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El maguey era para los mexicanos, alimento, bebida, vestido y material para escribir.
Seguramente la naturaleza jamas ha reunido en una planta tantos elementos con que satisfacer

lo que exigen la necesidad, la comunidad y la civilizacion.

W.H. Prescott, 1843
Historia de la conquista de México
Adaptacion de Pifia Lujan, 1982
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RESUMEN

Agave angustifolia Haw. se ha utilizado tradicionalmente en Sonora para la elaboracion del
bacanora y la sobreexplotacion ha puesto en riesgo su superviviencia y generado una
disminucion importante de la poblacion nativa. La micropropagacion permite el
establecimiento de lineas clonales, pero es de gran importancia desarrollar un método que
apoye en la seleccion temprana de individuos elite. La microcalorimetria isotérmica brinda la
respuesta de los tejidos vegetales a la temperatura de exposicion y el éxito de las clonas
dependeréa de la adaptacion genética y las condiciones ambientales. Para esta investigacion se
analizaron los parametros calorimétricos y morfologicos de cuatro lineas clonales: LC15s,
LC26s, LC24b y LC23b. Se determiné la actividad metabdlica, la produccion de CO,, la
eficiencia metabdlica y la tasa de crecimiento. Se evalud la altura, nimero de hojas, peso seco,
peso fresco y factor de multiplicacion. El analisis estadistico indico un incremento altamente
significativo del calor metabdlico y la produccion de CO; de las diferentes lineas clonales de
agave a medida que aumento la temperatura. Las clonas de agave son mas sensibles a las
temperaturas extremas y su crecimiento y supervivencia estd mas asociado a temperaturas
entre los 25y 35 °C, a excepcién de la LC24b que se extiende hasta los 45 °C. El nimero de
hojas, el peso seco y el factor de multiplicacion complementaron los datos de calorimetria. La
linea clonal elite fue la LC24b con una eficiencia metabélica de 300 kdmol™ y una tasa de
crecimiento de 7.4 pW mg™ PS. La técnica de microcalorimetria isotérmica es una opcién
viable, sensible, rapida y eficaz para determinar de forma temprana las lineas clonales elite de

agave con mayor potencial de crecimiento y rendimiento.
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. INTRODUCCION

Agave angustifolia Haw. se ha utilizado tradicionalmente en Sonora para la elaboracion del
legendario bacanora (Nufiez, 2001). La materia prima proviene béasicamente de poblaciones
silvestres, ya que la especie aln no estd domesticada. Desde un escenario ecoldgico, la
sobreexplotacion de este agave ha puesto en riesgo su superviviencia y como consecuencia se
ha generado una disminucion importante de la poblacion nativa de esta planta. Esto debido a
que no se respeta el estado de madurez para su aprovechamiento, aunado a que no existe una
reglamentacion para el uso de estos recursos (CONABIO, 2006; Eguiarte y Souza, 2007;
Robert et al., 2004).

Desde un punto de vista meramente comercial, actualmente existen en el estado
algunas plantaciones de agave (Eguiarte y Souza, 2007). Sin embargo, como resultado de casi
80 afios de ilegalidad de la actividad, su tecnologia de producciéon no ha sufrido cambios
importantes y se caracteriza por procesos poco eficientes, carentes de control de calidad, bajos
precios y mercados inestables (NUfiez, 2001; Robert et al., 2004). Para que el bacanora se
transforme y pase de ser un logro artesanal, a un sistema de produccién industrial es necesario
establecer estrategias de produccion sustentable que promuevan la conservacion y la
recuperacion de areas naturales de distribucion de A. angustifolia, ademas del desarrollo
comunitario.

La técnica de cultivo de tejidos vegetales se presenta como una alternativa para la
conservacién de agave y otros grupos de plantas de zonas aridas (Rubluo et al., 1993;
Martinez-Palacios et al., 2003). La propagacién in vitro permite la rapida y eficiente
multiplicacién de plantas en un reducido espacio y libres de enfermedades. A pesar de sus
ventajas, la micropropagacién también implica un desconocimiento del comportamiento de las
lineas clonales (Robert et al., 1991; Zimmerman, 1993). Por ello es de gran importancia
desarrollar un método que apoye en la seleccion temprana de individuos elite para el
establecimiento de lineas clonales de agave de alto rendimiento. De igual manera, ésto haria
posiblemente mas eficiente el proceso de micropropagacion en cuanto a costos y tiempos de

produccion.



Por lo tanto, es de interés restablecer las poblaciones de agave teniendo como base que
el crecimiento y supervivencia de las plantas depende de su adaptacion genética a los
regimenes de temperatura presentes en su medio ambiente nativo (Criddle et al., 1997), ya que
la temperatura es uno de los factores mas determinantes de la distribucion de las plantas, estas
adaptan su crecimiento a su nicho, adecuando su metabolismo respiratorio al patron de
temperatura del medio ambiente (Criddle et al., 2005).

Las mediciones de las tasas calorimétricas, O, y CO, de las plantas y tejidos, proveen
un medio para relacionar su crecimiento al metabolismo fisiologico y bioquimico y por ende,
proporcionan una alternativa rapida de seleccion de plantas para optimizar la productividad en
un ambiente dado (Hansen et al., 1996). El efecto de estas condiciones puede monitorearse
utilizando un método denominado calorimetria 0 microcalorimetria bioldgica (Loike et al.,
1981).

La microcalorimetria permite determinar de manera rapida y precisa, variables como la
actividad metabdlica, la velocidad de respiracion, la eficiencia metabdlica y la velocidad de
crecimiento de la planta. La técnica de microcalorimetria isotérmica permite conocer la
respuesta de los tejidos vegetales a una temperatura dada (Hansen et al., 1998).

Con el fin de generar los conocimientos que conduzcan a la innovacién tecnoldgica y
un uso mas eficiente y sostenible de los agaves, el objetivo de este estudio es determinar las
lineas clonales elite de A. angustifolia Haw. con mayor potencial de crecimiento y
rendimiento, realizando mediciones calorimétricas y de parametros morfoldgicos en

vitroplantas de agave.



II. ANTECEDENTES

11.1. Género Agave

El género Agave L. es el més representativo de la familia Agavaceae e incluye
aproximadamente 200 especies y 247 taxa, de los cuales el 75% se distribuye en México y del
cual 69% corresponde a especies endémicas (Tabla I) (Garcia-Mendoza, 2000, 2004). Entre
los usos multiples de los agaves se encuentra la elaboracion de destilados, siendo los
principales tequila, mezcal y bacanora. En México se conocen 22 especies mezcaleras de este
género, de las que Agave angustifolia Haw. es la mas empleada para la elaboracion de esta

bebida y la mas ampliamente distribuida en nuestro pais (Palomino et al., 2007).

Tabla 1. Numero de especies de la familia Agavaceae y de especies en México. Fuente:

CONAFOR (www.conafor.com.mx).

Subfamilia Géneros Total de Total de especies
Especies en México (%)
Yuccoideae
Yucca 46 30 (65)
Hesperaloe 5 5 (100)
Hesperoyucca 3 3 (100)
Agavoideae
Agave 200 150 (75%)
Beschomeri 7 7 (100)
Furcraea 25 13 (52)
Manfreda 29 28 (96)
Polianthes 15 15 (100)
Prochnyanthes 2 2 (100)
Total 332 253 (76)




I1.2. Caracteristicas Generales de Agave angustifolia

11.2.1. Distribucion

Agave angustifolia tiene una distribucion amplia que va desde Costa Rica a lo largo del
Océano Atlantico y Pacifico hasta Tamaulipas y el Desierto Sonorense (Nobel, 1998). Segun
Gentry (1998) su abundancia en Sonora, abarca los municipios de Arivechi, Onavas,
Sahuaripa, Soyopa y Nacori Chico, aunque también se puede encontrar en el resto del estado
en menor cantidad (Figura 1). Su gran distribucién se debe a su exitosa adaptacion en
ecosistemas muy diversos que incluyen la selva baja caducifolia, la sabana tropical y el

matorral espinoso (Turner et al., 2005).

e

@® Agave gutifolia

Figura 1. Distribucion de Agave angustifolia en México. Fuente: Gentry (1998).



11.2.2. Biologia

Morfolégicamente Agave angustifolia se caracteriza por tener un tallo corto de 20 a 60 cm y
hojas multiples parecidas a una espada dispuestas en una roseta radial. En general miden de 1
a 1.5 mde alto y 1.5 a 2 m de diametro, con hojas de 50 a 120 cm de largo y de 4 a 8 cm de
ancho con formas lineales o lanceoladas y de cdncavas a planas color verde claro o grisaceo.
Los dientes del margen de la hoja son regulares, generalmente de 2 a 6 mm de longitud de un
color marrén oscuro o negro. Sus frutos son capsulas ovoides de 3 a 5 cm de largo, de color
marrén oscuro y lefiosas. Las semillas son desde negras hasta marrén opacas con una longitud
que varia de 8 a 10 mm (Figura 2) (Gentry, 1998).

Al igual que el resto de los agaves se caracteriza por un ciclo de vida largo, pues en
general tarda de 6 a 8 afios para que se produzcan frutos con semilla, aunque no siempre los
forma (Cervantes-Mendivil et al., 2007). Al final de su ciclo vital, desarrolla un escapo floral o
quiote que alcanza una altura de 3 a 5 m y a partir del cual se desarrollan inflorescencias de
color amarillo-verdoso. Esta caracteristica las clasifica como un organismo semélparo, pues la
planta muere tras su Unica reproduccién sexual (Gentry, 1998).

A. angustifolia tiene porcentajes inciertos de fertilidad, asi como una tasa germinativa y
de supervivencia baja, por lo que ha desarrollado de manera alternativa la reproduccion
asexual mediante hijuelos y bulbilos. Los primeros se desarrollan alrededor de la planta madre
a partir de meristemos apicales de multiples rizomas, mientras que los bulbilos se desprenden
de meristemos axiales en las inflorescencias una vez desarrollado el escapo floral (Figura 2)
(Gentry, 1998; Nobel, 1998).

11.3. Importancia de Agave angustifolia en Sonora

Agave angustifolia se ha utilizado durante siglos para la elaboracion de bacanora, una bebida
alcohdlica destilada parecida al mezcal y tequila diferenciandose por el sabor, el aroma, las
caracteristicas de la planta utilizada, por las condiciones climaticas imperantes en la regién
serrana de Sonora, el tipo de levaduras silvestres utilizadas y el proceso empleado para su

elaboracion (Gutiérrez et al., 2007).



Semillas
Inflorescencia ; Inflorescencia
ramificada | espigada
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Hijuelo

Figura 2. Esquema general del agave. Fuente: CONABIO (2006).



En 1915 se decretd la Ley Seca durante el gobierno del Gral. Plutarco Elias Calles, que
penalizaba la elaboracion y comercializacion de bacanora, lo que contribuyd a la conservacion
de las poblaciones silvestres de agave hasta finales de la década de los 80°s, cuando las
comunidades rurales incrementaron sus actividades clandestinas por la inestabilidad
economica (Gutiérrez et al., 2007). Para 1992 la Camara de Diputados de Sonora modificé la
ley de alcoholes y con ello finaliz6 la prohibicion de la produccion de esta bebida. Esto
impuls6 ain mas la explotacion masiva del agave provocando una disminucion considerable
de las poblaciones naturales, reduciendo asi la disponibilidad de materia prima para la
obtencion de bacanora. No obstante, el dia 6 de enero de 2000 se publico en el Diario Oficial
de la Federacion la Declaratoria General de Proteccion al Area de Denominacion de Origen
“Bacanora” (ADOB), sefialandose que el Estado de Sonora es la tnica entidad que se reconoce
como productora de esta bebida.

El ADOB esté integrada por 35 municipios, siendo los principales que se dedican a
esta actividad Bacanora, Sahuaripa, Moctezuma y Cumpas (Figura 3) (Salazar y Mungaray,
2008). Asimismo, en el Diario Oficial de la Federacion se publicé el 14 de diciembre de 2005
la Norma Oficial Mexicana del Bacanora: NOM-168-SCFI-2004 que privilegia la calidad y
autenticidad de la bebida. Esta norma estd en manos del Consejo Regulador del Bacanora
quien es el responsable de aplicarla (Nufiez, 2004).

Actualmente, con el Decreto de Denominacién de Origen, la reciente Norma Oficial
Mexicana y la creacion de un Consejo Sonorense Promotor de la Regulacion del Bacanora se
ha puesto de manifiesto la necesidad de contar con materia prima suficiente para proveer el
mercado presente y futuro, y que el proyecto de bacanora en el estado se consolide como
actividad potencial, eficiente y de calidad (Nufiez, 2004).

Los agaves son dificiles de multiplicar masivamente por métodos convencionales, ya
que presentan lento crecimiento, asi como bajas tasas de reproduccién asexual y sexual
limitada por problemas de polinizacion y viabilidad de las semillas. Una alternativa
prometedora es la produccion de vitroplantas.



Municipios con denominacion de
origen del bacanora

1. Arizpe

2. Opodepe

3. Banamichi

4. Huépac

5. San Felipe de Jesus

6. Rayon

7. Aconchi

8. Baviacora

9. San Miguel de Horcasitas

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Ures
Moctezuma
Villa Hidalgo
Huachineras
Cumpas
Huéasabas
Granados
Bacadéhuachi
Nacori Chico

19.
20.
21.
22.
23.
. Villa Pesqueira
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
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Divisaderos
Tepache
Sahuaripa
Bacanora
Arivechi

Soyopa
Mazatan

La Colorada
Onavas

San Javier
San Pedro de la Cueva

Suaqui Grande

Yécora

Rosario Area de denominacion
Quiriego de origen del bacanora
Alamos

Figura 3. Municipios con denominacion de origen del bacanora. Fuente: Salazar (2007).

11.4. Micropropagacion del Agave

La micropropagacion es la reproduccion vegetativa empleando técnicas de cultivo in vitro, lo

que permite la rapida y eficiente multiplicacion de plantas silvestres y cultivares valiosos, la

produccién de plantas libres de enfermedades y la generacion de individuos rejuvenecidos,

mas vigorosos y de rapido crecimiento (Ewaid y Kretzschmar, 1996).



Esta técnica se utiliza actualmente en cientos de laboratorios comerciales para la
produccion de millones de plantas ornamentales, horticolas, fruticolas y forestales, y ofrece
ventajas particulares a especies de largo ciclo de vida y con procesos de reproduccién
ineficientes como es el caso de los agaves (Robert et al., 2007).

Las especies de agave que mas se han estudiado en el ambito de la propagacion in vitro
son aquellas que tienen valor comercial como A. fourcroydes Lem (Robert et al., 1987), A.
tequilana (Robert et al., 1991), A. sisalana y A. cantala Robx (Binh et al., 1990), entre otros.
Sin embargo, también se han reportado metodologias dirigidas a micropropagar especies que
son ecoldgicamente importantes y ademas bajo algin régimen de proteccion ambiental.

En los Gltimos siete afios se ha desarrollado investigacién con la finalidad de brindar
una alternativa integral para recuperar poblaciones de A. angustifolia, mediante la
micropropagacion del agave y un criterio holistico de trasplante. Se ha desarrollado un
protocolo de propagacion in vitro en medio solido y liquido de A. angustifolia. Ademas esta
estandarizado el proceso de aclimatacion y endurecimiento de las vitroplantas (Esqueda y
Vargas, 2007). A pesar de lo anterior, la micropropagacion también implica un
desconocimiento del comportamiento de las lineas clonales (Robert et al., 1991; Zimmerman,
1993).

El objetivo principal de la micropropagacion, no es solamente obtener un gran nimero
de plantas, sino generar individuos altamente eficientes y productivos. Por eso es importante la
deteccidon temprana de individuos sobresalientes que permitan incrementar poco a poco los
rendimientos a través de la introduccion paulatina de clonas con mas rapido desarrollo y
mayor contenido o longitud de fibra. En este sentido, la microcalorimetria puede ser una

opcidn viable para la deteccidn y seleccion de lineas clonales elite.



I11.5. Microcalorimetria Isotérmica

La calorimetria es la medicion de la energia en forma de calor, la cual permite determinar la
velocidad y la eficiencia de energia almacenada dentro de una planta, las propiedades de
crecimiento y el efecto de las condiciones del medio ambiente sobre el crecimiento (Anekonda
etal., 1994).

La microcalorimetria isotérmica determina la produccion de calor metabdlico total en
muestras vegetales. Esta técnica proporciona mediciones relativamente rapidas de la
dependencia de la velocidad metabolica de las plantas por la temperatura. La pérdida de
actividad metabolica de las plantas a temperaturas altas puede analizarse isotérmicamente
aumentando la temperatura a un valor seleccionado y observando la velocidad de decremento
en actividad (Criddle et al., 1991b). En otras palabras, la velocidad de la respiracion vegetal
depende de la temperatura ambiental. De esta manera la sensibilidad de las plantas a las
temperaturas altas o bajas es una caracteristica importante para definir limites geogréaficos de
crecimiento (Anekonda et al., 1994).

Los datos que se obtienen de las mediciones calorimétricas de los tejidos vegetales son
la actividad o calor metabolico (Rq) y la produccion de CO, o velocidad de respiracion (Rcoz);
a partir de los valores anteriores se obtiene una descripcion matematica de la velocidad de
crecimiento del tejido y de la eficiencia en la conversién de los sustratos de carbono (Hansen
etal., 1998).

La energia liberada a partir de la oxidacion de 1 mol de glucosa es de 686 Kcal, de los
cuales 277 Kcal se utilizan en la regeneracion de compuestos como ATP, NADH y NADPH
que se emplean en el crecimiento, mientras que los 409 restantes se liberan en forma de calor
(Salisbury y Ross, 1994). Considerando la liberacidn de 6 moles de CO, por mol de glucosa y
409 Kcal en forma de calor es posible establecer una relacion entre el calor y el CO, liberado
por el tejido en funcion del tiempo bajo condiciones de temperatura constante. De esta forma
el cociente del calor liberado respecto al CO; producido es un indicador de la eficiencia
metabdlica (Rq/ Rcoz) del tejido vegetal para la produccion de los biosintatos requeridos en su
mantenimiento y crecimiento (Hansen et al., 1996). A mayor calor liberado la relacion
Ra/Rco, es también mas alta, evidenciando la menor eficiencia metabolica, ya que la energia

disponible para el crecimiento del tejido es también inferior.
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Estas mediciones calorimétricas de la produccién de calor metab6lico son también un
método (til para la seleccion individual répida de plantas de propagacién o plantaciones
comerciales a escala (Zobel y Talbert, 1984). Los experimentos por calorimetria permiten
predecir el potencial de crecimiento del genotipo.

La tasa de crecimiento especifico (Rc,AHg) permite conocer la velocidad de
crecimiento del tejido, considerando la Constante de Thornton que indica que la eficiencia
minima es 455+15 Kcal mol CO,™. Los pardmetros Rq, Rcoz ¥ Ra/Rcoz asi como la
mencionada constante permiten conocer la velocidad de crecimiento mediante la formula:
Ree,AHp = (455* Rcoz) — RQ (Hansen et al.,1998).

Il. 6. Parametros Morfoldgicos en Plantas

La morfologia de la planta es la manifestacion de la respuesta fisioldgica de la misma a las
condiciones ambientales y a las practicas culturales del vivero y generalmente es facil de
cuantificar. ElI nimero de posibles pardmetros morfologicos a examinar es alto y como
algunos de ellos estan muy correlacionados, se deben elegir aquéllos que proporcionen una
mayor informacién y sean de medicion mas sencilla Algunos parametros morfoldgicos que
permiten definir una planta ideal son altura, diametro, nimero de hojas, longitud del tallo,
namero de ramas, sistema radical, volumen de la raiz, peso fresco y peso seco, entre otros
(Birchler et al, 1998).

Un método conveniente para estudiar tales aspectos es el anélisis de crecimiento de
plantas que puede basarse directamente en la evolucion cronoldgica de medidas, el cual
requiere primordialmente de dos tipos de mediciones: peso seco y area foliar. El analisis de
crecimiento también permite evaluar la distribucién de biomasa y calcular los indices de
eficiencia del crecimiento, como la tasa de crecimiento relativo, tasa absoluta de crecimiento y
la tasa de asimilacién neta. Mientras los primeros, tienen que ver con el desarrollo absoluto de
la planta, los segundos explican su eficiencia en acumular materia seca como producto de sus

procesos metabolicos (Sedano et al, 2005).
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111. JUSTIFICACION

Debido a que el ciclo de vida de Agave angustifolia tiene una duracion promedio de 6 a 8
afios, porcentajes inciertos de fertilidad, una tasa germinativa y de supervivencia baja y las
condiciones climaticas extremas en la sierra sonorense han disminuido o retrasado su
recuperacion, la disponibilidad de un método eficiente de seleccién temprana de lineas
clonales elite que aseguren un maximo prendimiento en campo, impactara de forma positiva la
recuperacion de &reas naturales de distribucion del agave, para proteger las poblaciones

nativas para su uso comercial.
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IV. HIPOTESIS

El uso de la microcalorimetria en el estudio de los tejidos vegetales del agave permite
diferenciar las lineas clonales elite de mayor crecimiento y adaptacion a las condiciones de
temperatura ambiental, lo cual permitira seleccionar de forma temprana los genotipos mejor

adaptados a las condiciones de crecimiento y habitat de la especie.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar las lineas clonales elite con mayor potencial de crecimiento de Agave angustifolia
Haw. mediante microcalorimetria isotérmica y medicion de pardmetros morfoldgicos de
plantas en fase in vitro.

V.1. Objetivos Especificos

Determinar la actividad metabdlica, la velocidad de respiracion, la eficiencia metabolica y la

velocidad de crecimiento de tejidos de vitroplantas de agave.

Determinar la linea clonal elite con mayor velocidad de crecimiento y eficiencia metabdlica.

Determinar la altura, nimero de hojas, factor de multiplicacion, peso fresco y peso seco de

vitroplantas de agave.
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VI. METODOLOGIA

V1.1 Microcalorimetria Isotérmica

VI1.1.1 Material vegetal

Se utilizaron vitroplantas de agave en fase de multiplicacion de 4 cm de altura, con tallo
definido y al menos 3 hojas (Figura 4). Las plantulas fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Micropropagacion del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD).
Se analizaron cuatro lineas clonales (LC): LC15s y LC26s procedentes de semilla y originarias
de Bacanora, Sonora y LC24b y LC23b procedentes de bulbillo y originarias de Moctezuma,
Sonora. Todas las lineas se establecieron en junio de 2003 a partir del meristemo (Tabla I1). Se
seleccionaron aleatoriamente 12 vitroplantas de cada linea y se transportaron al laboratorio de

calorimetria del CIAD en cajas magentas en medio de cultivo sélido.

Figura 4. Morfologia de una vitroplanta de agave en fase de multiplicacion.
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V1.1.2. Condiciones de micropropagacion

Las plantulas se obtuvieron del establecimiento del meristemo de una planta madre sana y
vigorosa en cajas magenta con 50 mL de medio de multiplicacion segun Robert et al. (1991).
Los brotes obtenidos en la fase de induccion fueron cultivados en cajas magenta con 50 mL de
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado. Las plantulas de agave fueron
incubadas en un cuarto de crecimiento con fotoperiodos de 12 h de luz blanca suministrada
por tubos fluorescentes a una temperatura de 27+2 °C. Las vitroplantas obtenidas en la fase de
multiplicacién se clasificaron en tres tipos de crecimiento como se describe en la Figura 5,
siendo las C3 las que se utilizaron en este estudio. Las resiembras se realizaron bajo
condiciones de esterilidad en camara de flujo laminar cada 6 semanas hasta obtener las

plantulas C3.

Tabla Il. Datos de origen, procedencia y establecimiento de las lineas clonales LC15s, LC26s,

LC24by LC23b.
LINEA CLONAL REGION DE PROCEDENCIA ESTABLECIMIENTO
(LC) ORIGEN
15sy 26s Bacanora, Sonora Semilla 19 junio 2003
24by 23b Moctezuma, Sonora Bulbilo 17 junio 2003

V1.1.3. Tratamiento de las muestras

Para asegurar mediciones mas representativas se utilizd la parte basal de los agaves por
presentar mayor actividad metabdlica. Se les realizd un corte transversal a las vitroplantas y se
conservaron tallos de aproximadamente 1 cm de altura y un peso fresco promedio de 290 mg
(Figura 6). Las muestras se almacenaron sobre papel filtro himedo dentro de una caja Petri

para evitar problemas de deshidratacion entre las mediciones.
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Figura 5. Caracteristicas de las vitroplantas de agave en fase de multiplicacion. A) Fase de
crecimiento C1: Brotes de aprox. 1cm de alto, sin tallo definido. Generalmente se trata de
microcortes unidos que generan dos 0 mas plantas. B) Fase de crecimiento C2: Plantulas de
aprox. 2 cm de alto, con tallo definido y al menos dos hojas. C) Fase de crecimiento C3:
Plantulas de 3-5 cm de alto, con tallo definido y al menos 3 hojas. D) Fase de crecimiento E1:
Plantas mayores de 5 cm de altura, con tallo definido y al menos 4 hojas. Vitroplantas para

inducir la formacioén de raiz.
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1cm

Figura 6. Esquema del corte transversal de las vitroplantas para la obtencion de la muestra

(tallo aprox. 1cm).

VI1.1.4. Método de Medicion

El instrumento utilizado fue un calorimetro diferencial de barrido CSC 4100 (Calorimetry
Science Corporation, Pleasent Grove, Utah, E.U.A.) equipado con cuatro celdas metalicas
herméticas de 1mL y una capacidad de barrido de temperatura de -30 a 110 °C. La cuarta
celda fue utilizada como referencia y se conservé vacia durante las mediciones. Para prevenir
condensacion de humedad dentro del instrumento, se utilizé un flujo constante de N, de 1.75
Kg m™. La temperatura en la camara del calorimetro se mantuvo constante a 15 °C por medio
un bafio circulante-refrigerante (PolyScience, Niles, Illlinois, E.U.A.). Las plantulas se
colocaron con la parte basal en contacto con el fondo de las celdas donde previamente se
colocaron 50 pL de agua estéril para prevenir su deshidratacion. Una vez colocada la muestra,

se selecciond la temperatura deseada y se dejd estabilizar el calorimetro por 2500 seg., para
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obtener de esta manera una tasa de calor metabolico estable. Una vez determinado el calor
metabdlico de la muestra, las celdas fueron abiertas y se agregd un vial con 50 uL de NaOH
0.4M para posteriormente medir de nuevo la tasa de calor. El calor obtenido en esta segunda
medicion, es la suma del calor metabdlico mas el calor proveniente de la reaccion de NaOH
con CO,, (CO, (gas) + 2NaOH(ac) = Na,CO3 #(ac) + H,O (ac) AH= -108.5 kJ mol™).
Después de remover el vial con el NaOH, el calor metabolico fue medido de nuevo. La tasa de
calor metabdlico de la primera y tercera medicion fueron promediadas y restada al calor
producido en la segunda medicion, para obtener la tasa de calor por la formacion de carbonato
(MW o pJsec™). Dividiendo este calor por -108.5 ki mol™ se obtuvo la tasa de produccion de
CO, (Rcoz) en nmol sec ™ (Criddle et al., 1991a, 1991b; Hansen et al., 1994, 1995; Weili et al.,
2008). Los datos se ajustaron conforme a la linea base del calorimetro y se recalcularon por
unidad de peso seco (ps). Este protocolo fue repetido a 15, 25, 35 y 45 °C para cada una de las
lineas clonales. Las variables evaluadas fueron: Actividad metabolica (Rg), produccion de CO,
o velocidad de respiracion (Rco), eficiencia metabolica (Rq/Rcoz) y velocidad de crecimiento
(Ree,AHg) (Tabla 111).

Tabla I11. Descripcion de variables calorimétricas. 455 = Constante de Thornton que indica

que la eficiencia minima es 455 Kcal mol CO,™ (Hansen et al.,1998).

Variable calorimétrica Abreviacion Férmula Unidades
Actividad metabdlica Rq R4/ peso seco HW mg™ ps
Produccién de CO,0 Rcoz qC02 /108.5 nmol mg™s™
velocidad de respiracion peso seco
Eficiencia metabolica Rq/Rcoz R¢/ Reoz kJmol™
Velocidad de Ree,AHg [455- Rcoz]- Rq HW mg™ ps
crecimiento
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V1.2. Medicion de parametros morfologicos

Se seleccionaron 225 vitroplantas de agave de cada linea clonal y se dividieron en 3 grupos de
75 individuos en fase C3, C2 y C1 respectivamente, de los cuales se sembraron 25 vitroplantas
por caja magenta en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado. Se
seleccionaron aleatoriamente 5 vitroplantas por caja magenta, es decir, se analizaron 15
individuos por cada fase de crecimiento y se determinaron los parametros morfologicos:
altura, numero de hojas, peso fresco y peso seco para las plantulas en fase C3 y C2, mientras
que para las C1 solamente se determind el factor de multiplicacion. Los parametros se
midieron en tiempo inicial (To) y tiempo final (Tg), excepto el peso seco que sélo se establecio
en T Los parametros Tg se determinaron después de 6 semanas de cultivo. Para realizar las
mediciones To y Tg las plantulas se marcaron espacialmente en la caja magenta utilizando un
marcador.

Para evaluar el crecimiento se midieron los parametros morfoldgicos altura, nimero de

hojas, peso fresco y peso seco:

VI1.2.1. Altura

La vitroplanta se midio desde la parte basal del tallo hasta la parte apical de la hoja més larga.

En To se utilizd una caja de Petri para manipular la vitroplanta y papel milimétrico para

establecer el valor, ya que la medicion se realizo dentro de la campana de flujo laminar para

evitar cualquier tipo de contaminacién durante el cultivo. En T se utilizé una regla graduada.

El incremento de altura se obtuvo de restar la altura Te- To Yy Se registro en centimetros.

V1.2.2. Numero de hojas

Se contaron las hojas de forma empirica. EI nUmero de hojas emitidas o incremento de hojas

se obtuvo de la diferencia de T To.
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V1.2.3. Peso fresco

Las plantulas se pesaron en charolas de aluminio limpias y secas utilizando una balanza
analitica. Las vitroplantas se pesaron inmediatamente después de retirarlas del medio de
cultivo para evitar que perdieran humedad. Se quitd el exceso de medio utilizando papel
absorbente. El incremento de peso fresco se obtuvo de Te- To Y se registrd en gramos.

V1.2.3. Peso seco

Se registro el peso de la charola de aluminio limpia y seca y el peso fresco de la vitroplanta en
una balanza analitica (peso de la charola mas planta). Las charolas de aluminio se etiquetaron
debidamente antes de iniciar el procedimiento. Se colocaron en un horno de secado a 65 °C
durante 48 h hasta peso constante. Posteriormente se depositaron en un desecador durante 1 h
para evitar que el tejido absorbiera humedad durante el pesaje. Para obtener el peso seco se
registro el peso de la charola mas el tejido seco y se le rest6 el peso de la charola. El peso se
registrd en gramos. Teniendo entonces, los datos de peso fresco To y peso seco T, se logra
establecer el porcentaje de materia seca de acuerdo a la siguiente formula:

%MS= PS T¢ X 100
PF To

donde:

%MS = Porcentaje de Materia Seca.
PS T = Peso Seco Final (g).

PF To = Peso Fresco Inicial (g).
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V1.3. Factor de multiplicacion (FM)

Se establecio el nimero de vitroplantas To= 225 para cada linea clonal. Después de 6 semanas
de cultivo se colectaron las vitroplantas contenidas en todos los tratamientos y se registro el
namero de individuos Tg en las fases C1, C2, C3 y E1. El factor de multiplicacién es la
relacion entre el numero de vitroplantas producidas al final del cultivo y el numero de

vitroplantas iniciales.

FM= Ndmero de vitroplantas T¢

NUmero de vitroplantas To

V1.4. Anélisis Estadistico

Los datos de calorimetria se analizaron estadisticamente por un andlisis de varianza con un
disefio completamente al azar con 4 repeticiones por temperatura, con un arreglo factorial para
linea clonal y temperatura. La comparacion de medias se efectu6 mediante la prueba de Tukey
(P<0.05). Se utilizé el paquete estadistico SAS version 6.08 (SAS Software, 2002).

Para los parametros morfoldgicos se elabord una base de datos con los valores medidos
en los individuos de las lineas clonales utilizando una hoja electrénica de Microsoft Office
Excel 2010. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con el programa estadistico NCSS
2007 (Hintze, 2007) para determinar la existencia de diferencias entre las clonas, bajo un
disefio experimental completamente al azar. La comparacion de medias se efectu6 mediante la
prueba de Tukey (P<0.05).
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VIl. RESULTADOS

VI1.1. Microcalorimetria Isotérmica
V11.1.1. Calor metabolico (Rg) y produccion de CO; (Rcoz)

El andlisis estadistico mostré un incremento altamente significativo del calor metabdlico y la
produccion de CO, de las diferentes lineas clonales de agave a medida que se aument6 la
temperatura. Las Figuras 7 y 8 muestran el patrén de Rgq y Rco producido por cada linea
clonal versus temperatura.

La maxima actividad metabdlica de todas las lineas clonales a excepcion de la LC26s
se registro a los 35 °C. Sin embargo, al alcanzar una temperatura de 45 °C se present6 una
disminucion en Rq y Rcoz en las cuatro clonas. Los valores de actividad metabdlica més bajos
se presentaron a los 15 °C. La velocidad de respiracion mostré un comportamiento similar al
de Rq, observandose un incremento gradual para las clonas a partir de los 15 °C hasta alcanzar
sus valores maximos en 35 °C y su posterior disminucion a los 45 °C. La maxima tasa de Ry a
35 °C para la LC15, LC24b, LC23b, LC26s fue de 20.5, 14.3, 18.3 y 14. pW mg™’ PS
respectivamente. Las tres primeras clonas no presentaron diferencias significativas, mientras la
LC15s fue estadisticamente superior al resto de las clonas (Tukey, P<0.05). En este mismo
orden la produccién de Reo, fue de 0.54, 0.47, 0.42, 0.42, y nmol mg™s™ respectivamente.
Entre las dos primeras lineas clonales no existio diferencia significativa, al igual que entre las
ultimas tres (Tukey, P<0.05).
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Figura 7. Efecto de la temperatura en la actividad metabdlica de cuatro lineas clonales de
Agave angustifolia. Barra vertical corresponde a la desviacion estandar. Prueba de Tukey a
una P<0.05.
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Figura 8. Velocidad de produccion de CO, de cuatro lineas clonales de Agave angustifolia por
efecto de la temperatura. Barra vertical corresponde a la desviacion estandar. Prueba de Tukey
a una P<0.05.
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VI1.1.2. Eficiencia metabdlica (Rq/ Rcoz)

En la Figura 9 se muestran los valores de Rq/ Rco obtenidos para las cuatro lineas clonales a
diferentes temperaturas, las cuales presentaron mayor eficiencia entre los 25 y 35 °C. A la
temperatura de 25 °C todas las lineas clonales indicaron ser altamente eficientes con valores
promedio por debajo de 400 kimol™. Aln a la temperatura de 35 °C todas las clonas fueron
eficientes sobresaliendo la LC24b con un valor de 300 kJmol™. La eficiencia mostrada por la
LC23b, LC26s y LC15s a dicha temperatura fue: 446, 407 y 377 kJmol™ respectivamente. Sin
embargo, a 45 °C la Unica linea clonal que se mantuvo eficiente fue la LC24b con un valor de
347 kJmol™. En tanto que el resto de las lineas clonales LC23b, LC26s y LC15s, rebasaron el
umbral de eficiencia (455 kdmol™) con valores de 620, 745 y 472 kJmol™ respectivamente.

A los 15 °C todas las lineas clonales mostraron ser ineficientes en la conversion de
sustratos de carbono a biomasa. En dicha temperatura los valores promedio encontrados para
la LC24b, LC23b, LC26s y LC15s fueron: 554, 597, 459 y 512 kJmol™ respectivamente.
Estadisticamente la LC24b mostré diferencias significativas con el resto de las clonas, al

presentar la mayor eficiencia metabolica (Tukey, P<0.05).

VI1.1.3. Tasa de crecimiento especifico (Ree,AHg)

La temperatura de méximo crecimiento para la LC24b, LC26s y LC15s se encontrd a 35 °C
con valores de 7.4, 4.7 y 4.3 pW mg™ PS respectivamente. En tanto que para la LC23b su
méximo crecimiento fue a los 25 °C con un valor de 0.9. pW mg™ PS. Sin embargo, a 45 °C el
crecimiento de los agaves de las cuatro lineas clonales disminuye significativamente (Figura
10). La estadistica indica que la LC24b tiene una tasa de crecimiento altamente significativa

con respecto al resto de las clonas (Tukey, P<0.05).
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Figura 9. Eficiencia metabdlica de cuatro lineas clonales de Agave angustifolia por efecto de
la temperatura y en base constante de Thornton (455 kJmol™). Barra vertical corresponde a la

desviacion estandar. Prueba de Tukey a una P<0.05.
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Figura 10. Tasa de crecimiento especifico de cuatro lineas clonales de Agave angustifolia por
efecto de la temperatura. Barra vertical corresponde a la desviacion estandar. Prueba de Tukey
a una P<0.05.
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VI1.2. Parametros Morfologicos

Los resultados de los parametros morfoldgicos de las lineas clonales en estudio se pueden
observar en las Tablas IV a VII. Se presentaron diferencias significativas entre lineas clonales,

pero no entre las fases de crecimiento C3 y C2 (Tukey, P<0.05).

VII1.2.1. Altura

Considerando todas las fases de crecimiento el porcentaje de incremento de altura fue de 8.2,
158, 184 y 27.9 % en la LC26s, LC15s, LC24b y LC23b, respectivamente. No existid
diferencia significativa entre la LC24b y LC26s, pero si en la LC23b que presentd el mayor
incremento y la LC26S que presentd el menor (Tukey, P<0.05) (Figura 11). Se observo
aumento de altura en todas las lineas clonales, aunque con un comportamiento disimil entre
ellas.

De forma independiente, las vitroplantas en fase C2 presentaron un porcentaje de
incremento de altura superior a la fase C3 en todas las lineas clonales como se observa en la
Figura 12 y 13. La LC23b fue la que present6 el mayor porcentaje de incremento de altura
para ambas fases de crecimiento, 18.3+13.8% y 37.4+22.0% para vitroplantas C3 y C2
respectivamente. Sin embargo, la Prueba de Tukey (P<0.05) indica que no existen diferencias

significativas entre las fases de crecimiento.

VI11.2.2. NUumero de hojas

El porcentaje de incremento de hojas emitidas en forma conjunta fue de 31.9, 38.4, 385y
69.6% correspondiente a la LC15s, LC26s, LC23b y LC24b, respectivamente. El porcentaje
de hojas emitidas fue estadisticamente mayor para la LC24b como se observa en la Figura 11.
Para esta linea clonal se registrd de forma general un nimero de hojas To=3.5 y un Tg=5.7 con

un incremento de 2.2 hojas. Entre las tres primeras clonas no hubo diferencias significativas,
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por lo que la LC24b fue superior a todas las clonas en la produccion de hojas por mas del 40%
(Tukey, P<0.05).

La produccion de hojas fue superior en la fase C2 en todas las lineas clonales excepto
en la LC15s que presentd un porcentaje de incremento de 40.8+21.5% para vitroplantas C3 y
un 33.3+20.4 para C2 (Figuras 12 y 13).

VI11.2.3. Peso seco y peso fresco

El incremento promedio para el peso fresco (%) en todas las fases de crecimiento fue de 8.94,
17.0, 20.40 y 53.83 % para la LC26s, LC24b, LC15s y LC23b, respectivamente. Entre las tres
primeras lineas clonales no existié diferencia significativa. EI mayor incremento de peso
fresco en forma conjunta se observd en la LC23b siendo disimil al resto de las clonas (Tukey,
P<0.05), con valores de 38.28+53.70 % en fase C3 y 69.40+37.54 % en fase C2. EI menor
incremento lo presentd la LC26s con un comportamiento desigual en las fases de crecimiento,
ya que en las vitroplantas C2 se incremento el peso fresco, mientras que en las C3 hubo una
disminucion de -1.02+15.47 % (Figuras 11, 12 y 13).

Para el analisis de peso seco se considerd el Tg, ya que para determinar este parametro
se emplea un método destructivo del material vegetal que impidié tener como referencia el
valor en To. EI mayor peso seco registrado en todas las fases de crecimiento lo presentaron la
LC23b y la LC24b con valores similares de 0.0399 g y 0.0365 g, respectivamente (Tukey,
P<0.05). La LC24b fue superior en la fase de crecimiento C2, mientras que la LC23b fue
superior en la fase C3. Los menores valores de peso seco fueron 0.0282 g para la LC15s y
0.0266 g para la LC26s.

El mayor contenido de MS general fue para la LC24b con un 14.6 %, seguido de la
LC23b con 13.35%. No obstante, de forma independiente la LC24b ocupo la tercera posicion
de %MS en las vitroplantas fase C3, pero conservo el valor més alto para las C2 con 20.43
%MS. Todas las lineas clonales presentaron un comportamiento similar, las vitroplantas en
fase C2 presentaron %MS mas altos que los individuos en fase C3, excepto en la LC23b

donde el %MS fue ligeramente mayor en la fase C3 con 13.58 %MS respecto a 13.11 %MS en
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las vitroplantas C2. ElI %MS en la LC23b resulté ser mas equilibrado que el resto de las

clonas, incluyendo la LC24b que obtuvo el %MS maés elevado (Figura 14).

VI1.3. Factor de Multiplicacion

La LC24b fue estadisticamente superior al resto de las clonas con respecto al factor de
multiplicacién (FM) con un valor de 2.6, mientras que las otras lineas clonales presentaron
valores similares de 1.4 para la LC26s y LC23b y 1.3 para la LC15s (Tukey, P<0.05). La
LC24b también present6 el FM mas alto en cada fase de crecimiento: 3.5 para C1, 2.8 para C2
y 1.6 para C3 (Figura 15). El resto de las clonas presento valores de FM por debajo de 1.5 en
todas las fases de crecimiento. La linea mas productiva fue la LC24b y el porcentaje de
distribucion de las plantas fue 53.5 para C1, 20.1 para C2, 21.8 para C3 y 4.7 para E1 (Figura
16). La clona con mayor porcentaje de plantas para enraizamiento fue la LC23b con 39.2%,
seguida de la LC26s con 34.2%. La LC24b ocupd el Gltimo sitio para vitroplantas con talla

para enraizar con un 14% (Tabla VIII).
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Figura 11. Incremento en altura, nimero de hojas y peso fresco de las vitroplantas de Agave
angustifolia en fase C3y C2 de las lineas clonales (Tukey, P<0.05).
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Figura 12. Incremento en altura, nimero de hojas y peso fresco en vitroplantas de Agave
angustifolia en fase C3 de las lineas clonales.
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Figura 14. Produccién de materia seca (%MS) de las cuatro lineas clonales de Agave angustifolia.
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Tabla 1V. Altura de las cuatro lineas clonales de agave LC15s, LC26s, LC24b y LC23b. Los
valores corresponden al promedio y la desviacion estdndar de 15 muestras. Promedios con la
misma letra no son significativamente diferentes segun prueba de Tukey a una P<0.05. To=

Tiempo inicial, Te= Tiempo final, 1= Incremente (T¢.To), %I= Porcentaje de incremento.

Parametro morfoldgico

Linea clonal Fase Altura
To Te | %I Tukey
(cm) (cm) (cm) (P<0.05)
LC15s C3 4.0£0.3 45105 0.5+0.3 13.748.3
C2 2.510.6 3.2+0.7 0.6+0.3 25.5+14.2
General 2.3 2.7 0.5 15.8 b
LC26s C3 4.5+0.4 4.7+0.4 0.3+0.2 6.0+4.9
C2 2.8£0.4 3.1+0.5 0.3+0.3 10.5+£11.6
General 3.7 3.9 0.3 8.2 c
LC24b C3 4.2+0.4 4.7+0.6 0.6£0.5 14.1+10.8
C2 2.7£0.5 3.3+0.5 0.6+0.3 22.6+12.5
General 3.4 4.0 0.6 18.4 b
LC23b C3 4.0£0.6 4.7+0.7 0.7£0.5 18.3£13.8
C2 2.8+0.3 3.8+0.6 1.0+£0.6 37.4+22.0
General 3.4 4.3 0.9 27.9 a
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Tabla V. NUmero de hojas de las cuatro lineas clonales de agave LC15s, LC26s, LC24b y LC23b.
Los valores corresponden al promedio y la desviacion estandar de 15 muestras. Promedios con la

misma letra no son significativamente diferentes segin prueba de Tukey a una P<0.05. To=

Tiempo inicial, Te= Tiempo final, 1= Incremente (T¢.To), %I= Porcentaje de incremento.

Linea clonal

Fase

Parametro morfoldgico

Numero de hojas

To Te | %I Tukey
(cm) (cm) (cm) (P<0.05)
LC15s C3 3.510.6 4.8+0.7 1.3+0.6 40.8+21.5
C2 3.4+£0.5 4.5+0.5 1.1+0.6 33.3120.4
General 2.5 3.3 1.0 31.9 b
LC26s C3 3.9+0.7 4.9+0.7 1.1+0.7 30.2+21.4
C2 2.510.6 3.5+0.6 1.0+£0.8 46.7+£35.7
General 3.2 4.2 1.0 38.4 b
LC24b C3 4.1+0.6 6.1+1.2 2.1+1.0 51.3+22.3
C2 2.9+0.6 5.3+1.2 2.4+0.9 87.8+43.3
General 3.5 5.7 2.2 69.6 a
LC23b C3 4.5+0.7 5.7+0.8 1.2+0.7 28.9+20.2
C2 3.7£0.7 5.5+1.1 1.7+0.9 48.1+27.0
General 4.1 5.6 15 38.5 b
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Tabla VI. Peso fresco de las cuatro lineas clonales de agave LC15s, LC26s, LC24b y LC23b. Los
valores corresponden al promedio y la desviacion estdndar de 15 muestras. Promedios con la

misma letra no son significativamente diferentes segin prueba de Tukey a una P<0.05. To=

Tiempo inicial, Te= Tiempo final, 1= Incremente (T¢.To), %I= Porcentaje de incremento.

Linea clonal

Fase

Parametro morfoldgico

Peso fresco

To Te | %I Tukey
(9) (9) (cm) (P<0.05)
LC15s C3 0.34+0.07  0.37+0.07 0.03+0.05 9.08+15.88
C2 0.16+£0.07  0.23+0.10 0.06+0.07 36.23+33.68
General 0.19 0.22 0.05 20.40 b
LC26s C3 0.46+0.08 0.46+0.08 -0.01+0.06 -1.02+15.47
C2 0.14+0.04 0.17+0.05 0.03+0.03 18.91+24.11
General 0.30 0.31 0.01 8.94 b
LC24b C3 0.46+0.10 0.52+0.13 0.06+0.06 13.61+14.01
C2 0.21+0.08 0.24+0.08 0.03+0.06 20.43+£24.05
General 0.3 0.4 0.0 17.0 b
LC23b C3 0.47+0.14 0.62+0.21 0.16+0.17 38.28+£53.70
C2 0.24+0.06 0.40+0.11 0.16+0.08 69.40+£37.54
General 0.35 0.51 0.16 53.84 a
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Tabla VII. Peso seco de las cuatro lineas clonales de agave LC15s, LC26s, LC24b y LC23b. Los
valores corresponden al promedio y la desviacion estdndar de 15 muestras. Promedios con la
misma letra no son significativamente diferentes segin prueba de Tukey a una P<0.05. Tg=

Tiempo final, PF=Peso fresco, PS= Peso seco, %MS= Porcentaje de materia seca.

Parametro morfoldgico

Linea clonal Fase Peso seco
T: PF/PS %MS Tukey
() (P<0.05)
LC15s C3 0.0359+0.0051 10.22+1.49 10.75
C2 0.0205+0.0077 11.09+2.76 12.34
General 0.0282 10.83 8.19 b
LC26s C3 0.0367+0.0069 12.42+1.02 7.94
C2 0.0165+0.0052 10.09+2.02 11.70
General 0.0266 11.70 9.82 b
LC24b C3 0.0403+0.0103 12.87+£1.02 8.83
C2 0.0327+0.0601 7.32+24.05 20.43
General 0.0365 10.39 14.6 a
LC23b C3 0.0486+0.0143 12.80+2.28 13.58
C2 0.0311+0.0080 12.90+2.25 13.11
General 0.0399 12.84 13.35 a
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Figura 15. Factor de multiplicacién de vitroplantas de Agave angustifolia de las cuatro lineas
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Figura 16. Distribucién de las vitroplantas de agave por fase de crecimiento y linea clonal.
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Tabla VIII. Factor de multiplicacion (FM) de las cuatro lineas clonales de agave LC15s, LC26s, LC24b y LC23b. Prueba de Tukey a
una P<0.05.

LE

Linea clonal Factor de multiplicacion
Fase No. Inical _ Tukey
plantas No. de plantas por fase Porcentaje por fase (P<0.05)

C1l C2 C3 El TOTAL FM C1 C2 C3 El
LC15s C1l 75 48 50 5 0 103 14 46.6 485 4.9 0.0
C2 75 6 62 13 0 81 1.1 74 765 16.0 0.0

C3 75 23 1 56 18 98 1.3 235 10 57.1 18.4 °
TOTAL 225 77 113 74 18 282 1.3 25.8 420 26.0 6.1
LC26s C1 75 58 40 2 0 100 1.3 58.0 40.0 2.0 0.0
C2 75 16 66 11 0 93 1.2 172 71.0 11.8 0.0

C3 75 35 3 35 38 111 15 315 27 31.5 34.2 °
TOTAL 225 109 109 48 38 304 14 356 379 15.1 114
LC24b C1 75 182 76 4 0 262 3.5 69.5 29.0 1.5 0.0
C2 75 121 55 33 0 209 28 579 263 158 0.0

C3 75 40 6 58 17 121 16 331 5.0 47.9 14.0 i
TOTAL 225 343 137 95 17 592 2.6 535 201 21.8 4.7
LC23b C1 75 64 41 3 0 108 14 593 38.0 2.8 0.0
C2 75 21 41 35 0 97 1.3 216 423 36.1 0.0

C3 75 17 0 45 40 102 14 16.7 0.0 44.1 39.2 °
TOTAL 225 102 82 83 40 307 14 325 267 21.7 13.1




VIII. DISCUSION

Agave angustifolia es una especie de gran importancia ecologica y economica en Sonora. Sin
embargo, existen pocas investigaciones orientadas a generar conocimiento sobre su biologia y
ecologia, por lo que es necesario incrementar los esfuerzos en investigacion para esta especie.
Ademaés, es relevante sefialar que hay escasos registros sobre calorimetria aplicada a los
tejidos vegetales de agave.

Los parametros calorimétricos analizados en este estudio mostraron diferencias
estadisticas en las lineas clonales de agave. El calor metabdlico y la produccién de CO, de las
clonas se incrementd significativamente a medida que se aumentd la temperatura. Los
resultados indican que la temperatura éptima para el desarrollo de las vitroplantas de agave
oscila entre los 25 y 45 °C, siendo los 35 °C la temperatura a la que presentan la mayor
actividad metabolica, lo cual concuerda con las tasas de produccién de calor metabdlico y CO,
reportados para otros tejidos vegetales (Carvajal-Millan et al., 2007; Gardea et al., 1994, 2000;
Ochoa, 2007).

Las temperaturas extremas afectan la distribucidn, sobrevivencia y crecimiento de las
plantas. Los datos obtenidos, indican que las bajas temperaturas disminuyen la actividad
metabdlica y la velocidad de respiracion de las cuatro lineas clonales de agave lo que sefiala
que temperaturas menores a 15 °C ponen en riesgo el adecuado funcionamiento y desarrollo
de la especie.

Ochoa (2007) determind mediante calorimetria isotérmica a 25 °C los valores de Rq y
Rcoz en vitroplantas de agave de la LC15s y LC24b de plantas aclimatadas empleando el
meristemo apical como muestra. No encontré diferencias significativas en las variables de
calorimetria. Los valores registrados para estos parametros calorimétricos fueron inferiores a
los obtenidos en el presente estudio, lo cual sugiere que las vitroplantas en fase de
multiplicacion cultivadas en laboratorio muestran metabolismos mas réapidos que las
vitroplantas endurecidas. Esta drastica disminucion de la actividad metabolica en plantas
aclimatadas, posiblemente se debe a que las vitroplantas se ven favorecidas por las
condiciones controladas de luz, humedad y temperatura en el laboratorio, mientras que en
aclimatacion, las plantulas de agave tienen que modificar sus mecanismos para poder

desarrollarse en condiciones menos favorables.
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Hansen et al. (1998) reportaron que el valor que representa la minima eficiencia del
tejido vegetal es de 455+15 Kcal/mol CO, (Constante de Thornton), es decir, valores mayores
que esta constante se consideran de baja eficiencia, mientras que los valores menores o iguales
a la constante se determinan como de alta eficiencia metabdlica. A la temperatura de 25 °C
todas las lineas clonales mostraron ser altamente eficientes, puesto que presentaron una baja
pérdida de calor por mol de CO, lo que indica que la cantidad de energia utilizada para
biomasa estructural es mayor (Hansen et al., 1996).

Con las bajas temperaturas todas las lineas clonales mostraron ser ineficientes en la
conversion de sustratos de carbono a biomasa, a estas temperaturas la pérdida de calor o gasto
energético fue mayor de 455 kJmol™ para la formacién de CO, en biomasa. A. angustifolia se
ha adaptado bien a la sierra sonorense, pero las bajas temperaturas son un aspecto limitante
importante en su desarrollo y en la germinacion de semillas. A 8 °C la tasa germinativa
disminuye considerablemente y puede incrementarse en temperaturas en el rango de 18 a 22
°C (Nobel y Stanley, 1983).

La mayoria de los agaves pueden tolerar las temperaturas frias cuando la temperatura
del aire se reduce de manera gradual entre dias 0 semanas. Las temperaturas frias por debajo
del nivel de congelamiento inducen a los agaves a liberar calor por un proceso denominado
actividad exotérmica. Esta conduce al agave a un fenémeno temporal Ilamado
sobreenfriamiento, que consiste en mantener el agua de la planta en estado liquido por medio
del incremento de la temperatura del tejido, suficiente para derretir los cristales de hielo
formados en las paredes celulares. Si la temperatura continta decreciendo puede ocurrir un
dafo irreversible en la planta, incluso la muerte, principalmente por la deshidratacion de las
células. Una adaptacidn importante de los agaves a las bajas temperaturas es el incremento de
azucares con la finalidad de proteger elementos constituyentes celulares durante la exposicion
a las temperaturas de congelamiento (Nobel, 1994).

Con las altas temperaturas (45 °C) todas las clonas dejaron de ser eficientes a
excepcion de la LC24b que continu6 siendo altamente eficiente con un valor muy inferior a la
constante de Thornton. La alta eficiencia metabolica de esta linea clonal puede atribuirse al
componente genético transmitido por la planta madre que define las caracteristicas de la clona.

Si consideramos el fundamento de la propagacion clonal, la seleccion de la planta madre con
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las caracteristicas deseables, por ejemplo una adaptacion a condiciones ambientales
especificas, de inicio contamos con una base so6lida para un éxito en el trasplante.

Hadley (1970) argumenta que la temperatura en la superficie del suelo es alrededor de
30 °C mas alta que en el aire circundante en un dia de verano. En casos extremos las
temperaturas del suelo alcanzan los 70 °C en el desierto sonorense, afectando de manera
crucial la sobrevivencia de las plantas recién germinadas. Aunque se ha demostrado que los
agaves con la edad, llegan a ser mas tolerantes con las altas temperaturas.

Los resultados indican que los rangos de temperatura ambiental donde puede
sobrevivir exitosamente la LC24b son més amplios que el resto de las lineas clonales, ya que
se comporta altamente eficiente desde los 25 hasta los 45 °C. Esta clona mostrd la menor
pérdida de calor por mol de CO, y esta caracteristica le permite mayor capacidad de
sobrevivencia y por lo tanto ser plantada con éxito en zonas con temperatura de hasta 45 °C
que conforman el Area de Denominacion de Origen. Esta tolerancia a las temperaturas altas se
puede relacionar con los valores extremos de su habitat de origen. En Sonora, A. angustifolia
se desarrolla bien en zonas éaridas con temperaturas extremas utilizando sus ventajas
adaptativas (Nobel y Stanley, 1983; Cervantes-Mendivil et al., 2007; Vazquez-Garcia et al.,
2007). Mientras tanto la LC23b, LC26s y LC15s son més eficientes o su eficiencia en la
conversion de sustratos de carbon en tejido estara limitada a zonas con temperaturas promedio
entre 25y 35 °C.

En estudios anteriores (Ochoa, 2007) se registraron valores de eficiencia para la LC15s
y LC24b a una temperatura de 25 °C utilizando vitroplantas aclimatadas. Los resultados
obtenidos se ubican dentro del umbral de eficiencia al igual que los valores registrados en este
trabajo de investigacion con vitroplantas en fase in vitro. Lo anterior indica un patrén de
comportamiento similar entre las vitroplantas en fase de multiplicacion y las que presentan un
ciclo completo de aclimatacion. Esto podria indicar que las condiciones de vivero alin con
riego limitado, no reducen el crecimiento y desarrollo del agave y la adaptacion de la especie a
ambientes extremos. Esto propone que las diferencias de energia metabdlica en la fase de
multiplicacién son detectables por microcalorimetria isotérmica, como lo han sugerido otras
investigaciones para otras especies (Wang et al., 1985; Young, 1990).

En respuesta a condiciones severas de estrés ambiental, toda la energia disponible en el

organismo se utiliza para responder a incremento en la demanda de los procesos de
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mantenimiento y provoca como consecuencia una carencia de energia para la sintesis de
biomasa (Gustafsson, 1991). De acuerdo a esta explicacion, el crecimiento de las vitroplantas
de agave empezo a disminuir después de alcanzar su maximo crecimiento a los 35 °C y se
observo una mayor pérdida de energia en forma de calor, lo cual soporta la explicacion de que
poca energia se transfiri6 a biomasa. Esto demuestra que el crecimiento de la planta esta
influenciado grandemente por la temperatura. Esta variacion en el crecimiento por efecto de la
temperatura también fue reportada en estudios realizados en cultivos como tomate y col
(Criddle et al., 1997).

El crecimiento y supervivencia de las plantas depende de su adaptacion genética a los
regimenes de temperatura presentes en su medio ambiente nativo (Criddle et al., 1997), ya que
la temperatura es uno de los factores mas determinantes de la distribucion de las plantas. Estas
adaptan su crecimiento a su nicho, adecuando su metabolismo respiratorio al patron de
temperatura del medio ambiente (Criddle et al., 2005). Es bien conocido que el crecimiento
esta influenciado por las condiciones ambientales, por ejemplo las plantas crecen mas rapido
cuando disponen de abundancia de agua y nutrientes, pero las tasas de crecimiento tienen
también un importante componente genético.

Ochoa (2007) reporto6 valores de la tasa de crecimiento de vitroplantas aclimatadas de
la LC15s y LC24b muy inferiores a los encontrados en este analisis. Lo cual sugiere que con el
desarrollo, las vitroplantas de agave disminuyen la velocidad de crecimiento, debido a que
utilizan su energia para tolerar las condiciones de vivero y, esta tolerancia implica un coste
energético que supone un menor crecimiento pero a cambio tienen una mayor probabilidad de
supervivencia.

Segun los resultados obtenidos la linea con mayor eficiencia metabolica, mayor tasa de
crecimiento y mayor rango de distribucién respecto a la temperatura fue la denominada
LC24b. Esto significa que dicha clona pierde pequefias cantidades de energia durante la
respiracion oscura o fase oscura y esto le permite conservar mayor energia para ser usada en la
formacion de biomasa reflejada en mayor crecimiento (Hansen et al., 1995).

En varias especies de agave se ha observado que la acumulacion de biomasa no puede
ser explicada solamente por la asimilacion de CO; o la eficiencia metabdlica, sino que varia de
acuerdo a la interaccion del genotipo del agave con las condiciones ambientales. (Nobel,

1994). Existen algunas caracteristicas morfologicas y fisiologicas que favorecen el
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crecimiento mas rapido, que supone una mayor capacidad competitiva y a medio plazo mayor
supervivencia.

La morfologia de la planta es la manifestacion de la respuesta fisioldgica de la misma a
las condiciones ambientales y generalmente es facil de cuantificar. La altura, nUmero de hojas,
peso fresco y peso seco presentaron diferencias estadisticas entre las lineas clonales. Se
observé un aumento significativo de la altura en todas las clonas, siendo la LC23b la de mayor
incremento. La LC24b fue la mas productiva en cuanto al nimero de hojas emitidas. EI mayor
incremento de peso fresco lo registro la LC23b, mientras que el peso seco y el porcentaje de
materia seca no mostraron diferencias entre la LC23b y LC24b.

Segun lo datos obtenidos en calorimetria, se esperaba que los pardmetros morfol6gicos
ideales fueran representados por la LC24b. Sin embargo, esta clona ocup0 la segunda posicion
en incremento de altura y la tercera posicion en incremento de peso fresco. No obstante, fue la
linea clonal méas productiva en incremento de nimero de hojas, porcentaje de materia seca y la
que presentd el mayor factor de multiplicacion.

En la medicién de los pardmetros morfologicos se presentaron circunstancias
contradictorias. Por ejemplo, que la LC24b tuviera una produccion de hojas significativamente
mayor al resto de las clonas, cuando el incremento del peso fresco no fue significativo. O bien,
que la LC26s presentara disminucion del peso fresco, pero tuviera un incremento de altura y
namero de hojas. Esto podria explicarse por el comportamiento que presentan las diferentes
lineas clonales en el proceso de cultivo de tejidos. Se pueden encontrar diferentes
impedimentos que permitan cumplir con todos los parametros morfoldgicos, principalmente la
existencia de factores microclimaticos especificos del cuarto de crecimiento o incubacion.

Las diferencias de los parametros podrian deberse a la variaciéon de las condiciones
ambientales dentro del cuarto de cultivo. A pesar de que dichas condiciones son controladas,
dentro del cuarto de incubacion se forman microclimas que confieren diferente respuesta de
las lineas clonales por el acomodo espacial de los estantes en los que se ordenan las
vitroplantas. El crecimiento y desarrollo de las diferentes lineas clonales depende de dos
factores principales: 1) de la direccion y distancia de las vitroplantas al equipo de refrigeracién
gue mantiene la temperatura constante y 2) la cercania a las ventanas que permiten mayor

exposicion a la luz solar. Los anteriores puntos pueden influir en la absorciéon y acumulacién
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de agua en la planta, lo que puede provocar las diferencias de peso fresco de una resiembra a
otra.

Las plantas cultivadas in vitro pueden presentar un aspecto robusto y vigoroso como
los individuos de la LC23b vy, sin embargo, no ser capaces de comportarse adecuadamente en
el campo como lo sugieren Coronel (2010), Tellez (2010) y Pérez (2010) para esta clona en
particular, ya que durante su cultivo en el laboratorio las condiciones de humedad, luz y
nutrientes son optimas, situacion raramente encontrada en su medio natural.

Es dificil determinar qué medir y utilizar para complementar los datos calorimétricos,
teniendo en cuenta los numerosos atributos morfoldgicos y, ademas, fisioldgicos que afectan
el comportamiento en el laboratorio y el campo, pero una vez identificados permitiran definir
la linea clonal elite, que incluye todas las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas que se
pueden ligar cuantitativamente con el éxito de la planta, es decir, que permitan su
supervivencia y crecimiento.

Pérez (2010), Coronel (2010) y Téllez (2010) evaluaron el comportamiento de 1000
individuos de las cuatro lineas clonales en estudio bajo condiciones de agostadero en los
municipios de Banamichi, Ures y Suaqui Grande en el estado de Sonora. Monitorearon in situ
las variables de talla, nGmero de hojas y cobertura, asi como los factores bidticos y abidticos
que afectan su adaptacion. Los resultados indicaron una adaptacion positiva de todas las
clonas en los tres sitios evaluados. Sin embargo, la LC24b fue la que respondié mejor a las
condiciones ambientales en las areas de estudio.

Coronel (2010) report6 el mayor crecimiento para la LC24b con 10.5 cm, mientras que
la menor talla la present6 la LC23b. Con respecto al incremento del nimero de hojas no hubo
diferencias significativas, pero la LC24b present6 el mayor incremento con 1.4 hojas y el
menor se registrd6 para la clona 23b. La cobertura promedio total incrementd
significativamente entre las clonas, siendo la LC24b con una mayor cobertura final de 429.1
cm?. En cuanto a la sobrevivencia el porcentaje més alto lo obtuvo también la LC24b con 98%
y el mas bajo la LC23b con 84%.

Por su parte, Telléz (2010) registré un comportamiento de las lineas clonales similar al
de Coronel (2010). Los valores mas altos se observaron para la LC24b con 8.6 cm de
crecimiento, 0.9 incremento en el numero de hojas y 95% de sobrevivencia. No obstante,

Pérez (2010) difirié con los resultados anteriores encontrando que la LC15s fue la que mejor
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respondid a las condiciones ambientales, lo que pudo deberse a los factores bidticos y
abioticos prevalecientes en el area de estudio.

Las investigaciones anteriores reafirman los datos obtenidos en el anélisis de
microcalorimetria isotérmica aplicada a las lineas clonales de agave, debido a que el
crecimiento en talla, hojas y cobertura es el resultado de una alta eficiencia metabdlica.

Si se relacionan los datos calorimétricos con los parametros morfolégicos obtenidos en
este trabajo, ademas de considerar la evaluacion morfologica en campo para las cuatro lineas
clonales registrada en otras investigaciones (Coronel, 2010; Téllez, 2010; Pérez, 2010), se
podria establecer que las mediciones mas representativas y que aportaron mayor informacion
para apoyar la calorimetria de las plantas de agave en la fase in vitro son el nimero de hojas,
el peso seco y el factor de multiplicacion.

El namero de hojas es un parametro importante en la tasa de crecimiento, puesto que
una planta que invierte mas en tejido foliar tendra un crecimiento mas rapido. Si una planta
invierte una mayor asignacion de biomasa a hojas, con la consecuente mayor capacidad para
captar luz y dioxido de carbono, redundara en una mayor tasa de crecimiento.

Por otra parte, la LC24b no present6 el mayor peso fresco ni la mayor altura, pero sus
recursos también fueron utilizados para la formacién de biomasa estructural expresada en
brotes laterales. Las vitroplantas se pesaron de forma individual, es decir, sin brotes. Lo
anterior compensa el menor peso y altura en comparacion con otras clonas. El factor de
multiplicacién de esta linea clonal fue superior al resto de las clonas con mas del 40% de
produccion de brotes. De esta manera se garantiza la produccion de un gran nimero de
individuos de agave, con una alta eficiencia metabdlica y alta tasa de crecimiento.

Se esperaba encontrar un mejor comportamiento de las clonas provenientes de bulbilo,
puesto que éstas muestran un mejor desarrollo en las fases del proceso de micropropagacion.
No obstante, las lineas provenientes de bulbilo presentaron comportamientos diferentes, ya
que la LC24b genero la mejor respuesta en los diferentes parametros medidos, mientras que la
LC23Db resultd ser mas sensible a las temperaturas extremas registrando una baja eficiencia
metabolica y baja tasa de crecimiento, tanto en vitroplantas en fase de multiplicacion como en
vitroplantas establecidas en campo.

La diferente respuesta de las lineas clonales al efecto de la temperatura se puede

atribuir a sus caracteristicas genotipicas, ya que se han registrado altos niveles de variabilidad
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genética dentro de las poblaciones de la region serrana de Sonora de donde provienen las
clonas en estudio (Barraza et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que existe variabilidad
genética entre las vitroplantas de A. angustifolia correspondiente a una misma linea clonal,
parte de la cual es inducida por el sistema de cultivo in vitro (Robert et al., 2007). También se
ha probado que la presencia de variabilidad genética es mayor en las clonas establecidas a
partir de bulbilo que de semilla. Se encontraron valores del indice de similitud en bulbilo de
0.61 y 0.96, un rango mayor al de semilla, el cual vario 0.85 y 0.97. La proporcion de
fragmentos polimorficos también fue mayor en bulbilo que en semilla. Esto indica que las
clonas originadas por semilla son genéticamente similares entre si que a las derivadas de
bulbilo (Verdugo, 2011).

Las diferencias detectadas en los valores de Rq y Rcoz indican que la técnica de
microcalorimetria isotérmica constituye una herramienta altamente sensible para medir los
cambios metabdlicos de este tejido vegetal y predecir su rendimiento y crecimiento en el
campo.

La micropropagacion, ademas de producir un gran numero de plantas, tiene como
objetivo generar plantas de mayor calidad y eficiencia. Esto implica la definicion de una linea
clonal elite, asi como la mejor manera de evaluarla. Una opcion factible es la
microcalorimetria isotérmica complementada con evaluacién de pardametros morfoldgicos y
fisioldgicos.

En este caso, aunque los resultados morfologicos obtenidos en el laboratorio no
siempre mostraron diferencias significativas hacia una clona en particular, los resultados
correspondieron con los obtenidos en campo en anteriores investigaciones. Lo antes
mencionado confirma la utilidad de la técnica calorimétrica para determinar las lineas clonales
elite y la seleccion temprana de agaves de alto rendimiento. De esta manera, se puede hacer
mas eficiente el proceso de micropropagacion.

Los resultados de este estudio constituyen una herramienta base para evaluar el
comportamiento de las lineas clonales de A. angustifolia que nunca antes habia sido
documentado. Sugieren ademas la necesidad de determinar relaciones morfoldgicas y
fisiolégicas en las diferentes fases del proceso de propagacion in vitro: vitroplantas en

multiplicacion, aclimatadas y establecidas en el campo.
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Este tipo de estudios constituyen una etapa fundamental y necesaria para establecer
planes de manejo de este importante recurso en Sonora, que permita reforestar las areas

sobreexplotadas y producir materia prima para la elaboracion del bacanora.
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IX. CONCLUSIONES

La informacion generada en este proyecto de tesis contribuye al conocimiento de la especie
Agave angustifolia y pone de manifiesto la utilidad de la microcalorimetria isotérmica para la
seleccion temprana de lineas clonales elite de agave debido a que la caracterizacion
calorimétrica permite conocer la respuesta metabdlica del tejido en funcion de la temperatura
de exposicion.

Los resultados de las mediciones de los pardmetros respiratorios indican que las lineas
clonales son mas sensibles a las temperaturas extremas y su crecimiento y supervivencia esta
mas asociado a temperaturas entre los 25y 35 °C.

Las mediciones de pardmetros morfoldgicos en vitroplantas de agave en fase in vitro
pueden ser de utilidad para predecir el comportamiento de las lineas clonales en el campo y
complementar los datos obtenidos mediante microcalorimetria isotérmica. Los que mejor
complementan los datos calorimétricos podrian ser el nimero de hojas, el peso seco y el factor
de multiplicacion.

La linea clonal elite resulto ser la denominada LC24b con una eficiencia metabdlica de
300 kJmol™ y una tasa de crecimiento de 7.4 pW mg™* PS. Ademas, puede desarrollarse
exitosamente en zonas de hasta 45 °C en comparacion con el resto de las lineas clonales que
reducen su eficiencia a dicha temperatura. Adicionalmente, registro los valores mas altos para
el nimero de hojas emitidas, el porcentaje de materia seca y el factor de multiplicacion.

La técnica de microcalorimetria isotérmica es una opcion viable, sensible, rapida y
eficaz para determinar lineas clonales elite de Agave angustifolia con mayor potencial de

crecimiento y adaptacion.
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