado en un matraz
volumétrico. La solucion se debe almacenar a 4°C en un recipiente color &mbar ya

que se degrada con la luz.

Nuestra solucion base estd determinada a concentraciones de hormonas en

citoquinina 5 mg/L y auxina 0.025 mg/L.

Para nuestro medio madre se usa el 70% de agua bi-destilada y se van agregando
los stocks en las cantidades correspondientes a la tabla que se muestra a

continuacion.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO MADRE

Componente | Aforarall
Macronutrientes 10 ml
Micronutrientes 5ml

CaCl, 22 ml
Fe.EDTA 10 ml
Sacarosa 30g

Agar 758

Citoquininas 5mg

Auxina 0.025 mg

pH 5.8+£0.05
Carbon activado 2g
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Una vez que se coloquen las soluciones, se agrega la sacarosa y hasta que sea
completamente disuelta se ajusta a un pH de 5.8. La solucion final se afora en un
matraz volumétrico. Se coloca en un matraz Erlenmeyer agregando la relacion de
agar correspondiente, posterior se disuelve mediante microondas en
aproximadamente 8 min con continua agitacion. Una vez disuelto el agar se ponen
30 ml en los frascos de micropropagacion, se esterilizan por autoclave a 121° C
durante 20 minutos, dejandolos gelificar y enfriar en campana de flujo laminar. Estos

seran usados hasta 24 horas después para evitar contaminaciones.
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