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RESUMEN GENERAL

DIAGNOSTICO FITOSANITARIO, ESTABLECIMIENTO Y MULTILICACION IN
VITRO DE AGAVE TOBALA (Agave potatorum Zucc.)

El agave tobala (Agave potatorum Zucc.) es una especie con potencial comercial
debido a la gran demanda para la elaboracion del mezcal. Una alternativa para la
produccion masiva de plantas de alta calidad es el cultivo in vitro. Un esquema
completo de micropropagacion requiere del conocimiento sobre el estado
fitosanitario del cultivo. No se han reportado estudios de diagnéstico de
fitopatbgenos en A. potatorum, sin embargo, se han observado sintomas de
posibles enfermedades. El objetivo de este estudio fue desarrollar un protocolo
eficiente de establecimiento y multiplicacién in vitro de A. potatorum. que permita
la obtencién de material vegetal libre de patdégenos. Se realiz6 la colecta de
plantas enfermas de dos y tres aflos en San Antonio, Huitepec, Oaxaca. El
material vegetal se resguardd en la Universidad Autonoma Chapingo. Se eligieron
plantas al azar para el aislamiento y purificacion de cepas de hongos. A partir de la
misma colecta, se tomaron plantas para obtener regiones explantes que fueron
establecidos in vitro con la aplicacion de tratamientos de desinfeccion. Se
utilizaron tres dosis de BA y AIB en la etapa de multiplicacion in vitro. Mediante los
postulados de Kotch y la reaccion en cadena de la polimerasa se identificaron
Fusarium solani, Fusarium incarnatum, Dothideales sp., Pyronemataceae sp. 1
MJ12 y Fusarium equiseti. Se observo que la aplicacion de productos: Hipoclorito
de sodio, Tecto 60 y Bunsan 1129, tiene un efecto positivo en la supervivencia de
explantes. La region con mayor supervivencia de explantes fue la region proximal,
mientras que la region que gener6 mas brotes fue la region basal con 13.15
brotes/explante, seguida de la region proximal con 12.35 brotes/explante. La
técnica de PCR permiti6 la identificacion de patdgenos en A. potatorum. Las
diferentes regiones influyeron en la respuesta in vitro durante la etapa de
multiplicacién. La aplicacion 3 mg L ** de BAP y 1 mg L de AIB fue efectiva para
la multiplicacion de brotes.

Palabras clave: Diagnostico, fitopatdégenos, PCR, tratamientos, establecimiento,
explante, brotes.

Tesis de Maestria en Ciencias en Biotecnologia Agricola, Universidad Autbnoma
Chapingo.

Autor: Arleth Orozco Duarte

Director de Tesis: José Luis Rodriguez de la O
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OVERVIEW
PHYTOSANITARY DIAGNOSIS, ESTABLISHMENT, AND IN VITRO
MULTIPLICATION OF AGAVE TOBALA (Agave potatorum Zucc.)

Agave tobala (Agave potatorum Zucc.) is a species with commercial potential due
to the great demand to produce mezcal. An alternative for the mass production of
high-quality plants is in vitro cultivation. A complete micropropagation scheme
requires knowledge about the phytosanitary status of the crop. No diagnostic
studies of phytopathogens have been reported in A. potatorum, however,
symptoms of possible diseases have been observed. The objective of this study
was to develop an efficient protocol for the establishment and in vitro multiplication
of A. potatorum that allows obtaining pathogen-free plant material. Diseased plants
were collected in San Antonio, Huitepec, Oaxaca. The plant material was stored at
Chapingo University. Plants were randomly selected for isolation and purification of
fungal strains. From the same collection, plants were taken to obtain explant
regions that were established in vitro with the application of disinfection treatments.
Three doses of BA and AIB were used in the in vitro multiplication stage. Using
Koch's postulates and polymerase chain reaction (PCR), Fusarium solani,
Fusarium incarnatum, Dothideales sp., Pyronemataceae sp. 1 MJ12 and Fusarium
equiseti were identified. It was observed that the application of products: Sodium
hypochlorite, Tecto 60°, and Bunsan 1129°, had a positive effect on the survival of
explants. The region with the highest explant survival was the proximal region,
while the region that generated the most shoots was the basal region with 13.15
shoots/explant, followed by the proximal region with 12.35 shoots/explant. The
PCR technique allowed the identification of pathogens in A. potatorum. The
different regions influenced the in vitro response during the multiplication stage.
The application of 3 mg L of BAP and 1 mg L' of AIB was effective for the
multiplication of shoots.

Keywords: Diagnosis, phytopathogens, PCR, treatments, establishment, explant,
shoots.

Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology, Chapingo University.
Author: Arleth Orozco Duarte

Thesis director: José Luis Rodriguez de la O
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1. INTRODUCCION GENERAL

Agave potatorum fue descrita por Zuccarini en 1832, su nombre proviene del latin
potator, —oris, bebedor (de vino) y es comunmente conocido como “agave
mariposa, papalometl, papalomé o tobala”. Tradicionalmente se ha utilizado para
la elaboracion del mezcal, una bebida alcohdlica de México, siendo una de las
especies mas apreciadas (Chavez et al., 2016). En los dultimos afos la
popularidad del mezcal ha aumentado y como resultado la demanda comercial de
plantas, sin embargo, el aprovechamiento de A. potatorum no esta regulado, lo
que ha ocasionado una reduccion de las poblaciones locales, ya que la mayoria
del mezcal elaborado a partir de esta especie proviene de ejemplares extraidos de
su condicién silvestre, los cuales se cosechan antes de que formen semillas,

siendo ésta su Unica via de propagacion (Delgado et al., 2014; Torres et al., 2015).

El uso de plantas sin planes de manejo agronémico trae consigo el aumento de
problemas fitosanitarios, limitando la produccién. El cultivo in vitro permite la
obtencién de plantas libres de patégenos para programas de -certificacion
fitosanitaria, ademas de la producciébn masiva de plantas. Aguilar y Rodriguez
(2018) lograron la obtencion de brotes in vitro de A. potatorum utilizando medio de
cultvo MS al 100 9%, mas tarde Ramirez et al. (2022) realizaron la
micropropagacion mediante organogénesis directa, por otro lado, Bautista et al.,
(2020) lograron el enraizamiento de brotes in vitro en medio de cultivo con AlAy la

aclimatacién de plantas.

En A. potatroum no se ha reportado el diagnéstico de enfermedades, no obstante,
en especies cercanas como A. tequilana se ha informado sobre la presencia de
fitopatdgenos altamente especializados que ocasionan dafios y pérdidas en la

produccion (Lopez et al., 2020; Mendoza et al., 2021; Jiménez et al., 2017).

Es por eso, que el objetivo de este trabajo fue determinar la etiologia de plantas

enfermas a partir de materiales colectados en campo, asi como establecer un
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protocolo in vitro de esta especie. Con este trabajo se pretende aportar

informacion para futuros proyectos de certificacion fitosanitaria en A. potatorum.
OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo eficiente de establecimiento y multiplicacion in vitro de
explantes de Agave potatorum Zucc. que permita la obtencién de material vegetal

libre de patégenos.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Diagnosticar mediante la técnica de PCR el estado fitosanitario de plantas de A.

potatorum recolectadas en San Francisco, Huitepec, Oax.

Establecer tratamientos de control y/o erradicacion de patdégenos en cuatro tipos

de explantes de A. potatorum durante la etapa de establecimiento in vitro.

Determinar la concentracion de bencilaminopurina y &cido indol butirico que

permita la multiplicacion in vitro de A. potarum.

14



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 El género agave
El género agave es endémico del continente americano y cuenta con

aproximadamente 210 especies distribuidas desde el sur de Estados Unidos hasta
Colombia y Venezuela (Bautista, et al., 2022). Se considera que el centro de
diversidad se encuentra en México pues se ha reportado la presencia de hasta
160 especies de agaves (Jiménez et al., 2021), de las cuales 130 son endémicas,

representando el 62% de la diversidad continental (Garcia et al., 2019).

Los agaves pertenecen al grupo de plantas monocotiledéneas, ubicadas dentro de
la familia Asparagaceae (Chase et al., 2016).Se caracterizan por presentar
adaptaciones a climas aridos o semi aridos tales como un sistema radicular
superficial que favorece la captacion del agua de lluvia, hojas suculentas vy
fibrosas provistas con cuticulas gruesas en la epidermis que brindan proteccion
ante la evaporacion y pérdida de la estructura en periodos de sequia, y
metabolismo acido crasulaceo (CAM) posibilitado por estomas complejos que
permiten fijar el carbono en acidos organicos con una minima perdida de agua
(Garcia, 2007).

La reproduccion es de manera sexual y asexual, en la reproduccion sexual, la
planta desarrolla un quiote con inflorescencias y mediante la polinizacién por aves,
insectos o murciélagos se forman las semillas, mientras que en la reproduccion
asexual consiste en producir clones en diferentes partes de la roseta o de la

inflorescencia, dando origen a hijuelos y bulbillos (Garcia, 2007).

Desde la época precolombina, los agaves se han utilizado principalmente para la
preparacion de bebidas alcohdlicas, obtencién de fibras, como alimento entre otros
usos (Bautista et al., 2022). Actualmente en México, el principal uso de los agaves
es destinado a la produccion de bebidas destiladas como el tequila y el mezcal
(Chavez et al., 2016).
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2.2 El mezcal
De acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-2016, el mezcal es

una bebida 100 % de maguey o agave, obtenida de las cabezas maduras de
magueyes 0 agaves cocidos. Los magueyes deben ser cosechados en los estados
comprendidos en denominacion de origen del mezcal; Guerrero, Oaxaca,
Durango, Puebla, San Luis Potosi y Zacatecas (Consejo Mexicano Regulador del
Mezcal [COMERCAM], 2022).

El mezcal se ha producido de forma artesanal durante miles de afos, pero
recientemente ha tomado importancia en eventos internacionales y sus
estadisticas son prometedoras (Chavez et al., 2016), desde el 2014 la produccion
nacional de mezcal ha tenido un crecimiento exponencial, y en 2021 se registro
una produccion equivalente a 8,099,591.00 litros referido a 45% Alc. Vol., (Figura
1) siendo Oaxaca el principal estado productor con el 85.40% de la produccion
total (COMERCAM, 2022).

2.3 Agave potatorum, especie y distribucién
A. potatorum es una especie monocarpica, que tarda de 8 a 12 afios en florecer.

Por lo general es una planta acaulescente, de rosetas pequefias con 50 a 80 hojas
de color verde glauco, cortamente ovado-lanceoladas, planas, con margenes
ondulados a profundamente crenados, con los dientes y la espina terminal de las
hojas de color castafio. La inflorescencia, escapo o quiote se hace evidente en el
mes de junio; esto puede alcanzar de 3 a 6 m de altura y presenta alrededor de 11
umbelas, cada una formada por alrededor de 10 flores (Garcia, 2010). Algunas
fuentes indican la existencia so6lo de reproduccion sexual (Delgado et al., 2014;
Torres et al.,, 2013). Las semillas tienen una viabilidad maxima de 24 meses
(Caamal et al., 2022).

La especie es endémica de habitats semiaridos de los estados de Puebla y
Oaxaca (Delgado et al., 2014) y se distribuye por el extremo oriental de la cuenca
del rio Balsas, el Valle de Tehuacan—Cuicatlan, pie de monte de las sierras

Mixtecas y montafias que rodean los Valles Centrales de Oaxaca (Garcia, 2010).
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2.4 Situacion actual de A. potatorum y su uso comercial
Una planta de tobala tarda de seis a ocho afios en alcanzar la madurez

reproductiva, en esa etapa la cantidad de azucares en el tallo llega a su maximo y
los productores cosechan los tallos o “pifias” antes que las plantas puedan emitir
flores y semillas (Torres et al., 2013). La demanda de A. potatorum aumenta
paulatinamente, de tal forma que su comercializacién ha alcanzado dimensiones
internacionales (Torres et al., 2013). Esta situacion ha sido determinante para la
extincion de poblaciones locales y para la reducciéon sustancial de las poblaciones

que aun existen (Delgado et al. 2014).

Es por ello por lo que la propagaciéon de esta especie mediante técnicas de cultivo
representa una alternativa para la produccion masiva que permita abastecer la
demanda comercial (Dominguez et al, 2008; Caamal et al., 2022; Correa et al.,
2022).

2.5 Cultivo in vitro de tejidos vegetales
El cultivo de células, tejidos y 6rganos vegetales es un conjunto de técnicas

disefiadas para el crecimiento y multiplicacion de células y tejidos usando
soluciones nutritivas en un ambiente aséptico y controlado (Loyola & Vazquez,
2006). Fue desarrollado principalmente a principios de la década de 1960 y hoy
en dia se ha convertido en un procedimiento comun para la biotecnologia moderna
(Loyola & Vazquez, 2006).

De acuerdo con Sharry, et al., (2015), el proceso de generar de plantas in vitro

presenta cinco etapas principales:

Etapa 0: Preparacion del material vegetal. Involucra la seleccion y preparacion de

la planta madre dadora de explantes o planta madre (Sharry et al., 2015).

Etapa 1: Establecimiento del cultivo. El cultivo in vitro con la introduccion de los
explantos en el medio de cultivo en condiciones asépticas. El porcentaje de éxito
en esta etapa suele ser bajo por los problemas de adaptacion y contaminantes

que la planta puede presentar (Sharry et al., 2015).
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Etapa 2: Multiplicacion. El objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la
cantidad de brotes para los nuevos ciclos de multiplicacion sucesivos y poder
destinar parte de ellos a la siguiente etapa de produccion. La multiplicacion se
consigue a travées de la organogénesis, la embriogénesis somatica y la

multiplicacion por yemas (Sharry et al., 2015).

Etapa 3: Enraizamiento y obtencién de plantas completas. En esta etapa se
forman las raices para constituir una planta completa y hacer mas facil su manejo

y adaptacion fuera de laboratorio (Sharry et al., 2015).

Etapa 4: Aclimatacién y rusticacion de las plantas micropropagadas. Las
condiciones favorables que proporciona el cultivo in vitro ocasionan que las
plantas obtenidas no presenten adaptaciones al medio exterior, por lo que, antes
de establecer plantaciones definitivas se realiza la transferencia a sustratos por un

periodo de aclimatacion para corregir esas anormalidades (Sharry et al., 2015).

2.5.1 Los reguladores vegetales
Segun “la ley de Skoog y Miller” el balance en la concentracion de citocininas y

auxinas es determinante para la morfogénesis de muchos tejidos (Skoog &
Miller,1957). Las citocininas se utilizan frecuentemente para estimular la division
celular y desarrollo, generalmente en compafiia de una auxina (Skoog & Miller,
1957). Algunas de las citocininas mas utilizadas son la cinetina (KIN), la
benciladenina (BA), la 2-isopentiladenina (2 iP) y la zeatina. Por su parte, las
auxinas estimulan la divisién celular y promueven la formacién de raices (Thimann
y Went 1934). Uno de los reguladores de crecimiento mas utilizado para enraizar
en cultivo in vitro de agaves es el acido indolbutirico (AIB) (Enrriquez del Valle et
al., 2005).

La naturaleza y cantidad de reguladores de crecimiento en el medio varia segun la
variedad de planta, la naturaleza del tejido y también la etapa de cultivo, iniciacion
de callo, induccion de embriogénesis somatica, diferenciacion o multiplicacion de

brotes, enraizamiento de brotes, etc. (Bhojwani & Dantu, 2013).
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2.5.2 La contaminacién in vitro como limitante
Uno de los principales problemas que se presentan cuando se tratan de establecer

los cultivos in vitro es el de la contaminacion de los éstos con diversos tipos de
microorganismos (hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus), ya que el
ambiente creado en laboratorio es altamente propicio para su desarrollo (Sharry et
al., 2015).

La contaminacion puede provenir del interior del material vegetal o del ambiente
externo. Cuando se realiza el establecimiento de material limpio, la contaminacion
es causada por microorganismos denominados “vitropatégenos” ya que no
provienen de la planta si no que estan asociados al ambiente, material y personal
del laboratorio, sin embargo, pueden modificar el pH, competir por los nutrientes y
modificar el medio de cultivo (Sharry et al., 2015).

Por otra parte, cuando el material donante esta contaminado con fitopatégenos, es
decir, microorganismos que han evolucionado a lo largo del tiempo junto con la
planta (Agrios, 2005), el riesgo es el de la propagacion clonal y la posible
distribucion y liberaciéon ambiental de patégenos (Loyola & Vazquez, 2006). Para
tener certeza de que el material vegetal que se esta propagando esta libre de
patdbgenos se deben incluir pruebas patoldgicas en el proceso de produccion in
vitro (Lagans et al, 1977).

2.5.3 Métodos in vitro de erradicacion de patégenos
Desde que Morel y Martin en 1952 informaron la regeneracion de plantas de dalias

libres de virus mediante el cultivo de tejido meristematico de plantas infectadas, el
cultivo de meristemos ha sido utilizado ampliamente para la obtencion de plantas
libres de patdgenos (Jiménez, 2015), esta técnica se fundamenta en que la
distribucion de los fitopatdgenos no es uniforme y que su concentracion tiende a
disminuir progresivamente hacia el meristema apical del tallo, donde las células se

encuentran en constante y rapida division (Martinez, 1987).

Hasta la actualidad, los métodos de cultivo in vitro mas utilizados para la obtencion
de plantas libres de patdégenos son el cultivo de tejidos meristematicos en

combinacion con termoterapia o quimioterapia (Martinez, 1987). La liberacion de
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patégenos se ha logrado en algunos cultivos como cafia de azucar (Leu, 1978),
papa (Nascimiento et al., 2003), papaya (Solis et al., 2011), entro otros. Ademas,
se ha reportado que la técnica de crioterapia de puntas de brotes tiene alta

frecuencia de erradicacion de patdgenos de cultivos horticolas (Feng et al., 2012).

2.6 Diagnéstico de fitopatdgenos
Anteriormente, la identificacion de patdgenos de plantas se basaba en la deteccion

visual de sintomas en partes afectadas del huésped, la caracterizacion
morfoldégica mediante microscopia, medios selectivos, pruebas bioquimicas,
plantas indicadoras, entre otras técnicas (Lopez et al., 2013; Gonzales, 2017). No
obstante, las plantas pueden ser atacadas por multiples patégenos a la vez o
diferentes microorganismos logran ocasionar enfermedades con sintomas muy
parecidos, por consiguiente, ahora los métodos de diagndstico mas utilizados por
su confiabilidad y reproducibilidad son los derivados de técnicas moleculares,
principalmente las técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (L6pez et al., 2013).

En los casos en que la planta presenta sintomas que parecen ser causados por un
patdgeno, pero no existen informes previos que lo respalden (como en el caso de
A. potatorum) se toman los pasos descritos en los postulados de Koch para
realizar el diagnostico de la enfermedad (Agrios, 2005).

2.6.1 Postulados de Kotch
Robert Koch (1843-1910) fue un médico y bacteriélogo que con base en sus

estudios sobre enfermedades humanas (1876-1883,) lleg6 a la conclusién general
de que cada enfermedad es causada por un microorganismo especifico, siendo el
primero en demostrar la Teoria microbiana de la enfermedad propuesta
anteriormente por Luis Pasteur y en 1887 establecid los cuatro pasos que deben
cumplirse antes de que un microorganismo aislado de un humano, animal o planta
enfermo pueda considerarse como la causa de la enfermedad. Estos cuatro

pasos, reglas o criterios se conocen como “postulados de Koch” (Agrios, 2005).
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1. El agente causal sospechoso (bacteria u otro microorganismo) debe estar
presente en todos los organismos enfermos (p. €j., una planta) examinados
(Agrios, 2005).

2. El agente causal sospechoso (bacteria, etc.) debe aislarse del organismo

huésped enfermo (planta) y cultivarse en cultivo puro (Agrios, 2005).

3. Cuando se inocula un cultivo puro del agente causal sospechoso en un huésped
(planta) sano y susceptible, el huésped debe reproducir la enfermedad especifica
(Agrios, 2005).

4. ElI mismo agente causal debe recuperarse nuevamente del huésped
experimentalmente inoculado e infectado, es decir, el agente recuperado debe

tener las mismas caracteristicas que el organismo en el paso 2 (Agrios, 2005).

2.7 Enfermedades en Agaves
Una planta se considera enferma cuando las funciones vitales de sus células o de

una parte de ella son interrumpidas, alteradas, inhibidas, funcionan mal o mueren
en respuesta a un organismo patdégeno o factor ambiental adverso; al principio, la
infeccion se localiza en una o unas pocas células por lo que es invisible, luego la
reaccion se generaliza y las partes afectadas de la planta desarrollan cambios
visibles a simple vista conocidos como sintomas y puede conducir a una alteracion

parcial, deterioro o muerte de la planta entera (Agrios, 2005).

Una diversidad patdégenos ocasionan dafios a los agaves, en A. tequilana se ha
reportado que el padecimiento de marchitez y pudricibn seca del cogollo es
ocasionado por una asociacién parasitica especializada de cinco especies de
Fusarium dentro de tres complejos: La especie Fusarium oxysporum dentro del
complejo F. oxysporum (FOSC); las especies F. solani, F. falciforme y Fusarium sp
componen el complejo Fusarium solani (FSSC) y Fusarium sp. se ubico en el
complejo Fusarium fujikuroi (FFSC) (Lopez et al., 2020). Otro analisis molecular
de cepas de hongos aislados de hijuelos comerciales de A. tequilana, reveld la
asociacion de 23 cepas dentro de cuatro complejos filogenéticos: F. oxysporum, F.

fujikuroi, F. solani y F. incarnatum-equiseti (Mendoza et al., 2021). En cuanto a
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bacterias, se han identificado Erwinia cacticida, Pantoea agglomerans vy

Pseudomonas sp. causando la pudricion blanda de la raiz (Jiménez et al., 2004).
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3. DIAGNOSTICO FITOSANITARIO EN AGAVE TOBALA (Agave
potatorum Zucc.)

3.1 Resumen

El agave tobala es una especie endémica de los estados de Oaxaca y Puebla.
Posee una alta demanda comercial debido a que es muy apreciada para la
elaboracion del mezcal. Actualmente no hay reportes de estudios de
enfermedades en esta especie. El objetivo de este estudio fue identificar los
fitopatdgenos presentes en plantas enfermas de A. potatorum a partir de una
colecta de plantas provenientes del municipio de San Antonio, Huitepec, Oaxaca.
Las plantas fueron examinadas y se realizaron aislamientos utilizando tejido de las
hojas. Se obtuvieron diferentes colonias de hongos, las cuales se purificaron e
inocularon en plantas sanas para determinar su patogenicidad. Se registraron
dafios ocasionados por los hongos Fusarium solani, F. incarnatum, F. equiseti,
Dothideales sp., Pyronemataceae sp. 1 MJ12 y Verrucoconiothyrium
eucalyptigenum, los cuales fueron identificados mediante la técnica en reaccién de
la polimerasa (PCR). La técnica de PCR permite la identificacion de
microorganismos asociados a plantas enfermas de A. potatorum.

Palabras clave: enfermedades, sintomas, postulados de Kotch, PCR.
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3.2 Abstract

PHYTOSANITARY DIAGNOSIS IN AGAVE TOBALA (Agave potatorum Zucc.)

Agave tobala is an endemic species of the states of Oaxaca and Puebla. It has a
high commercial demand because it is highly appreciated to produce mezcal.
There are currently no reports of disease studies in this species. The objective of
this study was to identify the phytopathogens present in diseased plants of A.
potatorum from a collection of plants from the municipality of San Antonio,
Huitepec, Oaxaca. The plants were examined, and isolations were made using leaf
tissue. Different fungi colonies were obtained, purified, and inoculated in healthy
plants to determine their pathogenicity. Registered damages caused by the fungi
Fusarium solani, F. incarnatum, F. equiseti, Dothideales sp., Pyronemataceae sp.
1 MJ12 y Verrucoconiothyrium eucalyptigenum, which were identified by the
polymerase reaction (PCR) technique. The PCR technique allowed the
identification of microorganisms associated with diseased plants of A. potatorum.

Keywords: diseases, symptoms, Koch's postulates, PCR.
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3.3 Introduccién
El mezcal es una bebida alcohdlica destilada de México, su hombre proviene del

nahuatl “mexcalli” que significa agave horneado, la bebida se obtiene de los
azucares fermentados de las cabezas cocidas de mas 50 especies diferentes del
género Agave. En los ultimos afos el mezcal ha presentado un ascenso en
cumbres internacionales y sus estadisticas son prometedoras (Pérez et al., 2016),
de acuerdo con el Consejo Mexicano Regulador del Mezcal (COMERCAM), la
produccion nacional ha tenido un aumento progresivo desde el 2014 hasta la
fecha (COMERCAM, 2022). A. potatorum es la quinta especie mas utilizada para
la elaboracion del mezcal (COMERCAM, 2022), siendo su principal uso por la alta
calidad de la bebida que se obtiene. La planta se caracteriza por presentar rosetas
compactas, con gran numero de hojas planas con pequefias mamilas y dientes,

inflorescencia paniculada que se presenta de agosto a noviembre (Garcia, 2010).

No se han reportado estudios de diagnostico de enfermedades en A. potatorum.
En otras especies emparentadas que se cultivan como en el agave azul (A.
tequilana var Azul), se ha realizado la identificacion de Fusarium oxysporum, F.
solani, F. falciforme, F. fujikuroi y Fusarium sp. (Avila et al., 2012; Ramirez et al.,
2017; Loépez et al.,, 2020) ocasionando marchitez y pudricion del agave en
plantaciones comerciales. En cuanto a bacterias, se han identificado Erwinia
cacticida, Pantoea agglomerans y Pseudomonas sp. causando la pudricion blanda
de la raiz (Jiménez et al., 2017).

El objetivo de esta investigacion fue identificar la etiologia asociada a plantas
enfermas de A. potatorum mediante la realizacién de los postulados de Kotch y la

técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Colecta de material enfermo
La colecta se realizé en el municipio de San Antonio Huitepec, en el estado de

Oaxaca, se seleccionaron plantas visiblemente enfermas en condiciones de
campo abierto de dos y tres afios. Las muestras fueron extraidas del suelo en

campo Yy trasladadas a la Universidad Autdbnoma Chapingo.
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3.4.2 Examinacion
Las plantas fueron sometidas a una observacion mediante estereoscopio donde se

analizaron las hojas y raices para descartar la presencia de artropodos.

3.4.3 Aislamiento
Del total de plantas colectadas se tomaron al azar ocho. Esta seccion se realizd

siguiendo la metodologia descrita en Agrios, (2005) para el aislamiento de hongos.
De cada planta se cortaron trozos pequefios de hoja con tejido enfermo y con
aspecto sano y enseguida se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio al
3 % durante 3 minutos, vigilando que todas las superficies se humedecieran.
Luego, las secciones se lavaron en tres cambios de agua estéril y se secaron
sobre sanitas limpias. Posteriormente, se colocaron 5 fragmentos vegetales en
una caja Petri con medio PDA (399 / L) estéril. Se sembraron tres repeticiones por
planta. Después de 48 horas de incubacion a temperatura ambiente se
comenzaron a observar diferentes colonias de micelio, a los seis dias se

observaron colonias desarrolladas.

3.4.4 Purificacion
Se prepararon muestras temporales para seleccionar las colonias por su color,

crecimiento o produccion de esporas, de ellas se obtuvieron cepas puras
utilizando dos técnicas: a) la de punta de hifa, que consiste en sembrar micelio en
una caja con agua agar (10 g/L) y en cuanto observa crecimiento, tomar un
pedazo de la punta de una sola hifa con un aguja estéril utilizando un
estereoscopio y pasarla a una caja con medio PDA de nuevo y b) realizando
cultivos monosparicos, esto consiste en generar crecimiento del hongo a partir de
una conidio, por medio de diluciones seriadas de una suspension de conidias
hasta 10 . De la ultima dilucién se tomo 100 ul y se adicioné a medio agar agua.
Se incub6 a 25 °C, hasta observar la germinacion de un conidio (crecimiento) que

inmediatamente fue transferida a PDA.

3.4.5 Pruebas de patogenicidad
Siguiendo la metodologia establecida en los postulados de Kotch (1890), se

realizd la inoculacion de las cepas de hongos obtenidas de plantas enfermas de A.

potatorum, en plantas sanas aproximadamente de dos y tres de edad de A.
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potatorum. Se utilizaron plantas en macetas y 15 cepas con micelio de 6 dias de

crecimiento sobre PDA (figura 1).

Figura 1. A. Maceta con planta sana; B. Sacabocados utilizado para marcar circulos; C. Lesiones
realizadas con la aguja estéril; D. Cepas en cajas Petri, atomizador con alcohol al 70%, tijeras,
cinta, etc.; E. Penca con cinco circulos marcados; F. Penca con cinco discos de micelio; J. Maceta
con cubierta de plastico; H. Macetas inoculadas.

Para realizar la inoculacion de cada cepa; en una penca limpia se marcaron 5
circulos de un centimetro de diametro, en su interior se realizaron pequefas
heridas superficiales con una aguja de diseccidén y se coloc6 un disco de micelio

directamente sobre cada circulo en la penca.

Las plantas se conservaron en cajas cubiertas con plastico transparente en
condiciones de humedad durante dos semanas. De las pencas con dafios se

recuperaron ocho cepas (figura 2).
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Figura 2.Ejemplo de cepas recuperadas y utilizadas para la prueba PCR.

3.4.6 Identificacién molecular: Extraccién de ADN, PCR y secuenciacion.
De cada aislado se raspé la superficie usando una espatula de acero inoxidable

estéril, el micelio se depositdé en un mortero estéril, se le agregé nitrégeno liquido,
se macero6 con un pistilo y se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con
500 pL de solucion amotiguadora Dellaporta, se mezclé con vortex por 10
segundos y se incubd por una hora a 65 °C. Se agregaron 700 pL de Cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1, v: v) se pasaron por vértex por 10 segundos y se
centrifugé (Centrifuge 5810 R Eppendorf) a 13000 gravedades durante 10
minutos. Con una micropipeta, el sobrendante se transfirio a un tubo nuevo de
microcentrifuga de 1.5 mL y se agregaron 700 pL de isopropanol. Los tubos se
mezclaron por inversion de cuatro a cinco veces y se almacenaron a -20 °C
durante 10 minutos, luego se centrifug6 a 13 000 g durante 10 minutos, para
sedimentar el DNA y desechar el sobrenadante. Se agreg6 a cada tubo 500 pL de
etanol al 70 %, se centrifugd a 13000 gravedades por 5 minutos y se deseché de
nuevo el sobrenadante. En papel absorbente se colocaron los tubos hacia abajo
para escurrir el etanol, posteriormente cuando la pastilla estuvo seca se agrego
100 pL de agua estéril libre de DNAsa y RNAsa. La calidad y concentracion del
ADN se cuantific6 mediante un espectrofotdmetro Nanodrop Lite (Thermo
Scientific ®, EE. UU.), finalmente el DNA se almacené a -20°C para Su uso

posterior.
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Para la PCR se utilizaron los primers ITS 5 (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG
G)y 4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC); EF1-728F (CAT CGA GAA GTT CGA
GAA GG) y EF1-986R (ACT TGA AGG AAC CCT TAC C) y mezcla de reaccién se
prepar6 a un volumen final de 50 pL, amortiguador de PCR 1x, 2.5 mM de cloruro
de magnesio (MgClz, 0.2 mM de desoxinucleétido trifosfato (ANTP), 0.8 uM de
cada primer, 0.04 U DNA polimerasa (Promega, EE. UU.) y 4 ng de DNA. La PCR
se llevo a cabo en un termociclador C-1000 (Bio-Rad, EE. UU.), se realiz6 una
desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C por
30 s, 72 °C por 1 min; y una extension final de 72°C por 10 min. Los productos
amplificados se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % con buffer
de corrida TAE 1X. Se us6 de 7 pL del producto de PCR y 3 uL de buffer de carga,
para llevar a electroforesis a 90 volts. El gel se analizé con luz ultravioleta con un
transiluminador M-26X usando un sistema de imagenes GelDoc-ItTM 300 (UVP,
EE. UU.).

3.4.6 Analisis
El &rea de dafio ocasionado por la inoculacion de diferentes cepas en las pencas

de A. potatorum se midi6é con el editor de graficos GIMP versién 2.10.20, utilizando

fotografias de las plantas tras un mes de infeccion.

Los fragmentos amplificados se mandaron a secuenciar a Corea a la empresa
Macrogen®. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de datos en
NCBI con el BLAST.

3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Patogenicidad de cepas inoculadas
De las 15 cepas inoculadas, las indicadas en el Cuadro 1 causaron reaccion de

hipersensibilidad. A partir de los 4 dias se observaron lesiones necroticas. La
respuesta sistémica se evidencié por el progreso de dafio en las zonas inoculadas
(Cuadro 1), ademas, el color de las plantas disminuyé. Por el contrario, las cepas
restantes no se consideraron virulentas, ya que solo fue notorio el dafio mecanico
ocasionado por la inoculacion.

Cuadro 1. Dafio en pencas de Agave potatorum después de 30 dias de la
inoculacion.
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Cepa Areatotal dela Areadelapenca Porcentaje de
inoculada penca (pixeles) on dafios dafo
(pixeles)
P2A 14526 4077 28.066
P2B 19128 4938 25.815
P2F 33072 14048 42.477
P3F 34573 2706 7.826
P5D 35853 1714 4.780
P6A 16012 3566 22.270
P6F 71167 15532 21.824

La cepa P2F ocasion6 el mayor porcentaje de dafio, 42%, las cepas P2A, P2B,

P6A y P6F causaron dafios con porcentajes similares entre si. Por su parte P5D y

P3F ocasionaron los menores porcentajes de dafio (Figura 3).
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Figura 3.Dafios en pencas de agave Agave potatorum tras un mes de la inoculacion de cepas. A:
P2B; B: P2F; C: P3F; D: P5D; E: P6A; F: P6F; G. P2A.

3.5.2 Identificacion molecular
La comparaciéon de las secuencias obtenidas con las depositadas en la base de

datos de nucledtidos del NCBI revelaron la identidad de los microorganismos
presentes en hojas enfermas de A. potatorum. Se destaca la presencia del género
Fusarium (Cuadro 2).

Cuadro 2. Organismos identificados mediante la amplificacion de la region ITS y
numero de accesion en la base de datos Gen Bank.

Cepa original Organismo Numero de
accesion

P2B Fusarium solani KU377471

P2F Fusarium incarnatum KT748520
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P5D Dothideales sp. MF435051
P6A Pyronemataceae sp. 1 MJ12 KR019790
P6F Fusarium equiseti KX196808

La mayoria de los microorganismos identificados mediante la amplificacion del

factor de elongacion 1 alfa resultaron similares a Fusarium equiseti (Cuadro 3).

Cuadro 3. Microorganismos identificados mediante la amplificacion del factor de
elongacion 1 alfa (EF1) y nUmero de accesion en el Genk Bank.

Cepa Organismo identificado Numero de
accesion
P2F Fusarium equiseti KT213275
P3F Verrucoconiothyrium eucalyptigenum KY979904
P6F Fusarium equiseti KU554689
P2A Fusarium equiseti KT213275

De acuerdo con los resultados, diferentes especies del género Fusarium se han
identificado en agave azul (Agave tequilana var. azul) (Avila et al., 2012; Ramirez
et al., 2017;). Aislamientos provenientes de plantas de A. tequilana con sintomas
de marchitez y pudricion se identificaron molecularmente con cebadores
especificos en la secuencia ITS2 y se encontré6 a F. solani, manera coincidente
con este estudio. También, Lopez et al.,, (2020) reportaron que la marchitez y
pudricion seca del cogollo del agave azul es ocasionada por tres complejos de
hongos del mismo género Fusarium, donde se encontr6 F. solani. mediante

identificacion molecular con ITS y EF-1a.

Recientemente, Mendoza et al. (2021) reportaron que la enfermedad de marchitez
del agave azul es ocasionada por complejos de especies de fusarium y de manera
coincidente con esta investigacion se identificaron molecularmente a F. solaniy F.

incarnatum-equiseti, utilizando el gen EF-1a.
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Por otra parte, se ha reportado Dothideales sp. como un hongo endéfito en
aislamientos a partir de cafia de azucar (Leme et al., 2013), también se encontré

como hospedante en arboles del género Quercus (Collado et al., 2000).

Verrucoconiothyrium eucalyptigenum se ha reportado como patégeno de los
arboles de eucalipto en Australia, se identifico utilizando el gen B-tubulina (Crous
et al., 2017).

Finalmente, Pyronemataceae sp. 1 MJ12 no se ha reportado como patégeno de
plantas, sin embargo, pertenece a la familia pyronemataceae, es una de las

familias méas diversas genéticamente.

3.6 Conclusiones
Mediante la prueba en reaccion de la polimerasa se identificaron los hongos

Fusarium solani, F. incarnatum, F. equiseti, Dothideales sp., Pyronemataceae sp.
1 MJ12 y Verrucoconiothyrium eucalyptigenum en plantas de A. potatorum
colectadas con sintomas de enfermedad en San Antonio Huitepec, Oaxaca.

Se concluye que Fusarium solani, Fusarium incarnatum y Fusarium equiseti son

patégenos que ocasionan dafios en plantas de A. potatorum.

Por otro lado, hacen falta mas estudios para determinar la relacion exacta de los
microorganismos Pyronemataceae sp. 1 MJ12, Dothideales sp y
Verrucoconiothyrium eucalyptigenum con las plantas enfermas de A. potatorum.
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4. ESTABLECIMIENTO Y MULTIPLICACION IN VITRO DE AGAVE TOBALA
(Agave potatorum Zucc.).

4.1 Resumen

Agave potatorum es una especie importante para la elaboracién del mezcal, sin
embargo, debido a la extraccibn no regulada, sus poblaciones naturales se
encuentran en un estado de vulnerabilidad. Una alternativa de produccion masiva
y de material vegetal de alta calidad es el uso de la biotecnologia agricola. El
objetivo de este estudio fue establecer tratamientos de control y/o erradicacién de
patdgenos en cuatro tipos de explantes durante la etapa de establecimiento in vitro
y determinar la concentracion de bencilaminopurina y &cido indol butirico que
permita la multiplicacion in vitro de A. potatorum. A partir de la colecta, se eligieron
plantas al azar que fueron transplantadas en macetas y tratadas por seis meses
con fungicidas. Para el establecimiento in vitro se aplicaron diferentes tratamientos
desinfectantes en explantes provenientes de la region apical, proximal, basal y
yemas axilares. Los explantes que no presentaron contaminacion durante la
introduccién se utilizaron para establecer tratamientos con diferentes dosis BA y
AIB. En los explantes multiplicados se midieron el nimero de brotes por explante,
el grosor de la hoja mas larga y la longitud de la hoja mas larga. Se observé que la
aplicacion de productos: Hipoclorito de sodio, Tecto 60 y Bunsan 1129 tuvieron un
efecto positivo en la supervivencia de explantes. La region con mayor
supervivencia de explantes fue la proximal, mientras que la region que generé mas
brotes por explante fue la basal, con 13.15, seguida de la proximal con 12.35
brotes/explante. La aplicacion de fitoreguladores bencilaminopurina (BAP) y acido
indol butirico a una dosis de 3 mg L "' de BAP y 1 mg L de AIB fue efectiva para
multiplicar explantes. La respuesta in vitro en A. potatorum esta influenciada por el
tipo de explante.

Palabras clave: tratamientos, patégenos, regidn, explante, supervivencia, brotes.
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4.2 Abstract

ESTABLISHMENT AND IN VITRO MULTIPLICATION OF AGAVE TOBALA
(Agave potatorum Zucc.).

Agave potatorum is an important species to produce mezcal, however, due to
unregulated extraction, its natural populations are in a state of vulnerability. An
alternative for mass production and high-quality plant material is the use of
agricultural biotechnology. This study aimed to establish control treatments and/or
eradication of pathogens in four types of explants during the in vitro establishment
stage and to determine the concentration of benzylaminopurine and indole butyric
acid that allows the in vitro multiplication of A. potatorum. From the collected
plants, random plants were chosen that were transplanted into pots and treated for
six months with fungicides. For in vitro establishment, different disinfectant
treatments were applied to explants from the apical, proximal, basal, and axillary
buds. The explants that did not present contamination during the introduction were
used to establish treatments with different BA and AIB doses. In the multiplied
explants, the number of shoots per explant, the thickness of the longest leaf, and
the length of the longest leaf were measured. It was observed that the application
of products: Sodium hypochlorite, Tecto 60° and Bunsan 1129° had a positive
effect on explant survival. The region with the highest survival of explants was the
proximal one, while the region that generated the most shoots per explant was the
basal one, with 13.15, followed by the proximal one with 12.35 shoots/explant. The
application of benzylaminopurine (BAP) phytoregulators and indole butyric acid at
a dose of 3 mg L of BAP and 1 mg L of AIB was effective to multiply explants.
The in vitro response in A. potatorum is influenced by the type of explant.

Keywords: treatments, pathogens, region, explant, survival, buds.
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4.3 Introduccién
El mezcal es una bebida alcohdlica que se ha elaborado de forma artesanal

durante miles de afios en México (Pérez et al., 2016). Para la elaboracion del
mezcal se utilizan diferentes especies de magueyes tales como espadin (Agave
angustifolia), cenizo (A. duranguensis), verde (A. salmiana), papalote (A.
cupreata), tobald (A. potatorum), azul (A. tequilana), cuishe (A. karwinskii), entre
otros (COMERCAM, 2022b).

Entre ellas, A. potatorum, es una de las especies mas preciadas debido a sus
propiedades organolépticas suaves (Garcia, 2010). Recientemente el interés
comercial por el mezcal de A. potatorum ha aumentado y este proceso ha llevado
a una reduccién de las poblaciones locales (Delgado et al., 2014; Torres et al.,
2013). El uso de esta especie no esta regulado y la extraccion de plantas
silvestres se realiza antes de que puedan formar semillas afectando su
reproduccion (Delgado, 2008; Rangel et al., 2015); se considera que esta especie
s6lo se reproduce mediante semillas (Aguirre &, Eguiarte, 2013; Gutiérrez et al.,
2020).

Existen antecedentes en la propagacion in vitro de esta especie (Aguilar et al.,
2018; Ramirez et al.,, 2022; Bautista et al., 2020; Correa et al., 2022). Sin
embargo, una de las mayores limitantes en el cultivo in vitro es la contaminacién
de las plantas madre con fitopatdgenos que pueden permanecer latentes en las

plantas micropropagadas (Langhans et al., 1977; Loyola & Vazquez, 2006).

Los métodos de cultivo in vitro mas utilizados para la obtencién de plantas libres
de patdégenos son el cultivo de tejidos meristematicos en combinacién con
termoterapia o quimioterapia (Martinez, 1987). Ademas, se ha reportado que la
técnica de crioterapia de puntas de brotes tiene alta frecuencia de erradicacion de
patogenos de cultivos horticolas (Feng et al., 2013).

El objetivo de este trabajo fue obtener brotes in vitro sanos de a partir de plantas
de A. potatorum enfermas, mediante el establecimiento in vitro de cuatro regiones

de tejido y la aplicacion de diferentes tratamientos desinfectantes, seguido de la
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multiplicacion de explantes limpios en medio con diferentes concentraciones de los

reguladores de crecimiento 6-Bencilaminopurina (BAP) y acido indol butirico (AIB).

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Obtencion del material vegetal y preparacion de plantas madre
Las plantas donantes se obtuvieron de una colecta de plantas enfermas de A.

potatorum de dos y tres afios del municipio de San Antonio Huitepec, en el estado
de Oaxaca en agosto de 2021. Las muestras fueron trasladadas a los
invernaderos de la Universidad Autonoma Chapingo, donde se establecieron en
macetas con sustrato para cactaceas esterilizado y se trataron durante 6 meses
con aplicaciones de fungicidas sistémicos y fertilizantes en el riego. Una vez
tratadas las plantas, se sacaron de las macetas y se llevaron al Laboratorio de
Cultivo de Células y Tejidos Vegetales, del departamento de Fitotecnia.

4.3.2 Desinfestacion
De las plantas donantes (figura 4A) se eliminaron las hojas senescentes y raices;

dejando solo el tallo envuelto por hojas jovenes (fig. 4B). Se lavé con una mezcla
de jabon y tween 20, se cepill6 y se enjuag6 con agua corriente. Bajo la camara de
flujo laminar se insertd un sacabocados de 0.5 cm de diametro de forma vertical
en el tallo (fig. 4C) y del tallo perforado se corté la base. Posteriormente, los
fragmentos vegetales se sumergieron en alcohol al 70 % durante tres minutos y en

hipoclorito de sodio al 10 % durante 10-15 minutos; se realiz6 un triple enjuague

con agua destilada después de cada inmersion.

Figura 4. A. plantas extraidas de las macetas. B. tallos limpios sin hojas ni raices. C. Tejido
perforado por el sacabocados.
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4.3.4 Desinfeccion
Los productos utilizados fueron Agrimycin 500® de Pfizer, TECTO 60 WP por

Syngenta, hipoclorito de sodio marca Cloralex®, BUSAN 1129 elaborado por
SUMMITAGRO, Polivinilpirrolidona (PVP) marca Sigma y Microdyn® comercial.

Se aplicaron los tratamientos indicados en la tabla 1. En el testigo no se agrego
algun producto. Para los tratamientos con productos quimicos se realizaron
soluciones en frascos de vidrio con tapa esterilizados, en cada una de la
soluciones o tratamientos se sumergieron los tejidos provenientes de una planta,
enseguida, se colocaron en agitador durante el tiempo establecido en cada
tratamiento. En la combinacion de productos Tecto 60 + Bunsan 1129 y Tecto 60 +
Agrimycin 500, cada producto se aplico la mitad de tiempo. Los tratamientos de luz
UV fueron aplicados utilizando una lampara UV sobre los tejidos dentro de frascos

esterilizados. Las muestras se enjuagaron tres veces con agua desionizada.

Cuadro 4.Tratamientos de desinfeccion con la dosis empleada.

Tratamiento Dosis
0. Testigo -
1. Agrimycin 500 + Tecto 60 por 15 minutos 10g-Lty15¢g-L?
2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 minutos 10g-Lty15¢g-L?
3. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 60 minutos 10g-Lty15¢g-L?
4. Luz UV durante 30 segundos 253.7 nm*
5. Luz UV durante 1 minuto 253.7 nm*
6. Luz UV durante 2 minutos 253.7 nm*
7. Hipoclorito de sodio durante 15 minutos 15 mL-L?
8. Hipoclorito de sodio durante 30 minutos 15 mL-L*t
9. Hipoclorito de sodio durante 60 minutos 15 mL-L?
10. Microdyn durante 15 minutos 5.25 mL-L?
11.Microdyn durante 30 minutos 5.25 mL-L?
12.Microdyn durante 60 minutos 5.25 mL-L?
13.Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 15 minutos 10 mL/-Lty15¢g-L?
14.Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 30 minutos 10 mL-Lty15¢g-L?
15.Bunsan 1129+ Tecto 60 durante 60 minutos 10mL-Lty15¢g-L?
16. Polivinilpirrolidona (PVP) durante 15 minutos 70 mg-L*t
17.PVP durante 30 minutos 70 mg-L*t
18.PVP durante 60 minutos 70 mg-L*t

*Longitud de onda de 253.7 nm.
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4.3.5 Obtencion de explantes
Los fragmentos desinfectados provenientes de cada planta se dividieron en cuatro

regiones (A, B, C y D) (figura 5). Los explantes se sumergieron en solucién
antioxidante antioxidante durante cinco minutos (150 mg-litro-1 de acido citrico y

100 mg-litro-1 de acido ascorbico).

Figura 5. Tipos de explantes. A. Region distal. B. Region proximal. C. Basal. D. Yemas axilares del
tallo.

4.3.6 Establecimiento in vitro
Se sembrd bajo condiciones asépticas en tubos de ensayo con 15 mL de medio

formulado con 4.3 g-L! de sales Murashige & Sookg (1962) MS al 100%
suplementado con 80 mg-L*! de sulfato de adenina, 0.40 mg-L* de tiamina, 60
mg-L* de L-cisteina, 100 mg-L* de mio-inositol, agar al 0.7 % (p/v), azlcar al 3 %
p/v, el pH fue ajustado a 5.7 £ 0.1 y se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 25
minutos. Los explantes permanecieron en un area de incubacién por un periodo de

tres semanas semanas, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

4.3.7 Multiplicacion
Para la multiplicacion se utilizaron los explantes de cuatro semanas sin

contaminacion y se establecieron en frascos Gerber con cuatro medios o
tratamientos, cada medio de cultivo se compuso por las sales inorganicas MS al
100% adicionadas con 0.40 mg-L*! de tiamina, 100 mg-L** de myo-inositol, 60
mg-L* de L-cisteina, 200 mg-L* de extracto de malta, 3 % de sacarosa, 0.7 % de
agar y se agregaron diferentes concentraciones de los reguladores BA y AIB

indicados el siguiente cuadro.

Cuadro 5. Tratamientos con regulares BAP y AIB.

Reguladores Testigo T1 T2 T3
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BAP (g/L) 0 01 1 3

AIB (g/L) 0 0.1 03 1
*T1 = Tratamiento 1; T2 = Tratamiento 2; T3 = Tratamiento 3.

4.3.8 Disefio experimental
Se establecieron 304 frascos Gerber en total, cada uno con un explante. Para los

tratamientos, el disefio experimental fue un completamente al azar. Durante los
primeros siete dias se midieron las variables contaminacion por hongos, por
bacterias y oxidacién, utilizando una escala de dafio (0O = sin dafio,1 = leve, 2 =
moderado, 3 = grave). Ademas, a los 15 dias se registro la supervivencia de los

explantes (0= muerto,1=vivo).

Para la multiplicacion, se emple6 un disefio completamente al azar en el que se
probaron tratamientos de reguladores (Cuadro 4) y se cuantificO el nUmero de
brotes generados en cada tratamiento. Cada tratamiento fue aplicado a 10
explantes. Finalmente, en las plantas multiplicadas de seis semanas de edad se
midio6 la altura y el grosor de la hoja mas grande.

4.3.9 Andlisis estadistico
En todos los datos fueron analizados mediante el software estadistico R (version

4.3.0). El efecto de los 19 tratamientos y 4 regiones sobre las variables: hongos,
bacterias y oxidacion, fue analizado usando regresion ordinal. Para los datos a la
medicion de 15 dias se utilizd una regresion logistica para la variable
supervivencia. Los datos de los tratamientos de reguladores fueron evaluados
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias
Tukey con significancia del 5 %. Con los datos de plantas multiplicadas se realizd
un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias de Tukey para un
nivel de significancia del 5 %, para las variables de brotes, longitud de hoja méas

larga y grosor de la hoja mas larga.

4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Efecto de tratamientos sobre la contaminacidén por hongos, bacterias y
oxidacion

La aplicacion de los tratamientos fue significativa para la contaminacion in vitro en
explantes de A. potatorum. Los tratamientos con menor contaminacién por hongos

fueron las combinaciones de Bunsan 1129 + Tecto 60 y Agrimycin 500 + Tecto 60
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durante 60 y 30 minutos, respectivamente, la luz UV durante 30 segundos y el
hipoclorito de sodio durante 30 minutos. Los tratamientos que no tuvieron algun
efecto para la aparicion de hongos fueron los compuestos por polivinilpirrolidona,
asi como los tratamientos con luz UV durante uno y dos minutos (Figura 6). En el
testigo se observé la mayor cantidad de contaminacion por hongos. De acuerdo
con nuestros resultados, Lanna et al. (2016), observaron que las concentraciones
de tiabendazol (ingrediente activo del fungicida Tecto 60) afecté el crecimiento
micelial de los hongos Fusarium oxysporum, Penicillium oxalicum y Aspergillus
niger, también Albugerque y Gusqui, (2018) realizaron un experimento sobre la
eficacia de fungicidas quimicos para el control de diferentes fitopatdbgenos en
condiciones controladas donde se observé que el tiabendazol, es capaz de reducir
el crecimiento in vitro de hongos como R. solani, F. oxysporum, L. theobromae y
Penicillium sp. En otros tratamientos in vitro para el control de la contaminacion se
observo que Tecto 60 es efectivo para disminuir el crecimiento micelial de hongos
(Garcia et al., 2021).

Contaminacion fingica en tratamientos durante siete dias
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Figura 6. Grafica de contaminacién in vitro durante siete dias por microorganismos fungosos
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Los mejores resultados sobre la oxidacion se obtuvieron con los tratamientos 17 y
18 (PVP durante 15 y 30 minutos respectivamente),10 (hipoclorito de sodio
durante 60 minutos) y 13 (microdyn durante 60 minutos) (Figura 7). De acuerdo
con lo anterior, el uso de PVP es frecuente dentro de las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales para controlar el oscurecimiento (Gamechu & Amante, 2021).
Perales et al.,, (2016) indicaron que la aplicacion de PVP como tratamiento
antioxidante obtuvo los mejores resultados en comparaciéon con otros productos en
el establecimiento de segmentos nodales de guayaba. También Cabrejo et al.,
2022 mencionaron que el uso de polivinilpirrolidona obtuvo bajos niveles de

oxidacion durante la propagacion in vitro de cormos de platano.

Los tratamientos con mayor oxidacion fueron los 3, 15, 2 y 14 (Agrimycin 500 +
Tecto 60 durante 60 minutos, Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 60 minutos Bunsan
1129, Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 minutos, + Tecto 60 durante 30
minutos, respectivamente). Se noté que estos tratamientos ocasionaron oxidacion
en el explante ya que superan la oxidacién observada en el testigo, esto pudiera
deberse al tiempo de exposicién de cada tratamiento.

Los tratamientos con mayor efecto de control sobre la contaminacién por bacterias
fueron 9, 8 y 6 (Hipoclorito de sodio durante 60 minutos, Hipoclorito de sodio
durante 30 minutos y Luz UV durante 2 minutos). De manera similar con este
resultado, Green et al. (2020) informan que la luz UV, es un método eficaz para la
desinfeccidén de las bacterias E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes, ya que
lograron reducciones logaritmicas similares a lavado con hipoclorito de sodio
acuoso. Los tratamientos con mayor contaminacién bacteriana fueron: 11.
Microdyn durante 30 minutos, 2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 minutos y
12. Microdyn durante 60 minutos, respectivamente. Se esperaba que el
tratamiento Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 minutos tuviera mayor efecto de
control, sin embargo, Tecto 60 es un fungicida y el Agrimycin no un tuvo efecto
significativo. De acuerdo con esto, se ha probado que el sulfato de estreptomicina
(compuesto activo de Agrimycin 500) aplicado sobre explantes por inmersion no

controla la proliferacion bacteriana (Stefanel et al.,, 2021). La presencia de
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bacterias en explantes de A. potatorum estuvo influenciada por organismos

externos, ya que la contaminacion por bacterias en el testigo no fue la mas alta

(figura 8).
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Figura 7.Efecto de tratamientos (0-18), sobre la variable oxidacion, durante los primeros siete dias

de introduccion in vitro.

Contaminacion por bacterias durante siete dias en los tratamientos

0.6

Bacteria

0.2 0.3
L L

0.1

0.0

Tratamientos

— u
2
— 12
- 1
3
10
— 0
— 16
4
7
-
—— 18

Dias

6
8
9

Figura 8.Efecto de tratamientos (0-18) sobre la contaminacion bacteriana durante los primeros siete

dias de introduccién in vitro.
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Figura 9.Explantes tratados. A. Sin dafio, explante de la regién A; B. Sin dafio proveniente de la
regién C; C. Dafio leve ocasionado por hongos. D: dafio grave por la cantidad de micelio; E: Dafio
moderado por hongos; F: dafio grave provocado por hongos; G: dafio leve por contaminacion
bacteriana; H. Dafio moderado por presencia de bacteria; |.Dafio grave por bacterias; J: oxidacion
leve; K. Oxidacion moderada; L. oxidacion grave.

4.4.2 Regresién ordinal por tratamientos

Los datos se ajustaron a un modelo estadistico de regresion ordinal. Se utilizo el
paquete estadistico VGAM (Vector Generalized Linear and Additive Models). Se
realizé la regresion ordinal para los niveles de dafio por de hongos, bacterias y
oxidacion (Figura 9) en cada tratamiento y el testigo. En el caso de hongos y
bacterias, el dafio es ocasionado principalmente por su presencia como
contaminantes in vitro (Sharry et al., 2015). En los cuadros siguientes un explante

sin dafio por bacterias u hongos es un explante sin contaminacion.
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Cuadro 6.Probabilidades estimadas de que el explante corresponda a uno de los

cuatro niveles de contaminacion por hongos.

Tratamiento Sin Dafio Dafio Dafio
dafios leve moderado grave
0. Testigo 0.760 0.164 0.059 0.016
1. Agrimycin 500 + Tecto 60 por 15 0.750 0.169 0.061 0.017
minutos
2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 0.741 0.175 0.064 0.018
minutos
3. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 60 0.730 0.181 0.068 0.019
minutos
4. Luz UV durante 30 segundos 0.720 0.187 0.071 0.020
5. Luz UV durante 1 minuto 0.710 0.194 0.074 0.021
6. Luz UV durante 2 minutos 0.699 0.200 0.078 0.022
7. Hipoclorito de sodio durante 15 0.688 0.206 0.081 0.023
minutos
8. Hipoclorito de sodio durante 30 0.677 0.212 0.085 0.024
minutos
9. Hipoclorito de sodio durante 60 0.665 0.218 0.089 0.025
minutos
10. Microdyn durante 15 minutos 0.654 0.225 0.093 0.027
11. Microdyn durante 30 minutos 0.642 0.231 0.097 0.028
12. Microdyn durante 60 minutos 0.630 0.237 0.101 0.030
13. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 15  0.618 0.243 0.106 0.031
minutos
14. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 30  0.606 0.249 0.110 0.033
minutos
15. Bunsan 1129+ Tecto 60 durante 60 0.593 0.255 0.115 0.034
minutos
16. Polivinilpirrolidona (PVP) durante 0.581 0.261 0.120 0.036
15 minutos
17. PVP durante 30 minutos 0.568 0.266 0.125 0.038
18. PVP durante 60 minutos 0.556 0.272 0.131 0.040

En el cuadro 6. se muestran las probabilidades de que un explante presente uno

de los cuatro niveles de dafio por hongos, dado que se aplicaron 18 tratamientos.

Las probabilidades de que el explante no sufra dafios por la contaminacion fueron
similares en los tratamientos 0. Testigo, 1. Agrimycin 500 + Tecto 60 por 15
minutos, 2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 minutos, 3. Agrimycin 500 +
Tecto 60 durante 60 minutos, 4. Luz UV durante 30 segundos, 5. Luz UV durante 1
minuto. El resto de los tratamientos obtuvieron probabilidades mas bajas que el

testigo, lo que indica que no hubo una respuesta de control significativa sobre la
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contaminacion por hongos en los explantes de A. potatorum tras la aplicacién de

los tratamientos.

Anteriormente se ha reportado la presencia de fitopatégenos como virus, viroides,
organismos similares a micoplasmas y a rickettsias en tejidos muy jovenes y en
tejidos de meristemos (Martinez, 1987). Ademas, se ha comprobado que
organismos del género Fusarium pueden llegar a células meristeméticas apicales.
Aldrich y Nilson (1968) aislaron en PDA a Fusarium oxysporum f. sp. dianthi de
puntas meristeméticas de clavel y Martinez (1984), reportd el paso de F.
oxysporum a las puntas meristematicas de clavel. Recientemente Vijayakumar y
Ramamoorthy, (2022), aislaron una cepa de hongo endéfito de los meristemas de
Delonix regia, el hongo fue indetificado como Fusarium solani por analisis
morfologico y molecular. También, con base en la identificacion que se realizé
previamente, se plantea que los hongos incidentes en explantes de A. potatorum
pueden llegar acercarse o llegar al tejido meristeméatico y por ello no se logré su

control como contaminantes in vitro.

Cuadro 7.Probabilidades estimadas de que el explante corresponda a uno de los

cuatro niveles de contaminacién por bacterias.

Tratamiento Sin Dafio Dafio Dafio
dafios leve moderado grave

0. Testigo 0.768 0.186 0.043 0.001

1. Agrimycin 500 + Tecto 60 por 15 0.773 0.182 0.042 0.001

minutos

2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30  0.778 0.178 0.041 0.001

minutos

3. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 60 0.783 0.174 0.040 0.001

minutos

4. Luz UV durante 30 segundos 0.788 0.171 0.039 0.001

5. Luz UV durante 1 minuto 0.793 0.167 0.038 0.001

6. Luz UV durante 2 minutos 0.798 0.163 0.036 0.001

7. Hipoclorito de sodio durante 15 0.803 0.160 0.035 0.000

minutos

8. Hipoclorito de sodio durante 30 0.807 0.156 0.034 0.000

minutos

9. Hipoclorito de sodio durante 60 0.812 0.152 0.033 0.000

minutos

10. Microdyn durante 15 minutos 0.816 0.149 0.032 0.000

11. Microdyn durante 30 minutos 0.821 0.146 0.032 0.000
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12. Microdyn durante 60 minutos 0.825 0.142 0.031 0.000

13. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 15 0.829 0.139 0.030 0.000
minutos

14. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 30 0.833 0.136 0.029 0.000
minutos

15. Bunsan 1129+ Tecto 60 durante 60 0.837 0.132 0.028 0.000
minutos

16. Polivinilpirrolidona (PVP) durante 0.841 0.129 0.027 0.000
15 minutos

17. PVP durante 30 minutos 0.845 0.126 0.026 0.000
18. PVP durante 60 minutos 0.849 0.123 0.026 0.000

En el cuadro 7 se muestra que es muy probable que el explante no presente
dafios por contaminacion bacteriana tras la aplicacion de los tratamientos: 7.
Hipoclorito de sodio durante 15 minutos; 8. Hipoclorito de sodio durante 30
minutos; 9. Hipoclorito de sodio durante 60 minutos; 10. Microdyn durante 15
minutos; 11. Microdyn durante 30 minutos; 12. Microdyn durante 60 minutos; 13.
Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 15 minutos; 14. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante
30 minutos; 15. Bunsan 1129+ Tecto 60 durante 60 minutos, que mostraron
probabilidades superiores al 80%. Los tratamientos 1. Agrimycin 500 + Tecto 60
por 15 minutos, 2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30 minutos, 3. Agrimycin 500
+ Tecto 60 durante 60 minutos, 4. Luz UV durante 30 segundos, 5. Luz UV
durante 1 minuto, 6. Luz UV durante 2 minutos obtuvieron valores de
probabilidades similares al testigo, indicando una baja respuesta en el control del
dafio por bacterias. Cabe destacar que las posibilidades mostradas en los
tratamientos: 16. Polivinilpirrolidona (PVP) durante 15 minutos, 17. PVP durante
30 minutos y 18. PVP durante 60 minutos, fueron influenciadas por la alta
presencia de hongos, cuyo crecimiento micelial no permitié el crecimiento y/o
desarrollo de colonias bacterianas, por lo que se infiere que estos tratamientos no

tuvieron efecto de control directo sobre el crecimiento bacteriano.

De manera similar con los resultados, en otro experimento sobre la aplicacion de
tratamientos desinfectantes in vitro, se probaron diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio y se encontré que la aplicacion de hipoclorito de sodio al 1.5%
es la mas efectiva para controlar la contaminacion sin ocasionar dafios a los

tejidos vegetales (Borges et al., 2009).
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Cuadro 8. Probabilidades estimadas de que el explante corresponda a uno de los

cuatro niveles de dafio por oxidacion.

Tratamiento Sin Dafio Dafio Dafio
dafios leve moderado grave

0. Testigo 0.836 0.127 0.030 0.006

1. Agrimycin 500 + Tecto 60 por 15 0.846 0.119 0.027 0.005

minutos

2. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 30  0.856 0.112 0.025 0.005

minutos

3. Agrimycin 500 + Tecto 60 durante 60 0.866 0.104 0.023 0.004

minutos

4. Luz UV durante 30 segundos 0.875 0.097 0.022 0.004

5. Luz UV durante 1 minuto 0.883 0.091 0.020 0.004

6. Luz UV durante 2 minutos 0.891 0.085 0.019 0.003

7. Hipoclorito de sodio durante 15 0.899 0.079 0.017 0.003

minutos

8. Hipoclorito de sodio durante 30 0.906 0.074 0.016 0.003

minutos

9. Hipoclorito de sodio durante 60 0.912 0.069 0.015 0.002

minutos

10. Microdyn durante 15 minutos 0.919 0.064 0.013 0.002

11. Microdyn durante 30 minutos 0.924 0.059 0.012 0.002

12. Microdyn durante 60 minutos 0.930 0.055 0.011 0.002

13. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 15  0.935 0.051 0.011 0.002

minutos

14. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 30 0.939 0.047 0.010 0.002

minutos

15. Bunsan 1129+ Tecto 60 durante 60 0.944 0.044 0.009 0.001

minutos

16. Polivinilpirrolidona (PVP) durante 0.948 0.041 0.008 0.001

15 minutos

17. PVP durante 30 minutos 0.952 0.038 0.008 0.001

18. PVP durante 60 minutos 0.955 0.035 0.007 0.001

En el cuadro 8. Se observa que los tratamientos 8. Hipoclorito de sodio durante
30 minutos; 9. Hipoclorito de sodio durante 60 minutos; 10. Microdyn durante 15
minutos ;11. Microdyn durante 30 minutos; 12. Microdyn durante 60 minutos; 13.
Bunsan 1129 + Tecto 60 durante 15 minutos; 14. Bunsan 1129 + Tecto 60 durante
30 minutos; 15. Bunsan 1129+ Tecto 60 durante 60 minutos; 16.
Polivinilpirrolidona (PVP) durante 15 minutos; 17. PVP durante 30 minutos; 18.
PVP durante 60 minutos obtuvieron probabilidades arriba del 90% de que el

explante no presente dafios por oxidacion.
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En general, se puede notar que los tratamientos tienen posibilidades mas altas de
obtener un explante sin dafio por oxidacion que el testigo por lo pensamos que la

aplicacion de tratamientos desinfectantes no ocasiono dafios en el tejido vegetal.

4.4.3 Regresién ordinal por regiones

De la misma manera que para los tratamientos, los datos se ajustaron a un
modelo estadistico de regresion ordinal y realizd la regresion ordinal para los
niveles de dafio por de hongos, bacterias y oxidacion en casa region.

Cuadro 9.Probabilidades estimadas de que el explante corresponda a uno de los

cuatro niveles de dafo por la presencia de micelio.

Region Sin dafios Dafo leve Dafio moderado Dafio grave
A. Distal 0.812 0.133 0.042 0.011
B. Proximal 0.725 0.188 0.067 0.018
C. Basal 0.617 0.249 0.103 0.029
D. Yemas axilares 0.496 0.303 0.152 0.047

Los explantes provenientes de la region distal y la region proximal obtuvieron la
mayor probabilidad de estar libre de hongos, con probabilidades de explantes sin
dafios de 81% y 72%, respectivamente, (Cuadro 9). Los explantes de yemas
axilares obtuvieron 50.4% de probabilidad de sufrir diferentes niveles de dafios
ocasionados por hongos.

Cuadro 10.Probabilidades estimadas de que el explante corresponda a uno de los

cuatro niveles de dafio por la presencia de bacterias.

Region Sin dafios Dafio leve Dafio moderado Dafo grave
A. Distal 0.937 0.052 0.009 0.000
B. Proximal 0.880 0.100 0.018 0.000
C. Basal 0.781 0.180 0.037 0.000
D. Yemas axilares 0.636 0.288 0.072 0.002

Las probabilidades de que un explante no presente dafios son el 93% para la
region distal, del 88% cuando proviene de la region proximal, del 78% utilizando la
region basal y del 63% cuando se siembran yemas axilares (cuadro 10).
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Cuadro 11.Probabilidades estimadas de que el explante corresponda a uno de los

cuatro niveles de dafio por oxidacion

Region Sin dafios Dafo leve Dafio moderado Dafio grave
A. Distal 0.811 0.146 0.034 0.007
B. Proximal 0.895 0.082 0.017 0.003
C. Basal 0.945 0.044 0.009 0.001
D. Yemas axilares 0.971 0.022 0.004 0.000

Las yemas axilares obtuvieron un 97% de probabilidades de tener explantes sin
dafios, seguido de la region basal obtuvo una probabilidad de presentar dafios del
94% mientras que region distal y proximal mostraron probabilidades del 81% vy
89% (cuadro 11).

4.4.4 Efecto de los tratamientos en la supervivencia de explantes

Se calcularon los promedios de los datos para obtener el porcentaje de
supervivencia. La aplicacion de tratamientos fue significativa para la supervivencia
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Analisis de varianza. Efecto de tratamientos sobre la supervivencia de

explantes
Grados Sumade Cuadrado F Pr(>F) Significancia
de cuadrados medio valor
libertad
Tratamientos 18 3.0493 0.169408 3.9363 3.861e-05 *
Residuos 57 2.4531 0.043037
*a = 0.05

De manera similar con nuestros resultados, la aplicacion de productos quimicos ha
influido positivamente en la supervivencia de material vegetal en otros
experimentos. Tradicionalmente, el fungicida thiabendazol se ha utilizado como
pre-tratamiento para material de siembra en campo, en el replante de esparrago
se han obtenido buenos promedios de establecimiento de la planta en suelos con
especies patdogenas de Fusarium y mayor rendimiento, en comparacion con las
plantas no tratadas (Fallon & Fraser, 1996). Por otro lado, Borges et al., (2009),
trataron segmentos uninodales de fame con distintas concentraciones de

hipoclorito de sodio y observaron que una concentracién del 1,5% durante un
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tiempo de inmersion 30 minutos obtuvo altos porcentajes de supervivencia en
condiciones ex vitro. Castillo et al., (2018), observaron que el mejor tratamiento
para romper la latencia de N. cespitifera fue el hipoclorito de sodio que ademas

actua como fungicida.
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Figura 10. Supervivencia de explantes en los tratamientos (0-18), a
los 15 dias de introduccion in vitro.

El tratamiento con mayor promedio de supervivencia fue el 14: Bunsan 1129 +
Tecto 60 durante 30 minutos, con un promedio de 75% de supervivencia, seguido
del tratamiento 9: Hipoclorito de sodio durante 30 minutos con 68.7% de
supervivencia de explantes (Cuadro 13). Los tratamientos con menos explantes

vivos fueron los que contuvieron PVP: 16, 17 y 18 (Figura 10).

Cuadro 13.Comparacion de medias Tukey HSD de supervivencia en los

tratamientos.

Tratamientos Supervive Tratamientos Supervive
ncia ncia
14. Bunsan 1129 + 0.750 a 7. Luz UV durante 2  0.250 abc
Tecto 60 durante 15 minutos
minutos
9. Hipoclorito de 0.6875 ab 11. Microdyn 0.187 bc
sodio durante 30 durante 15 minutos
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minutos
10. Hipoclorito de
sodio durante 60
minutos
15. Bunsan 1129 +
Tecto 60 durante 30
minutos
3. Agrimycin 500 +
Tecto 60 durante 30
minutos
2. Agrimycin 500 +
Tecto 60 por 15
minutos
4. Agrimycin 500 +
Tecto 60 durante 60
minutos
8. Hipoclorito de
sodio durante 15
minutos
1. Testigo

16. Bunsan 1129 +
Tecto 60 durante 60
minutos

0.625 abc

0.562 abc

0.437 abc

0.375 abc

0.375 abc

0.375 abc

5. Luz UV durante
30 segundos

12. Microdyn
durante 15 minutos

13. Microdyn
durante 15 minutos

17. PVP durante 15
minutos

18. PVP durante 30
minutos

19. PVP durante 60
minutos

0.3125 abc 6. Luz UV durante 1

0.312 abc

minuto

0.187 bc

0.125c

0.125c

0.125c

0.125¢c

0.125c¢

0.125c

De acuerdo con lo anterior, Lanna et al. (2016), mencionaron que el tiabendazol

(Tecto) tiene una baja toxicidad y es efectivo para reducir la pudricién en fiame

ocasionada por hongos. También se ha reportado que uso del hipoclorito de sodio

en los protocolos de desinfestacion aumentod la supervivencia de explantes

(Ramirez et al., 2002; Ramirez et al., 2014; Ticona &Trigera, 2019). Por su parte,

Bunsan 1129 no se ha reportado como fitotdxico.

Cuadro 14.Razo6n de probabilidades de supervivencia en cada tratamiento.

Tratamiento Sup Tratamiento Sup

Intercepto 0.454 10. Microdyn durante 15 0.507
minutos

1. Agrimycin 500 + Tecto 1.320 11. Microdyn durante 30 0.314

60 por 15 minutos minutos

2. Agrimycin 500 + Tecto 1.711 12. Microdyn durante 60 0.314

60 durante 30 minutos minutos

3. Agrimycin 500 + Tecto 1.320 13. Bunsan 1129 + Tecto 60 6.600

60 durante 60 minutos durante 15 minutos

4. Luz UV durante 30 0.507 14. Bunsan 1129 + Tecto 60 2.828

segundos. durante 30 minutos

5. Luz UV durante 1 0.314 15. Bunsan 1129+ Tecto 60 1.000

minuto.
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durante 60 minutos

6. Luz UV durante 2 0.733 16. PVP durante 15 minutos 0.314
minutos.

7. Hipoclorito de sodio 1.320 17. PVP durante 30 minutos  0.314
durante 15 minutos

8. Hipoclorito de sodio 4.840 18. PVP durante 60 minutos 0.314

durante 30 minutos
9. Hipoclorito de sodio 3.666
durante 60 minutos

*Sup: Superviencia

Al analizar el efecto de los tratamientos sobre los explantes mediante la regresion
logistica de la variable supervivencia, se obtuvo que los tratamientos Bunsan 1129
+ Tecto 60 durante 15 minutos y el Hipoclorito de sodio durante 30 minutos tienen
6.6 y 4.8 mas probabilidades de supervivencia respecto al testigo que no contiene
algun producto. Los tratamientos con posibilidades de sobrevivencia menores al
testigo fueron los que contuvieron PVP.

4.4.5 La supervivencia de explantes en las regiones

Se encontr6 que las regiones de explantes no tuvieron un efecto altamente
significativo en la supervivencia de explantos. La regiébn con mas explantes
sobrevivientes fue la proximal, seguida de la basal (Figura 11). Mientras que las

yemas axilares presentaron la menor sobrevivencia.

Cuadro 15.Analisis de varianza para el efecto de las regiones de explantes sobre

la supervivencia de explantes.

Grados de Suma de Cuadrado F Pr(>F) Significancia
libertad cuadrados medio valor
Regiones 3 0.7196 0.239857  3.6107 0.01726 *
Residuos 72 4.7829 0.066429

*a = 0.05

Cuadro 16.Comparacion de medias Tukey HSD supervivencia en cada region.

Region Supervivencia
B. Proximal 0.447 a

C. Basal 0.395 ab

A. Distal 0.236 ab

D. Yemas axilares 0.223 b
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De acuerdo con lo obtenido, la baja supervivencia de las yemas axilares en A.
potatorum podria deberse a la biologia reproductiva de esta especie, ya que se
informado que no presenta reproduccion asexual (Delgado et al., 2014; Torres et
al., 2013).

Supervivencia de explantes por region

1.0

— o o

Superviencia

Regiones

Figura 11. Supervivencia de explantes en cada region
de tejido A = region apical, B=region proximal, C =
regiéon basal y D = yemas axilares.

Cuadro 17.Razon de probabilidad supervivencia en las diferentes regiones

Regiones Supervivencia
Intercepto 0.310
B. Proximal 2.608
C. Basal 2.101
D. Yemas axilares 0.928

Al analizar el efecto de las regiones mediante la regresion logistica se encontro
que la region proximal alcanzé 2.6 probabilidades mas de sobrevivir que el testigo,
y la regién basal obtuvo 2.1 mas probabilidades. Por otro lado, las yemas axilares

obtuvieron probabilidades de supervivencia menores que el testigo.
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4.4.6 Efecto de tratamientos y regiones en la supervivencia
Los datos se ajustaron a un modelo estadistico de regresion logistica. Se

identificaron como factores significativamente asociados a la supervivencia a los

tratamientos y las regiones.

Cuadro 18. Razones de probabilidad de supervivencia por tratamiento.

Tratamiento Razén de Tratamiento Razén de
probabilidad probabilidad

Intercepto 0.333

1. Agrimycin 500 + Tecto 60  1.000 10. Microdyn durante 15

por 15 minutos minutos

2. Agrimycin 500 + Tecto 60  3.000 11. Microdyn durante 30

durante 30 minutos minutos

3. Agrimycin 500 + Tecto 60 12. Microdyn durante 60

durante 60 minutos minutos

4. Luz UV durante 30 1.000 13. Bunsan 1129 + Tecto  9.000

segundos. 60 durante 15 minutos

5. Luz UV durante 1 minuto. 1.000 14. Bunsan 1129 + Tecto  1.000
60 durante 30 minutos

6. Luz UV durante 2 minutos. 1.000 15. Bunsan 1129+ Tecto 1.000
60 durante 60 minutos

7. Hipoclorito de sodio 1.000 16. PVP durante 15

durante 15 minutos minutos

8. Hipoclorito de sodio 9.000 17. PVP durante 30

durante 30 minutos minutos

9. Hipoclorito de sodio 3.000 18. PVP durante 60

durante 60 minutos minutos

Las probabilidades mas altas de supervivencia respecto al testigo se obtuvieron
con los tratamientos 8. Hipoclorito de sodio durante 30 minutos y 13. Bunsan 1129
+ Tecto 60 durante 15 minutos, que mostraron 9 veces mas de probabilidad de
supervivencia. Notense que los valores en rojo del cuadro 18 pertenecen a los
tratamientos que obtuvieron probabilidades mas bajas de supervivencia en

comparacion con el testigo.

Cuadro 19. Razén de probabilidades para la supervivencia de tipos de explante

Region Razo6n de probabilidad
Intercepto 0.333
B. Regidén proximal 3.000
C. Region basal 1.000
D. Yemas axilares 1.000

De acuerdo con el cuadro 19., la region proximal muestra tres veces mas de
probabilidad de supervivencia que el testigo, mientras que la regién basal y las

yemas axilares presentan las mismas probabilidades.
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Cuadro 20.Razo6n de probabilidades de las interacciones entre tratamientos y

regiones para la supervivencia.

Interaccion Razén de Interaccion Razén de Interaccion Razén de

probabilidad probabilidad probabilidad
Intercepto 0.333
TR1: REB 3.000 TR1: REC 3.000 TR1: RED
TR2: REB 0.333 TR2: REC 1.000 TR2: RED 0.333
TR3: REB 104788700 TR3: REC 314336000 TR3: RED 314336000
TR4: REB 1.000 TR4: REC TR4: RED
TR5: REB 0.333 TR5: REC TR5: RED
TR6: REB 1.000 TR6: REC 1.000 TR6: RED
TR7: REB 1.000 TR7: REC 3.000 TR7: RED 1.000
TR8: REB 0.333 TR8: REC 1.000 TR8: RED 0.333
TR9: REB 1.000 TR9: REC 1.000 TR9: RED 3.000
TR10: REB 105000000 TR10: REC 104788700 TR10: RED 1.000
TR11: REB 0.333 TR11: REC 314366610 TR11: RED 1.000
TR12: REB 0.333 TR12: REC 104788700 TR12: RED 104788700
TR13: REB 34929560 TR13: REC 1.000 TR13: RED 0.333
TR14: REB 1.000 TR14: REC 943098000 TR14: RED 3.000
TR15: REB TR15: REC 3.000 TR15: RED 3.000
TR16: REB 104788600 TR16: REC 1.000 TR16: RED 1.000
TR17: REB 34929560 TR17: REC 104788700 TR17: RED 1.000
TR18: REB 34929560 TR18: REC 104788700 TR18: RED 1.000

La supervivencia de explantes en tratamientos con PVP fue mas baja que la del
testigo ya que se observé que los tratamientos con PVP no controlaron la
contaminacion, sin embargo, tuvo un efecto positivo sobre la oxidacion, lo que
provoco una interaccion positiva con la region proximal, ya que esta region por si
sola tiene las mayores posibilidades de sobrevivencia. De manera similar ocurre
con los tratamientos con Microdyn durante 15, 30 y 60 minutos. Sin embargo, se
puede notar en el Cuadro 14.2 que el tratamiento quimico que tuvo las
probabilidades mas altas de supervivencia manera constante en todos los tipos de
explante fue el Agrimycin 500+ Tecto 60 durante 60 minutos. Este tratamiento tuvo
efecto sobre la contaminacién por hongos. Lo que indica que un buen tratamiento
de control de contaminacion es capaz de influir positivamente en la supervivencia

de cualquier tipo de explante.
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Las diferentes regiones de explantes también son determinantes para la
supervivencia, ya que cuando los tratamientos con baja supervivencia, pero poca
oxidacion se combinan con la regién proximal aumentaron sus posibilidades de
supervivencia en comparacién a cuando se analizd el efecto de los tratamientos
por separado. Las posibilidades de supervivencia de explantes de la region basal

aumentan notablemente cuando se aplicaron los tratamientos.

4.4.7 Efecto de tratamientos reguladores en la multiplicacién

El analisis de varianza determind que la aplicacion de los diferentes tratamientos
de reguladores tuvo un efecto altamente significativo sobre la generaciéon de
brotes.

Cuadro 21.Analisis de varianza del efecto de los tratamientos de reguladores

sobre la generacion de brotes.

Grados Suma de Cuadrado F Pr(>F) Significancia
de cuadrados medio valor
libertad
Tratamientos 3 312.88 104.292 16.46 6.718e- *
6 07
Residuos 36 228.10 6.336

*a = 0.05
Los tratamientos de reguladores tuvieron un efecto altamente significativo sobre la

variable respuesta brotes.

Cuadro 22.Comparacion de medias Tukey HSD de brotes en los tratamientos de

reguladores.

Tratamientos Brotes

3 6.8 a
2 0.7b
1 04b
0 00b

El mejor tratamiento fue el 3: 3mg-L* de BA y 1mg-L* de AIB, resultando efectivo
para la generacién de brotes (figuras 12 y 13). De manera similar con este
experimento, Aguilar et al. (2018) indicaron que la aplicacién de BA al medio MS

100 % logro induccion de callo con alta capacidad regenerativa en brotes y con

64



excelente vigor. Ademas, en Agave angustifolia, Enrriquez del Valle et al. (2005),

reencontraron que la aplicacion de AIB es efectiva para la promocion de brotes.

Figura 12. Brotes en diferentes regiones. A. Brote proveniente de la region A. B. Brote proveniente
de la region B. C. Brote proveniente de la regiéon C. Brote proveniente de la region D.

4.4.8 Influencia de las regiones en el numero de brotes
El analisis de varianza determiné que las regiones de explantes (A, B, C, D) tienen

un efecto significativo sobre el nUmero de brotes. La region C obtuvo el mayor
namero de brotes por explante: 13.15, seguido por la regién B que obtuvo 12.35
brotes por explante (figura 12). La region D present6 el menor numero de brotes.

Cuadro 23.Analisis de varianza de brotes generados a partir de las diferentes
regiones.

Grados Sumade Cuadrado F Pr(>F) Significancia
de cuadrados medio valor
libertad
Regiones 3 529.44 176.481 10.56 3.998e- *
05
Residuos 36 601.66 16.713

*a = 0.05

Las regiones (A, B, C, D) tienen un efecto altamente significativo sobre la variable
respuesta brotes.

Cuadro 24.Efecto de las regiones sobre el vigor.

Grados Suma de Cuadrado F Pr(>F) Significancia
de cuadrados medio valor
libertad
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Regiones 3 0.032467 0.0108224 3.3796 0.0286 *

Residuos 36 0.115283 0.0032023

*a = 0.05

Las regiones no tuvieron un efecto altamente significativo sobre la variable
respuesta grosor de la hoja mas larga.

Cuadro 25.Efecto de las regiones sobre el crecimiento en longitud.

Grados Suma de Cuadrado F Pr(>F)  Significancia
de cuadrados medio valor
libertad
Regiones 3 3.263 1.08766 2.5251 0.07293 NS
Residuos 36 15.507 0.43074

*a = 0.05
Las regiones no tuvieron efecto sobre la variable longitud de la hoja mas larga.

Cuadro 26. Comparacion de medias Tukey HSD de brotes, longitud de hoja mas
larga (LMHL) y grosor de la hoja mas larga (GHML).

Regiones Brotes LHML* GHML
A 6.25 bc 1.475Db 0.125 ab
B 12.35 ab 1.747b 0.118 b
C 13.15a 1.88b 0.123 b
D 3.33¢c 2.502 0.2a

* Se utilizé *a=0.01
En otros experimentos de multilicaciébn en A. potatorum se han reportado tasas de
multiplicacion de 6.9 brotes por explante con 3 mg L-1 Cin (Dominguez et al.,
2008) de 9.87 brotes por explante, utilizando 3.0 mg L™* BA + 3.0 mg L™ IAA
(Ramirez et al., 2022) y de 14.5 brotes por explante aplicando 10 mg L~ BAy 0.3
mg Lt AIA (Aguilar et al., 2018) en ocho semanas. Observamos que el nimero de
brotes por explante de la region proximal y basal (figura 13) obtenidos en seis
semanas se encuentran dentro de los promedios reportados en otros

experimentos de multiplicacion en A. potatorum.

Es posible que el promedio de brotes por explante de la region D se deba a que la
cantidad de células meristeméaticas en los tejidos disminuye hacia la raiz de la
planta (Augstein & Carlsbecker, 2018).
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Figura 13. Explantes de Agave potatorum provenientes de la region proximal y basal en medio MS
al 100 % mas 3mg-L-1 de BAy 1mg-L-1 de AIB.

4.5 Conclusiones
Los tratamientos de desinfeccion evaluados presentaron diferentes efectos en la

contaminacion por hongos, bacterias y la oxidacion. Los tratamientos con Bunsan
1129 + Tecto 60 y Agrimicyn 500 + Tecto mostraron la menor contaminacion por
hongos, aunque ningun tratamiento controlé totalmente la incidencia de hongos.
La presencia de bacterias en explantes de A. potatorum estuvo influenciada por
factores externos. El hipoclorito de sodio al 1.5% durante 30 y 60 minutos obtuvo
la menor cantidad de contaminacion por bacterias. Los tratamientos con PVP
fueron efectivos para evitar la oxidacion de explantes.
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No se detectaron efectos fitotoxicos por la aplicacién de tratamientos. El hipoclorito
de sodio al 1.5% y las combinaciones de Agrymicin 500 + Tecto 60 y Bunsan
1129+Tecto 60 aumentaron la supervivencia de explantes. La supervivencia y el

namero de brotes fue mayor en las regiones proximal y basal.

Las interacciones de la region proximal y el antioxidante PVP aumentaron la
supervivencia. La aplicacion de tratamientos de control de contaminacion sobre

explantes de la region basal aumento su supervivencia.

Las concentraciones de 3 mg L™ BAy 1 mg L™ AIB permitieron la multiplicacion

de explantes, con hasta 13.1 brotes por explante en 6 semanas.
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