Articulo Cientifico

‘/é Rev. Fitotec. Mex. Vol. 49 (3): 359-368, 2026

EFECTO DE DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO EN LA MICROPROPAGACION DE
Agave karwinskii Y A. marmorata

EFFECT OF DIFFERENT CULTURE MEDIA IN THE MICROPROPAGATION
OF Agave karwinskii AND A. marmorata

Fanny E. Nolasco-Jaurequi', Eugenio Pérez-Molphe-Balch', Araceli
Rodriguez-Sahagun? y Lucia |I. Chavez-Ortiz'+

'Universidad Auténoma de Aguascalientes, Unidad de Biotecnologia Vegetal. Aguascalientes, Aguascalientes, México. ?Universidad de Guadalajara,
Centro de Investigacion en Biologia Molecular Vegetal, Centro Universitario de la Ciénega. Ocotlan, Jalisco, México.

*Autor de correspondencia (isabel.chavezo@edu.uaa.mx)

RESUMEN

Agave karwinskii y A. marmorata son dos especies endémicas de
Puebla y Oaxaca, México, utilizadas principalmente para la elaboracion de
mezcal artesanal, por lo que estan sujetas a una creciente explotacion que
compromete la conservacion de sus poblaciones naturales. La propagacion
in vitro ha demostrado ser una herramienta eficiente para la multiplicacion
de material vegetal para permitir la explotacion racional de estas especies. A
la fecha, todas las investigaciones realizadas en la propagacion in vitro de
agaves han empleado el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS); no obstante,
es de interés explorar si el uso de otros medios de cultivo puede incrementar la
eficiencia de estos sistemas. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de cuatro medios basales, MS, Linsmaier y Skoog (LS), Gamborg (B5) y Driver
y Kunikuki (DKW) en la generacidn de brotes, enraizamiento y supervivencia ex
vitro de A. karwinskii y A. marmorata. Los promedios mas altos de brotes por
explante se obtuvieron en los medios MS y LS (4.46 y 4.03, respectivamente,
en A. karwinskii; y 12.1y 7.21 brotes en A. marmorata). Para A. marmorata,
la mayor longitud promedio de las raices se obtuvo en medio LS (6.4 cm),
y para A. karwinskii en DKW (11 cm). Para A. karwinskii la mayor tasa de
supervivencia en suelo se presentd en plantulas generadas en MS (100 %),
seguida del medio LS (87.50 %). En A. marmorata, el mayor porcentaje de
supervivencia se registré en el medio LS, alcanzando 93.52 %, ademas de ser
el inico medio donde no se presentd hiperhidratacion. Se concluye que para
la micropropagacion de A. marmorata es mejor utilizar medios de cultivo MS
para la multiplicacion y el medio LS para enraizamiento, mientras que para A.
karwinskii el medio MS fue la mejor opcidn en todas las etapas.

Palabras clave: Agaves mezcaleros, cultivo in vitro, Driver y
Kunikuki, Gamborg, Linsmaier y Skoog.

SUMMARY

Agave karwilnskii and A. marmorata are two endemic species of Puebla and
Oaxaca, Mexico, used mainly for the preparation of artisanal mescal, therefore,
they are subject to increasing exploitation that compromises the preservation
of their natural populations. In vitro propagation has proven to be an efficient
tool for the multiplication of plant material allowing rational exploitation of
these species. To date, all research conducted on the in vitro propagation of
agaves has used the culture medium Murashige and Skoog (MS); however, it
is interesting to explore whether the use of other culture media can increase
the efficiency of these systems. The objective of this study was to evaluate
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the effect of four basal media, MS, Linsmaier and Skoog (LS), Gamborg (B5),
and Driver and Kunikuki (DKW) on shoot generation, rooting, and ex vitro
survival of A. karwinskii and A. marmorata. The highest averages of shoots
per explant were observed in the MS and LS media (4.46 and 4.03, respectively,
in A. karwinskii, and 12.1 and 7.21 shoots in A. marmorata). For A. marmorata,
the highest average root length was achieved in LS medium (6.4 ¢cm) and for
A. karwinskii in DKW (11 cm). For A. karwinskii, the highest survival rate in
soil was observed in seedlings grown in MS (100 %), followed by LS medium
(87.50 %). In A. marmorata, the highest survival rate was recorded in the
LS medium, reaching 93.52 %; in addition to being the only medium where
hyperhydration did not occur. It is concluded that for the micropropagation
of A. marmorata, it is better to use MS culture media for multiplication and
LS medium for rooting, while for A. karwinskii the MS medium was the best
option at all stages.

Index words: Driver and Kunikuki, Gamborg, in vitro culture,
Linsmaier and Skoog, mezcal agaves.

INTRODUCCION

La gran mayoria de los agaves son especies endémicas
de México; en la actualidad, su importancia econémica
radica en la diversidad de usos, siendo el principal la
produccién de bebidas alcohdlicas (Alducin-Martinez
et al, 2023; Gonzélez, 2023). Si bien el tequila destaca
como la bebida emblematica de México, el mezcal ha
ganado popularidad en los dltimos afios, al experimentar
un crecimiento notable en produccion y exportacion,
especialmente en la Ultima década (COMERCAM, 2025).
El incremento en la demanda de mezcal ha resultado
en una gran presion sobre las poblaciones naturales de
las aproximadamente 50 especies que se utilizan en
su elaboracion, ya que en muchos casos se emplean
individuos de poblaciones silvestres, lo que compromete
su conservacion. Aln en las especies que reciben alguna
forma de manejo se esté llevando a cabo una explotacion
intensiva que esta afectando la diversidad biocultural de
los propios agaves, asi como a los ecosistemas naturales
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de los que forman parte, debido a incendios forestales
provocados, deforestacién y otras préacticas orientadas al
cambio de uso del suelo (Lucio, 2022; Ruiz-Mondragon et
al., 2024, Vazquez-Pérez et al., 2020).

Agave karwinskii y A. marmorata son dos de las
especies que se utilizan para elaborar mezcal artesanal,
muy apreciadas por sus propiedades organolépticas,
ambas endémicas de Puebla y Oaxaca, México. El
estatus de conservacion de A. karwinskii es vulnerable,
aunque algunos etnotaxones reciben algun tipo de
manejo, se estan explotando intensivamente, por lo que
sus poblaciones naturales experimentan un decremento
(Garcia-Mendoza et al., 2025; Vazquez-Pérez et al., 2020).
Por su parte, A. marmorata tarda aproximadamente 35
afos en alcanzar la madurez sexual, y su propagacion
clonal es esporadica, o que aunado a su sobreexplotacion
haresultado enladisminucion de las poblaciones naturales,
aungue su estatus de conservacion aln se considera de
menor preocupacion (Garcia-Mendoza et al., 2019; Ruiz-
Mondragon et al., 2024).

Como herramienta para el manejo racional de los agaves
destinados a la produccion de mezcal se ha propuesto
la micropropagacion para generar un alto numero de
ejemplares (Pérez Molphe, 2022). Hay un creciente
numero de estudios que reportan el uso de reguladores
de crecimiento vegetal (RCV), particularmente citocininas,
para la propagacion in vitro de diversas especies de agave
(Alvarez-Aragon et al., 2020: Arzate-Fernandez et al., 2020).
Otro factor clave para el éxito de la micropropagacion es
el medio basal de cultivo, pues contiene los nutrientes
que requieren los tejidos vegetales, principalmente en
forma de sales minerales, ademas de una fuente de
carbono y vitaminas. El medio usado comunmente es el
MS (Murashige y Skoog, 1962), desarrollado para tabaco.
No obstante, las demandas nutricionales varian de una
especie a otra, incluso dentro de un mismo género o familia,
por lo que resulta plausible que algunas especies vegetales
podrian beneficiarse de diferentes concentraciones o
formas de administrar algunos nutrientes (Abdel-Kawy et
al., 2018; Gatietal.,, 2021; Rudiyanto et al., 2021). A pesar de
esto, el uso de medios de cultivo distintos del MS ha sido
poco explorado. Enagaves no hay ningun estudio publicado
empleando medios de cultivo distintos del MS, aunque
si hay estudios en los que se modificé la concentracion
de algunas de las sales inorganicas del propio medio
MS, como los de Miguel et al. (2013) y Chavez-Cruz et al.
(2025); destaca el trabajo de Castro-Concha et al. (1990)
en el que disminuyeron la concentracion del nitrégeno
organico (NH,NO,) del medio de cultivo MS.
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Considerando que para algunas especies de Agave la
cantidad de brotes por explante que se pueden obtener en
un proceso de propagacion in vitro es muy baja, cualquier
incremento en la cantidad o calidad de los brotes en su
desarrollo o en su supervivencia durante el proceso de
aclimatizacion es valioso, y resulta de gran interés explorar
opciones con el potencial de incrementar la cantidad,
calidad o supervivencia de plantulas de Agave generadas
in vitro. El objetivo de esta investigacion fue evaluar si el
medio basal empleado afecta la cantidad o calidad de los
brotes generados en la propagacion in vitro de A. karwinskii
y A. marmorata, bajo la hipotesis de que el medio MS
puede no ser el mas adecuado para la propagacion in vitro,
o alguna de sus etapas, en las especies estudiadas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

El material vegetal empleado fueron semillas de A
karwinskii Zucc. recolectadas en el area de Santiago
Matatlan, Oaxaca, México (16° 51' 58" N 'y 96° 23' 00" 0), y
de A. marmorata Roezl procedentes del area de Zapotitlan
de las Salinas, Puebla, México (18° 19' 55" Ny 97° 28' 28" O).

Desinfeccion de semilla

Las semillas se sumergieron en una solucion de plata
ionizada (Microdyn, Nuevo Ledn, México) diluida en
agua destilada (7 gotas por 100 mL) durante 20 min;
posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 min
cada uno con una soluciéon de 10 mL L' de jabon liquido
antiséptico (Antibenzil, Ciudad de México, México), seqguido
de un enjuague con etanol 70 % por 45 s. Tras un nuevo
enjuague con agua destilada, se desinfectaron en solucion
de hipoclorito de sodio 1.08 % (v/v) durante 20 min en un
recipiente cubierto con papel aluminio.

La solucion de hipoclorito de sodio se decantd en
campana de flujo laminar, y las semillas se enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril; éstas se colocaron
en frascos de vidrio con medio de cultivo MS (Murashige
y Skoog, 1962) a pH de 5.7, suplementado con 3 % (p/v)
de sacarosa y 9 g L' de agar (Sigma-Aldrich, Espafia).
Los frascos con el medio de cultivo se esterilizaron en
autoclave (Geo-Lab, CV-250, México) a 120 °C, 15 min, 1.2
kg cm. Se colocaron de cinco a siete semillas por frasco,
los cuales se sellaron con plastico autoadherible y se
incubaron a 25 + 2 °C durante 3-4 meses con fotoperiodo
de 16 h luz/8 h de oscuridad.
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Medios de cultivo

Tanto para la etapa de multiplicacion como de
enraizamiento se usaron cuatro medios de cultivo: MS
(Murashige y Skoog, 1962), LS (Linsmaier y Skoog, 1965),
B5 (Gamborg et al., 1976) y DKW (Driver y Kunikuki,
1984; McGranahan et al., 1987). El medio MS se prepard
empleando los compuestos indicados por Murashige
y Skoog (1962), y se utilizaron los medios LS (L689), B5
(G398) y DKW (D2470) de PhyTotech Labs (Overland Park,
Kansas, EUA).

Cada medio de cultivo fue suplementado con 30 g L™ de
sacarosa, 9 g L' de agar (SigmaAldrich, Espafia) y 2 g L
de benciladenina (PhytoTech Labs, Overland Park, Kansas,
EUA); se omitié esta ultima para los medios destinados a
la etapa de enraizamiento. El pH se ajustd a 5.7 usando
NaOH o HCI 1 My se esterilizaron en autoclave (Geo-Lab,
CV-250, México) a 120 °C por 15 min, 1.2 kg cm™. Para
cada tratamiento se distribuyeron 50 mL de cada medio
de cultivo en 20 frascos de vidrio transparente de 250
mL con tapa de plastico transparente, permaneciendo en
condiciones controladas (25 + 2 °C, fotoperiodo 16h luz/8h
oscuridad).

Multiplicacion

Para cada especie y tratamiento se seleccionaron
aleatoriamente 40 plantulas. En campana de flujo laminar
se eliminaron las porciones distales de las hojas y la
raiz para obtener explantes basales; se colocaron dos
explantes por frasco, introduciendo la base de los mismos
en el medio con el fin de mantenerlos en posicién vertical.
Transcurrido el periodo de cultivo, los brotes obtenidos de
cada explante fueron separados, contados y medidos en
su longitud.

Enraizamiento y supervivencia

Los brotes generados en la multiplicacion se separaron
e inocularon de la forma antes descrita en el medio para
enraizamiento. Después de tres meses de incubacion en
las condiciones antes sefaladas, se retiraron del medio y se
lavaron con agua de grifo para eliminar residuos de agar. Se
midio la longitud de la parte aérea y de la raiz de cada planta.

Los brotes obtenidos de cada especie se mantuvieron
cinco dias en recipientes tapados a temperatura
ambiente, con periodos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad;
posteriormente, se trasladaron a invernadero donde
se colocaron en macetas con una mezcla de sustrato
compuesta por tierra para maceta (ProMix, Canadd) y
perlita 1:1 (v/v), manteniendo el sustrato humedo de
manera constante.
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Diseno experimental y analisis estadistico

En la etapa de multiplicacion se utilizaron 40 explantes
para cada tratamiento (medio de cultivo) en un disefio
completamente al azar. Se analizd el nimero de brotes
obtenidos por explante y la longitud de estos, mientras que
enelenraizamiento se utilizaron todos los brotes generados,
por lo que el nimero de repeticiones varié en funcion de la
cantidad de brotes generados en cada tratamiento, y las
variables evaluadas fueron la longitud de la parte aéreay la
longitud de la raiz de cada plantula, esto para cada medio
de cultivo. Los experimentos se desarrollaron y los datos
se analizaron de manera independiente en cada una de las
especies. Para cada variable se realizd una comparacion
de medianas de Kruskal-Wallis para muestras no
paramétricas, junto con la prueba de comparacion
multiple de Dunn, utilizando un nivel de significancia de P
< 0.05 en ambos. En cuanto a las plantas transferidas a
sustrato, después de 60 d se determind el porcentaje de
supervivencia para cada tratamiento y medio de cultivo en
ambas especies. El analisis estadistico se realizd con el
software GraphPad Prism 8.0.

RESULTADOS
Multiplicacion

Germind el 99.64 % de las semillas de A. karwinskii y el
98.63 % de A. marmorata. Se seleccionaron 160 plantulas
de cada especie para obtener los explantes utilizados en la
etapa de multiplicacion.

El crecimiento de brotes comenzd a observarse
aproximadamente a los 20 d y los resultados finales se
registraron a los 90 d de incubacion (Figura 1). En cuanto
al numero de brotes, se observd un comportamiento
similar en ambas especies (Figura 2), ya que en los medios
de cultivo MS y LS el promedio de brotes por explante fue
significativamente mayor que en B5; en DKW también se
generd una menor cantidad de brotes, pero la diferencia no
fue estadisticamente significativa con respecto a MS y LS.

En relacion con la longitud de los brotes, en el medio LS
se presento la mayor longitud promedio para A. karwinskii,
mientras que A. marmorata mostré la mayor longitud
promedio de los brotes en el medio DKW (Figura 1).
Ademas de la presencia de brotes normales, se observaron
otras respuestas como hiperhidricidad, masas de brotes,
formacion de tejido calloso, oxidacion y necrosis. Aunque
se presento hiperhidratacion en todos los medios probados,
tanto en los explantes originales como en los brotes
generados (Figura 3B), esta ocurrié solo en un pequefo
porcentaje de ellos (Cuadro 1). Se consideré como brote
normal todo aquel brote nuevo cuyo tejido no se observo
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Figura 1. Promedio de brotes por explante (izquierda) y longitud promedio de los brotes (derecha) en diferentes medios
de cultivo de A. karwinskii y A. marmorata. Las barras representan el error estandar y letras diferentes indican diferencias
significativas segun la prueba de Dunn (P < 0.05); n = 40 para todos los tratamientos.

hiperhidratado, deforme, dafiado, necrosado u oxidado
(Figura 3A). Los brotes que presentaron las condicones
mencionadas fueron descartados para las siguientes
etapas de la investigacion.

Por otro lado, se obtuvieron masas de brotes en ambas
especies, también llamados conglomerado de brotes
(Chavez-Ortiz et al., 2021), se trata de cumulos de brotes
que aun no es posible distinguir individualmente, y en
consecuencia, no se pueden medir ni separar, puede
tratarse de brotes normales y viables (Figura 3C) en
periodo de desarrollo, o bien, pueden ser primordios de
brotes hiperhidratados (Figura 3B). En esta investigacion
se presentaron masas de brotes en los cuatro medios
de cultivo, aunque solamente se cuantificaron las
masas de brotes sanas; es decir, las que no tuvieron
hiperhidratacion.
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En el caso de A. karwinskii, no se observd formacion
de tejido calloso ni necrosis en ningun medio de cultivo,
y algunos brotes normales mostraron pequefas
raices, con excepcion del medio MS. Por su parte, en
A. marmorata se presentd formacion de tejido calloso
en aproximadamente 2 % de los explantes en todos
los medios; ademas, se observaron algunos explantes
necrosados en los medios de cultivo LS y B5 (Cuadro 1).

Aunque la formacién de tejido calloso no constituye
necesariamente una respuesta negativa per se, ya
que este tejido puede ser Util para otros procesos
biotecnoldgicos, en el contexto de esta investigacion
se consideré como una respuesta no favorable. En
contraste, la presencia de hiperhidratacion o necrosis si
representa un problema para la propagacion.

Ademas de las respuestas mencionadas, algunos
explantes tuvieron presencia de raiz desde la
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Figura 2. Brotes generados después de 90 dias en A. karwinskii (A-D) y A. marmorata (E-H) en los medios de cultivo MS
(AyE),LS(ByF),B5(CyG)yDKW (Dy H). Cada cuadro equivale a 1 cm?.
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Figura 3. Respuestas observadas: A) brote normal de A. marmorata en medio B5, B) masa de brotes hiperhidratados de A.
marmorata en medio de cultivo LS, C) masa de brotes (indicado con una flecha roja) de A. marmorata en medio MS. Cada

cuadro equivale a 1 cm?2.

etapa de multiplicacién, siendo en su mayoria de
aproximadamente 2 cm de longitud. El desarrollo de
raiz ocurrio en brotes normales e incluso en tejido calloso
(Cuadro 1).

Enraizamiento y supervivencia.

Menos del 10 % de los brotes desarrollaron raices en la
etapa de multiplicacién. Todos los brotes fueron separados
y colocados en el mismo medio de cultivo en el que se
generaron (MS, LS, B5 o DKW), ahora sin benciladenina,
para inducir enraizamiento. En A. karwinskii se observo que
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la longitud promedio de la parte aérea de las plantas al final
de su periodo de incubacién en medio para enraizamiento
fue de 5.2 cm en el medio DKW (Figura 4), menos de la
mitad del tamafio alcanzado en medio MS (13 cm); la
diferencia fue estadisticamente significativa entre ambos
medios; en cambio, no hubo diferencia entre el medio de
cultivo MS y los medios de cultivo LS y B5. Respecto al
desarrollo radicular, los brotes en los medios B5 y DKW
presentaron raices con una longitud significativamente
superior en comparacion con los otros dos (P < 0.05).

En A. marmorata se registraron diferencias significativas
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Cuadro 1. Respuestas observadas después de 90 d en cada medio de cultivo por especie. Se muestra el porcentaje de
explantes en los que se presento6 cada respuesta. En un mismo explante pudieron observarse una, dos o mas respuestas

distintas.
A. karwinskii A. marmorata
MS LS B5 DKW MS LS B5 DKW
Brotes normales 96.72 97.51 92.42 97.70 97.31 94.39 89.31 94.26
Masas de brotes 0.55 0.62 0.00 0.00 1.24 3.63 3.77 1.23
Tejido calloso 0.00 0.00 0.00 0.00 1.30 1.65 0.63 1.23
Hiperhidratacion 1.09 1.24 3.03 2.30 0.41 0.00 4.40 3.28
Oxidacion 1.64 0.62 4.54 0.00 0.00 0.00 0.63 0.00
Necrosis 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33 1.26 0.00
Raiz 0.00 3.28 9.09 2.30 516 8.91 5.03 0.00
Medios de cultivo MS: Murashige y Skoog, LS: Linsmaier y Skoog, B5: Gamborg, DKW: Driver y Kunikuki.
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Figura 4. Longitud de la parte aérea (izquierda) y de la raiz (derecha) de los brotes enraizados in vitro de A. karwinskii y A.
marmorata. Se muestran la media, el error estandar y el nimero de unidades experimentales (n) para cada tratamiento.
Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Dunn (P < 0.05).

364



NOLASCO-JAUREGUI et al.

(P < 0.05) en la longitud promedio de la parte aérea entre
los medios LS y DKW frente a MS y B5; en este caso, las
plantas cultivadas en medio LS presentaron el mayor
crecimiento, tanto en la longitud de la parte aérea como en
el desarrollo de raices (Figura 4).

Los brotes de A. marmorata generados y enraizados en
medio de cultivo LS presentaron el mayor porcentaje de
supervivencia (Cuadro 2), lo que se puede atribuir al hecho
de que en este medio fue donde se desarrollé mejor el
sistema radicular desde la etapa de multiplicacion (Cuadro
1). En A. karwinskii los brotes obtenidos en el medio de
cultivo MS tuvieron un mejor desempefio ex vitro, pues
el 100 % de las plantas sobrevivieron a los 60 dias en
invernadero.

Se observaron diferencias morfoldgicas evidentes
entre las dos especies a lo largo de todas las etapas

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 49 (3) 2026

del proceso de micropropagacion. En fase ex vitro, las
plantulas adaptadas presentaron hojas neomorfogénicas,
diversificacion radicular (raices primarias y secundarias), y
dimorfismo foliar evidente entre las hojas desarrolladas in
vitro (ldminas delgadas) versus aquellas formadas post-
aclimatacion. Estas variaciones interespecificas reflejan
distintos patrones de plasticidad fenotipica durante la
transicion a condiciones no controladas (Figura 5).

DISCUSION

La gran mayoria de las investigaciones sobre el cultivo
y propagacion in vitro de diferentes especies de agave
se han conducido empleando el medio MS, que, si bien
funciona adecuadamente para la mayoria de las especies
vegetales, no necesariamente es el éptimo para todas
ellas; de hecho, se ha reportado que para algunas especies
y para determinados protocolos, el uso de medios de

Cuadro 2. Porcentajes de supervivencia en cada medio de cultivo por tratamiento por especie después de 60 dias en

macetas con mezcla de peat moss y perlita (1:1).

Medio de cultivo

Especie

MS LS B5 DKW
A. karwinskii 100.0 81.3 80.6 70.8
A. marmorata 55.5 94.2 67.1 64.5

Medios de cultivo MS: Murashige y Skoog, LS: Linsmaier y Skoog, B5: Gamborg, DKW: Driver y Kunikuki.

Figura 5. Plantas de A. karwinskii (A-D) y A.

it e

marmorata (E-H) después de nueve meses de desarrollo ex vitro,

micropropagadas en medio de cultivo MS (Ay E), LS (By F), B5 (Cy G) y DKW (D y H). Cada linea equivale a 1 cm.

365



MICROPROPAGACION DE AGAVE

cultivo distintos del MS ha dado mejores resultados
(Meira et al., 2024). Explorar el uso de otros medios de
cultivo tiene sentido, especialmente en especies como
los agaves, que tienen requerimientos nutricionales muy
distintos a los del tabaco, especie para la que se desarrolld
el medio MS. Identificar un medio mas adecuado para una
especie vegetal podria acortar tiempos de produccion o
mejorar la calidad de las plantulas, lo que redundaria en
mayor eficiencia en los procesos de propagacion in vitro
y, en consecuencia, se podrian disminuir los costos de
produccion.

El medio de cultivo Gamborg, también conocido como
B5, tiene diferencias importantes en relacion con el medio

MS, entre ellas, se suprime la adicion de amonio (NH,),

lo que altera la relacion NO,/NH,, ademas de contener el
doble de vitaminas como acido nicotinico, piridoxina y
tiamina (Gamborg et al.,, 1976; Murashige y Skoog, 1962).
Para la obtencion de nuevos brotes, el nitrégeno juega un
papel principal (Meira et al,, 2024), y la relacion NO,/NH, es
un factor fundamental en el proceso de diferenciaciéon de
los brotes, como lo sefialaron Castro-Concha et al. (1990).
El medio de cultivo Gamborg (B5) contiene una cantidad
total de nitrogeno menor que la de los medios MS, LS y
DKW, y es administrado exclusivamente en forma de
nitratos, lo que explica que en este medio se obtuvieron
los menores promedios de brotes por explante en ambas
especies (Figura 1). Por otra parte, se observd mayor

longitud promedio, tanto de la planta como de la raiz en A.

karwinskii y de la raiz en A. marmorata (Figura 4). Segun
Rudiyantoetal. (2021) y Gusmiaty et al. (2023), el nitrégeno
puede promover el crecimiento vegetal, tanto en hoja
como en tallo; ademas, la tiamina afecta el crecimiento

radicular, ya que las vitaminas actian como coenzimas,

lo cual puede acelerar el crecimiento y elongacion de
las células meristematicas, y asi acelerar el desarrollo
vegetal, especialmente el crecimiento de las raices, lo que
se ha observado en Moringa oleifera y en Paraserianthes
falcataria (L.) Nielsen, respectivamente, y que coincide con
lo observado en A. karwinskiiy A. marmorata (Figura 4).

Por otro lado, el medio de cultivo DKW se cred para el

desarrollo de especies lefiosas, particularmente el nogal.

En comparaciéon con el medio MS, contiene mayores
concentraciones de calcio (Ca), potasio (K), magnesio (Mg)
y fésforo (P); en cuanto a las vitaminas, la concentracion
de acido nicotinico y tiamina es mayor, pero carece de
piridoxina; el nitrégeno se administra principalmente en
forma de nitrato (Driver y Kunikuki, 1984; McGranahan et
al., 1987, Murashige y Skoog, 1962; Rudiyanto et al., 2021).
Con DKW se obtuvieron mejores resultados que con medio
MS en la multiplicacion de Stevia rebaudiana Bertoni (Gati

et al, (2021) y Moringa oleifera Linn (Rudiyanto et al,

2021); en cambio, en el presente estudio no se encontraron
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diferencias estadisticamente significativas en la cantidad
debrotesdeA. karwinskiiy A. marmorata obtenidos en DKW
en comparacion con el medio MS, que resultd dptimo para
ambas especies. En la etapa de enraizamiento, la longitud
promedio de la raiz en A. karwinskii fue mayor al emplear
DKW, lo que se puede atribuir a la mayor concentracion de
fésforo (P), el cual se ha asociado con un mejor desarrollo
y crecimiento durante la etapa de enraizamiento (Cid,
2018; Gati et al., 2021; Uribe et al., 2008). En A. marmorata
se observé mayor desarrollo foliar, lo que también fue
reportado en estudios en estevia (Gati et al., 2021), cacao
(Theobroma cacao) (Ajijah, 2016) y moringa (Rudiyanto et
al, 2021), atribuido a las concentraciones superiores de
nitrégeno (N) y potasio (K) en el medio de cultivo DKW, pues
ambos nutrientes favorecen la formacion de nuevo tejido,
la respiracion, transpiracion y otros procesos metabdlicos.

El medio LS se caracteriza por la ausencia de glicina,
acido nicotinico y piridoxina (Linsmaier y Skoog, 1965;
Murashige y Skoog, 1962). En A. karwinskii no hubo
diferencias estadisticamente significativas en el promedio
de brotes por explante entre los medios MS, LS y DKW,
aunque el valor mas alto se presenté en medio MS con
4.46; sin embargo, la longitud de los brotes generados en
medio LS fue significativamente mayor. En A. marmorata
en el medio MS se generd un promedio de 12.1 brotes por
explante, aunque estadisticamente no hubo una diferencia
con la cantidad de brotes generados en los medios LS y
DKW, pero la longitud promedio de los brotes generados
en LS fue significativamente menor. En la etapa de
enraizamiento en A. marmorata, los mejores resultados
se presentaron en el medio de cultivo LS, pues se observo
mayor crecimiento de la parte aérea (longitud promedio
de 6.2 cm) y de la raiz (longitud promedio de 6.4 cm), asi
como un mayor porcentaje de supervivencia (Cuadro 2).

En otras especies se ha reportado que en la etapa de
multiplicacion la adicion de las vitaminas al medio de
cultivo tiene una relacion directa con el nimero y longitud
de los brotes, asi como con el nimero y desarrollo de hojas
(Abdallah et al., 2019) debido a su funcién como cofactores
de enzimas en diferentes rutas metabdlicas, y también a
que la glicina es una fuente de aminodcidos (Meira et al.,
2024). En A. karwinskii y A. marmorata en medio LS, con
menor concentracién de vitaminas, fue mejor la respuesta
en la etapa del enraizamiento, lo que podria deberse a
que el verse obligadas a sintetizar sus propias vitaminas
constituyd una especie de pre-endurecimiento para las
plantulas.

Considerando el andlisis de todas las variables evaluadas,
el medio MS resulté mas adecuado que los medios LS, B5
y DKW para todas las etapas de la micropropagacion en
A. karwinskii; en cambio, en A. marmorata se observaron
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mejores resultados al utilizar medios MS en la etapa de
multiplicacién, pero las plantulas se desarrollaron mejor en
medio LS en la etapa de enraizamiento.

El medio MS se emplea de manera rutinaria en casi
cualquier investigacion sobre propagacién in vitro,
pues resulta adecuado para la mayoria de las especies
vegetales, entre ellas las pertenecientes al género Agave,
no obstante, es de interés evaluar otros medios de cultivo
diferentes del MS, considerando que los requerimientos
nutricionales varian entre especies, e incluso en diferentes
etapas del proceso de propagacion in vitro dentro de la
misma especie.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo MS fue dptimo para la propagacioén in
vitro de Agave karwinskii. Para A. marmorata el medio de
cultivo dptimo durante la etapa de multiplicacion fue el MS,
pero en el enraizamiento, el medio LS favorecié un mayor
crecimiento de los brotes, lo que a su vez resulté en un
mayor porcentaje de supervivencia durante la aclimatacion.
El caso de A. marmorata ilustra la relevancia de explorar
el uso de medios de cultivo distintos del MS, con objeto
de buscar condiciones que incrementen la eficiencia de la
propagacion in vitro, asi como la de plantear estrategias
que contemplen el uso de distintos medios en diferentes
etapas del proceso.
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