
97

BA y carbohidratos en el medio de cultivo para proliferación brotes de Agave americana

Tomo 46  •   N° 1  •   2014

 Instituto Tecnológico del Valle de Oaxaca. Xoxocotlán, C. P. 71230, Oaxaca, México. 
lunitastar.mar@hotmail.com

Originales: Recepción: 09/09/2012 - Aceptación: 17/03/2014

Concentración de benciladenina, tipo y dosis 
de carbohidratos en el medio de cultivo para 
proliferación de brotes de Agave americana 

Benzyladenine concentration,  type and dose of 
carbohydrates in the culture medium for shoot proliferation 
of Agave americana

Maura Elisama Miguel Luna, José Raymundo Enríquez del Valle, 
Vicente Arturo Velasco Velasco, Yuri Villegas Aparicio, José Cruz Carrillo Rodríguez

Rev. FCA UNCUYO. 2014. 46(1): 97-107. ISSN impreso 0370-4661. ISSN (en línea) 1853-8665.

RESUMEN

Para evaluar la proliferación in vitro de 
brotes de Agave americana var. oaxacensis, 
piezas de callo con dos a tres brotes adventicios 
se establecieron en diversos medios de 
cultivo con pH 5,8 y consistencia de gel, con 
sales minerales MS, 100 mg L-1 myo-inositol, 
diversas concentraciones de benciladenina (BA) 
(0, 2, 4, 6, 8 y 10 mg L-1), tipo de carbohidrato 
(sacarosa o jarabe fructosado) y concentración 
de carbohidrato (20, 30, 40 g). Los cultivos 
se incubaron 60 días bajo luz fluorescente 
blanca en 16 h luz/8 h oscuridad, temperatura 
20- 28°C. El experimento se estableció según 
un diseño completamente al azar con arreglo 
factorial 6x2x3. La sacarosa resultó mejor 
fuente de carbohidrato que el jarabe fructosado. 
Los explantos en el medio de cultivo sin BA y 
20 g L-1 de sacarosa formaron cuatro brotes de 
10,8 cm, con raíces adventicias. Al aumentar la 
concentración de BA y sacarosa los explantos 
formaron más brotes, pero en el medio con 
6 mg L-1 BA y 40 g L-1 sacarosa los explantos 
formaron hasta 21 brotes de 6,5 cm de tamaño. 
La citocinina inhibió la formación de raíces. 

ABSTRACT

To evaluate the in vitro shoot proliferation 
of Agave americana var. oaxacensis, calli 
fragments with two or three adventitious shoots 
were put in different culture media with pH 
5.8 and consistency of gel, containing the 
MS mineral salts, 100 mg L-1 myo-inositol; 
benzyladenine (BA) in different concentration 
(0, 2, 4, 6, 8 and 10 mg L-1), type of carbohydrate 
(sucrose or fructose syrup) and carbohydrate 
concentration (20, 30, 40 g L-1). Cultures were 
incubated for 60 days under white fluorescent 
light in 16 h light/8 h darkness, temperature 
20-28°C. The experiment was established 
according to a completely randomized design 
with a factorial arrangement 6x2x3. The sucrose 
was better carbohydrate than fructose syrup. 
The explants in media without BA and 20 g L-1 
sucrose formed four shoots with 10.8 cm tall, 
and formed adventitious roots. When the BA 
and sucrose concentration were increased the 
explants formed more adventitious shoots, but in 
the media with 6 mg L-1 BA and 40 g L-1 sucrose 
the esplants formed up to 21adventitious shoots 
which had 6.5 cm size. The cytokinin prevented 
the root formation.
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INTRODUCCIÓN

En México las poblaciones rurales aprovechan diversas especies de agaves 
para obtener edulcorantes, elaboración de bebidas fermentadas, productos a base de 
fibra, usadas como combustible, materiales de construcción, ornato, papel, otros usos 
productivos y medicinales (14). En los Valles Centrales y Sierra Sur del estado de Oaxaca, 
el Agave americana var. oaxacensis, se encuentra silvestre y en pequeñas plantaciones. 
La cantidad de individuos que se plantan no compensa la cantidad de plantas adultas 
que se cosechan para su uso, como materia prima, para elaborar la bebida destilada 
llamada mezcal, por lo que su población ha disminuido (2, 5). Esta especie se reproduce 
mediante semillas, pero las plantas tardan de 18-20 años en llegar a su etapa reproductiva 
y los campesinos que cosechan las plantas, impiden el desarrollo de las inflorescencias, 
para promover la acumulación de azúcares en el tallo. La especie también se reproduce 
asexualmente, mediante vástagos de rizoma, y bulbilos en la inflorescencia (11). 

Algunos agricultores muestran interés en propagar gran cantidad de plantas (8). 
El cultivo in vitro es un método eficiente para propagar especies de importancia 
económica (22) y para conservación de germoplasma (25). La propagación 
clonal in vitro resulta de inducir continuas divisiones celulares de tipo mitosis y la 
organogénesis a partir de tejidos somáticos, yemas o meristemos (6, 27). Las plantas 
que se obtienen son genéticamente iguales a la planta madre y además libres 
de hongos y bacterias (29). Se tienen antecedentes de la propagación in vitro de 
agaves (8): A. fourcroydes (15, 16), A. sisalana (24), A. victoriae-reginae (22), 
A. americana (12), A. tequilana (30). En los medios de cultivo para propagar esas 
especies se usó la citocinina benciladenina y como fuente de carbohidratos, sacarosa 
que es un disacárido compuesto por una unidad de glucosa y una de fructosa. 

Las células que asumen procesos de organogénesis incrementan su actividad 
metabólica, su intensidad de respiración y consumo de carbohidratos (18) que se deben 
proporcionar en cantidades suficientes, además de los elementos minerales esenciales 
y otros compuestos orgánicos (28). Los agaves acumulan reservas de carbohidratos en 
forma de fructanos, que son cadenas de 25 a 35 unidades de fructosa unidas por enlaces 
glucosidicos de fructosa β (2→1) y al final de la cadena una molécula de glucosa unida a la 
fructosa por (1-2) como sacarosa. Cuando el tallo de una planta adulta de agave es sometida 
a cocción, ocurre la hidrólisis de los fructanos, quedando unidades de monosacáridos donde 
al menos el 96% corresponde a fructosa y 4% glucosa (3, 7). Por lo que interesa conocer si 
usar jarabes fructosados de agave en el medio de cultivo es apropiado para la proliferación 
de brotes adventicios de A. americana. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue: 
evaluar en la etapa de multiplicación de propágulos de Agave americana var. oaxacensis los 
niveles de respuesta e identificar la óptima de proliferación de brotes de calidad en función 
de las dosis crecientes de benciladenina, tipo y concentración de carbohidrato.
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MATERIALES Y MÉTODOS

La investigación se realizó en el laboratorio de cultivos de tejidos vegetales 
del Instituto Tecnológico del Valle de Oaxaca, México, en 17°04' N, 96°46' O y 
1550 m s. n. m. (19), con material vegetal colectado en la zona de Ocotlán, del 
Estado de Oaxaca. 

Racimos de 6 a 10 brotes adventicios obtenidos in vitro a partir de tejido de tallo, 
se mantenían en la etapa de multiplicación de propágulos en frascos de vidrio de 
145 cm3 con 20 mL de medio de cultivo con consistencia de gel preparado con las 
sales minerales de Murashige y Skoog (23) (MS); 0,4 mg L-1 de Tiamina, 100 mg L-1 

de myo-inositol, 30 g L-1 de sacarosa y 1.0 mg L-1 de benciladenina (BA). El pH se 
ajustó a 5,8 antes de agregar 5,4 g L-1 de agar.

Los cultivos se incubaron durante 60 días bajo luz fluorescente blanca, a 
100 µmol m-2 s-1, en fotoperiodos de 16 h y 8 h de oscuridad, la temperatura en 
el rango de 20 a 28°C. En condiciones asépticas, los racimos de 6 a 10 brotes se 
separaron en racimos de 2 a 3 brotes para establecerlos en frascos de 145 cm3 con 
25 ml de medio de cultivo preparado con una mezcla de sustancias en cantidad similar 
a todos los tratamientos, las sales minerales de MS (23), 0,4 mg L-1 de tiamina-HCl, 
100 mg L-1 de myo-inosiltol; 1) diversas concentraciones de benciladenina (BA) 
(0, 2, 4, 6, 8, y 10 mg L-1); 2) dos tipos de carbohidrato (sacarosa o jarabe fructosado 
obtenido de piñas de agave sometidas a cocción a 70-90°C durante 72 h para 
hidrolizar los fructanos) y 3) concentraciones de cada carbohidrato (20, 30 y 40 g L-1).

El experimento se estableció según el diseño completamente al azar y arreglo 
factorial 6x2x3 (dosis de BA, tipo de carbohidrato, concentración de carbohidrato) 
resultando 36 tratamientos. La unidad experimental fue un fragmento de callo compacto 
del que surgían de dos a tres brotes, establecido en un frasco de cultivo y se tuvieron 
10 repeticiones por tratamiento. Cuando transcurrieron los 60 días se cuantificó el 
número de brotes que se formaron a partir del callo, número de hojas y tamaño del brote 
mayor, el peso fresco y seco de callo+ brotes, de las raíces y total (callo+ brotes + raíces). 
Las raíces se separaron de los brotes y para cuantificar su volumen se sumergieron 
en un volumen conocido de agua en una probeta de 5 mL con graduaciones de 0,1mL. 
Para determinar el peso seco del callo + brotes y peso seco de raíces, se colocaron 
por separado en bolsas de papel y durante 72 h en estufa de convección a 70°C. 
Transcurrido este tiempo, se pesaron en balanza analítica con precisión de 0,1 mg. Los 
datos se sometieron a análisis de varianza y comparación de medias (Tukey, α = 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Al iniciar el experimento los explantos tenían de dos a tres brotes en una base 
común de callo compacto y el brote más grande tenía 2,5 cm de altura. Durante los 
60 días ocurrió la proliferación de brotes y raíces, pero se observaron efectos de las 
distintas dosis de BA, el tipo y concentración de carbohidratos, sobre la cantidad de 
brotes, tamaño del brote mayor y formación de raíces adventicias.
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Los análisis de varianza mostraron que la dosis de benciladenina tuvo efectos 
altamente significativos (P ≤ 0,01) en la cantidad de nuevos brotes que se formaron, 
tamaño del brote mayor, número de hojas, peso fresco de las raíces, volumen de raíz, 
peso seco de la raíz y peso seco total; también tuvo efectos significativos (P ≤ 0,05) 
en el peso fresco de callo + brotes y peso fresco total (tabla 1).

Tabla 1. Análisis de varianza de la formación de brotes en explantos de Agave americana 
var. oaxacensis cultivados in vitro en medios de cultivos con cantidades 
diferentes de la citocinina benciladenina (BA), dosis y tipo de carbohidrato.

Table 1. Analysis of variance of shoot formation in explants of Agave americana var. 
oaxacensis cultured in vitro in culture media containing different amounts 
of the cytokinin benzyladenine (BA), dose and type of carbohydrate.

 FV= fuentes de variación; Gℓ= grados de libertad; NB= número de brotes; TBM= tamaño del brote mayor; 
NH= número de hojas; PFA= peso fresco aéreo; PFR= peso fresco de raíz; PFT= peso fresco total; 
VR= volumen de raíz; PSA= peso seco aéreo; PSR=peso seco de raíz; PST= peso seco total; 
TRAT= tratamientos; BA= benciladenina; DCA= dosis de carbohidratos; TCAR= tipo de carbohidratos; 
BA+DCA= interacción benciladenina+dosis de carbohidrato; BA+TCAR= interacción benciladenina+tipo de 
carbohidrato; DCA+TCAR= interacción Dosis de carbohidrato+ t ipo de carbohidrato; 
BA+DCA+TCAR= interacción benciladenina+dosis de carbohidrato+tipo de carbohidrato; 
* = valor de F, significativo (P < 0,05); **= valor de F, altamente significativo (P ≤ 0,01);
 ns= valor de F, no significativo (P > 0,05).

 FV= sources of variation; Gℓ= degrees of freedom; NB= number of shoots; TBM= size of bigger shoot; 
NH= number of leaves; PFA= aerial fresh weigth; PFR= root fresh weigth; PFT= total fresh weigth; 
VR= root volume; PSA= aerial fresh weigth; PSR= root fresh weigth; PST= total dry weigth; TRAT= treatments; 
BA= benzyladenine; DCA= carbohydrate dose; TCAR= type of carbohydrate; BA+DCA= interaction 
of BA+DCA; BA+TCAR= interaction of BA+TCAR; BA+ DCA+ TCAR= interaction of BA+ DCA+ TCAR; 
*= F value is significative (P< 0.05); **= F value is highly significative (P< 0.01); ns= F value is not 
significative (P> 0.05). 

Se debe establecer el nivel hormonal exógeno adecuado para una especie 
particular que influya positivamente en la formación de brotes (13, 17, 20).

F V Gℓ Cuadrados Medios y Significancia
     NB TBM    NH PFA PFR

Trat 35   70,64 **    14,49 **       73,63 **        32,76 ** 0,08 **
BA 5 105,47 **      27,76 **       55,66 **          7,89 * 0,36 **
DCA 2 322,84 **      29,74 **     147,69 **       61,97 ** 0,06 *
TCAR 1 184,50 **     186,77 ** 103,36 **     674,56 **     0,04 ns
BA*DCA 10   46,44 **         2,48 ns   54,91 **        11,55 ** 0,05 **
BA*TCAR 5   10,97 **          9,45 **        93,39 **         4,77 ns 0,02 ns
DCA*TCAR 2 156,46 **         7,03 **      130,19 **       56,05 ** 0,04 ns
BA*DCA*TCAR 10   28,25 **           3,59 **        62,35 **         5,72 ns 0,02 ns
Error 108     2,95                                1,38                                7,40     3,11 0,01
Total 143 Cuadrados Medios y Significancia
F V Gℓ PFT      VR PSA PSR PST
BA 5     7,42 *      0,44 **       0,01 ns 0,0593 **     0,05 **
DCA 2   64,83 **     0,01 ns 0,40 **     0,0311 **    0,23 **
TCAR 1 697,39 **    0,16 **     0,59 **     0,0124 **     0,78 **
BA+DCA 10   10,94 **      0,01 ns 0,02 ns 0,0349 **     0,05 **
BA+TCAR 5     5,41 ns 0,11 **     0,00 ns 0,0084 **     0,01 ns
DCA+TCAR 2   56,14 **     0,05 ** 0,19 **     0,0053 **    0,15 **
BA+DCA+TCAR 10     5,39 ns 0,03 ** 0,01 ns 0,0078 **     0,01 ns
Error 108     3,03                            0,01 0,01                            0,0007                           0,01
Total 143
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Los resultados confirman los efectos descritos para las citocininas pero muestran 
que la dosis para la respuesta óptima depende de la especie, que en el caso de la 
propagación in vitro de Agave cocuy, se determinó que al incrementar la dosis de 
BA de 0 a 1,0 mg L-1 en el medio de cultivo, se formó mayor cantidad de brotes y la 
BA inhibió la formación de raíces (29). Para la propagación in vitro de A. karwinskii, 
se obtuvo que la mayor cantidad de brotes se formó en los explantos establecidos 
en medios de cultivo con 1,0 mg L-1 de BA (9), mientras que la mayor cantidad de 
nuevos brotes de Agave inaequidens ocurrió en explantos establecidos en medio de 
cultivo con 10 mg L-1 de BA (1). En el presente trabajo, al incrementar la dosis de BA 
a cantidades mayores que 6 mg L-1 no ocurrió la formación de cantidades adicionales 
de brotes, pero los brotes obtenidos fueron cada vez más pequeños. Al final del 
periodo de incubación los explantos establecidos en medios de cultivo con 0, 2, 
4, 6 y 8 mg L-1 BA formaron en promedio 6,4; 8,4; 10,4; 11,8 y 11,7 nuevos brotes, 
respectivamente (tabla 2).

Tabla 2. Características de propágulos en función de niveles de factores principales.
Table 2. Propagule characteristics depending on levels of major factors.

 BA= benciladenina; DCA= dosis de carbohidrato; Jarabe F= jarabe fructosado; NB= número de brotes; 
TBM= tamaño del brote mayor; NH= número de hojas; PFA= peso fresco aéreo; PFR= peso fresco de raíz; 
PFT= peso fresco total; VR= volumen de raíz; PSA= peso seco aéreo; PSR=peso seco de raíz y 
PST= peso seco total. En cada columna promedios con la misma letra, no son significativamente diferentes 
(Tukey, 0,05).

BA= benzyladenine; DCA= carbohydrate dose; Jarabe F= fructose syrup; NB= number of shoots; TBM= size 
of bigger shoot; NH= number of leaves; PFA= aerial fresh weigth; PFR= root fresh weigth; PFT= total 
fresh weigth; VR= root volume; PSA= aerial dry weigth; PSR= root dry weigth; PST= total dry weigth. In 
each column means with same letter are not significantly different (Tukey, 0.05). 

La sacarosa en el medio de cultivo es necesaria para que los propágulos aumenten 
tanto su peso fresco y materia seca (21). Pero cantidades de 20 g (60 mM), 30 g 
(87,7 mM) y 40 g (116,9 mM) de sacarosa en el medio de cultivo, el potencial osmótico 
del medio es -0,31; -0,45 y -0,60 MPa y si la cantidad de macronutrimentos de MS (23) 
crea un potencial osmótico de -0,23 MPa, los potenciales osmóticos combinados de 
los medios con cantidades diferentes de sacarosa serian -0,54 ; -0,68 y -0,83 MPa, 

Factores

Características de las propágulos

NB TBM
(cm) NH PFA

(g)
PFR
(g)

PFT
(g)

 VR
(cm3)

PSA
(mg)

PSR
(mg)

PST
(mg)

BA (mg L-1)
0  6,4 e 9,3 a 20,2 c 4,1 ab 0,30 a 4,3 ab 0,33 a 231 a 124 a 355 a
2  8,4 d 8,1 b 20,9 bc 4,4 ab 0,02 b 4,4 ab 0,03 b 215 a     8 b 225 b
4 10,4 bc 6,8 cd 20,8 c 3,8 b 0,00 b 3,8 b 0,00 b 255 a     0 b 255 ab
6 11,8 a 7,0 cd 23,0 ab 4,0 ab 0,00 b 4,1 ab 0,00 b 227 a     0 b 227 b
8 11,7 ab 7,3 bc 24,0 a 5,3 a 0,00 b 5,3 a 0,00 b 289 a     0 b 289 ab
10 10,1 c 6,3 d 20,8 bc 4,7 ab 0,00 b 4,7 ab 0,00 b 260 a     0 b 260 ab
DCA (g L -1)
20  7,1 c 8,2 a 19,6 b 3,1 b 0,05 ab 3,1 b 0,05 a 146 c   51 a 197 c
30 10,1 b 7,5 b 22,4 a 5,2 a 0,01 b 5,2 a 0,04 a 266 b     5 b 271 b
40 12,3 a 6,6 c 22,8 a 4,9 a 0,09 a 5,0 a 0,08 a 328 a   10 b 337 a
Tipo de carbohidrato
Sacarosa 11,0 a 8,6 a 22,4 a 6,6 a 0,07 a 6,6 a 0,09 a 311 a   31 a 342 a
Jarabe F.   8,7 b 6,3 b 20,8 b 2,2 b 0,03 a 2,2 b 0,02 b 182 b   12 b 195 b
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respectivamente, que limita la absorción de agua, pero se favorece el ingreso de 
sacarosa y con ello el aumento de materia seca (4). En medios de cultivo con potencial 
osmótico más negativo que -0,3 MPa, los cultivos in vitro cesan el crecimiento y 
organogénesis (26). Lo cual no ocurrió en el presente trabajo.

Las dosis de carbohidratos en los medios de cultivo mostraron diferencias de 
efecto altamente significativas (P ≤ 0,01) para la mayoría de las variables a excepción 
del volumen de raíz. El tipo de carbohidrato tuvo efectos altamente significativos 
(P ≤ 0,01) en número de brotes, tamaño del brote mayor, número de hojas, peso fresco 
de callo + brotes, peso fresco total, volumen de raíz, peso seco de callo + brotes, peso 
seco de raíz y peso seco total. La interacción de benciladenina y dosis de carbohidrato 
mostró efectos altamente significativos (P ≤ 0,01) en el número de brotes, número de 
hojas, peso fresco de callo + brotes, peso fresco de raíz, peso fresco total, peso seco 
de raíz y el peso seco total. La interacción benciladenina y tipo de carbohidrato tuvo 
efecto altamente significativo (P ≤ 0,01) en la cantidad de brotes adventicios que se 
formaron, tamaño del brote mayor, número de hojas, volumen de raíz y el peso seco 
de raíz (tabla 1, pág. 100). La interacción dosis de carbohidrato y tipo de carbohidrato 
fue altamente significativo (P ≤ 0,01) para la mayoría de las variables excepto para 
el peso fresco de raíz. La triple interacción mostró efectos altamente significativos 
(P ≤ 0,01) para número de brotes, tamaño del brote mayor, número de hojas, volumen 
de raíz, y peso seco de raíz (tabla 1, pág. 100). 

En los explantos ocurrió la formación de cada vez mayor cantidad de brotes y hojas, 
pero de menor tamaño conforme se incrementó la concentración de BA hasta 6 mg L-1, 
de tal manera que los explantos establecidos en los medios de cultivo sin BA y en los que 
se agregó 6 mg L-1 de BA se formaron en promedio 6,4 y 11,8 brotes adventicios, de 9,3 y 
7,0 cm, que tuvieron 20 y 23 hojas, cantidades significativamente (Tukey, α = 0,05) diferentes. 

Los propágulos en medios de cultivo con sacarosa formaron más brotes adventicios 
y hojas, los brotes fueron más grandes, y el peso fresco y seco del callo + brotes fueron 
superiores, en comparación con los propágulos establecidos en los medios de cultivo con 
jarabe fructosado (tabla 2, pág. 101). También, conforme se incrementó desde 20 a 40 g 
L-1 la concentración de carbohidrato en el medio de cultivo ocurrió la formación de cada 
vez mayor cantidad de brotes adventicios y más hojas pero de menor tamaño. De tal 
manera que en los explantos establecidos en el medio con 20 g L-1 y los explantos en 
el medio de cultivo de 40 g L-1 de carbohidrato, ocurrió la formación de 7,1 y 12,3 brotes 
adventicios, de 8,2 y 6,6 cm de tamaño, respectivamente, que en cada caso fueron 
valores significativamente diferentes (Tukey, α = 0,05) (tabla 2, pág. 101).

El efecto de las interacciones sobre la formación de brotes podría deberse a que, si bien 
la citocinina desempeña un papel importante para inducir la formación de nuevos brotes, el 
proceso de organogénesis consume energía proporcionado por los carbohidratos. De tal 
manera que 6 mg L-1 de BA y 40 g L-1 de sacarosa en el medio de cultivo fue una condición 
apropiada para la formación de mayor cantidad de brotes adventicios de Agave americana 
var. oaxacensis en la etapa de multiplicación de propágulos (tabla 3, pág. 103).
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Tabla 3. Características de los propágulos de Agave americana variedad oaxacensis 
obtenidos in vitro después de 60 días de incubación en medios de cultivo 
con diferentes dosis de benciladenina, diferentes tipos y concentraciones 
de carbohidratos.

Table 3. Characteristics of the Agave americana var. oaxacencis propagule obtained 
in vitro after 60 days of incubate them in culture media with different doses 
of benzyladenine, different types and concentrations of carbohydrate.

 En cada columna valores con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey, 0,05). BA= benciladenina; 
DCA= dosis de carbohidrato; TCAR= Tipo de carbohidrato (S= sacarosa, F= jarabe fructosado); 
NB= número de brotes; TBM= tamaño del brote mayor; NH= número de hojas; VR= volumen de raíz; 
PFA= peso fresco aéreo.

In each column numbers with same letter are not significantly different (Tukey, 0.05). BA= benzyladenine; 
DCA= carbohydrate dose; TCAR= type of carbohydrate (S= sucrose, F= fructose syrup); NB= shoot number; 
TBM= size of bigger shoot; NH= number of leaves; VR= root volume; PFA= aerial fresh weight.

Tratamiento Características de propágulos
BA   DC TC NB TBM (cm) NH VR (cm3) PFA (g)
0 20 S   4,0 lm 10,9 ab 17,3 fghii 0,30 bc   3,6 cdefghi
2 20 S   5,8 ijklm 10,1 abc 19,3 cdefghi 0,00 d   4,0 cdefghi
4 20 S   6,5 ghijklm   8,4 bcdefg 13,8 hi 0,00 d   3,6 cdefghi
6 20 S   9,5 efghijk   7,6 bcdefgh 14,8 ghi 0,00 d   3,6 cdefghi
8 20 S 10,3 efghij   8,8 bcdef 24,3 abcdef 0,00 d   4,6 bcdefghi
10 20 S 11,3 defg   7,8 bcdefgh 23,3 abcdef 0,00 d   5,5 bcdefghi
0 30 S 10,0 efghijk 12,3 a 29,3 ab 0,47 ab   9,5 ab
2 30 S   7,0 fghijklm 10,3 abc 17,5 fgh 0,10 cd   8,4 abc
4 30 S 11,0 defghi   7,3 cdefgh 22,3 abcdefg 0,00 d   5,8 bcdefgh
6 30 S   8,5 efghijklm   7,8 bcdefgh 22,8 abcdef 0,00 d   5,5 bcdefghi
8 30 S 11,3 defg   8,3 bcdefg 24,0 abcdef 0,00 d   7,5 abcde
10 30 S 10,0 efghijk   7,5 cdefgh 24,2 abcdef 0,00 d   8,1 abcd
0 40 S 10,5 efghi 10,9 ab 21,75 bcdefg 0,75 a   6,3 bcdef
2 40 S 15,8 bcd   8,5 bcdef 25,50 abcde 0,10 cd   8,3 abc
4 40 S 17,5 abc   6,5 defghi 24,25 abcdef 0,00 d   7,5 abcde
6 40 S 21,0 a   6,5 defghi 26,25 abcd 0,00 d   8,23 abc
8 40 S 18,5 ab   8,3 bcdefg 29,75 a 0,00 d 12,2 a
10 40 S   8,8 efghijkl   7,3 cdefgh 24,00 abcdef 0,00 d   5,8 bcdefg
0 20 F   3,8 m   9,4 abcd 13,00 l 0,35 bc   2,7 efghi
2 20 F   5,5 jklm   6,8 defgh 18,75 defghi 0,00 d   1,1 ghi
4 20 F   6,3 hijklm   7,8 bcdefgh 23,75 abcdef 0,00 d   2,1 fghi
6 20 F 10,0 efghijk   9,3 abcde 22,50 abcdef 0,00 d   1,6 fghi
8 20 F   7,0 fghijklm   6,3 defghi 24,25 abcdef 0,00 d   1,9 fghi
10 20 F   5,3 klm   5,8 fghi 20,25 cdefghi 0,00 d   2,2 fghi
0 30 F   5,8 ijklm   6,5 defghi 21,25 cdefgh 0,00 d   1,7 fghi
2 30 F 10,5 efghi   6,5 defghi 26,50 abc 0,00 d   3,1 defghi
4 30 F   9,3 efghijk   5,1 ghi 17,75 fghi 0,00 d   1,2 ghi
6 30 F   9,8 efghijk   6,0 efghi 26,25 abcd 0,00 d   2,8 efghi
8 30 F 10,5 efghi   6,3 defghi 24,00 abcdef 0,00 d   3,3 defghi
10 30 F 17,5 abc   6,3 defghi 13,25 i 0,00 d   5,9 bcdefg
0 40 F   4,3 lm   5,8 fghi 18,50 efghi 0,15 cd   0,6 i
2 40 F   5,8 ijklm   6,4 defghi 17,75 fghi 0,00 d   1,5 fghi
4 40 F 11,8 def   5,5 fghi 22,75 abcdef 0,00 d   1,8 fghi
6 40 F 12,5 de   4,8 hi 25,75 abcde 0,00 d   2,4 fghi
8 40 F 12,8 cde   6,3 defghi 17,50 fghi 0,00 d   2,5 fghi
10 40 F   8,0 efghijklm   3,3 i 19,75 cdefghi 0,00 d   1,0 hi
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En los explantos establecidos en los medios de cultivo sin citocinina y con 
20 a 40 g L-1 de sacarosa se formó la menor cantidad de brotes adventicios, pero 
estos brotes fueron los más grandes y eventualmente formaron raíces adventicias 
(tabla 3, pág. 103), por lo que transcurridos 60 días de incubación en esta condición 
se tuvieron plantas que pudieron ser trasplantadas a condiciones ex vitro. 

Conforme se aumentó la concentración de sacarosa en el medio de cultivo sin 
citocinina el tamaño de las raíces fue mayor, de tal manera que los brotes en los medios 
de cultivo sin BA y 20 g de sacarosa y los brotes en el medio sin BA y con 40 g L-1 de 
sacarosa, sus raíces fueron de 0,30 y 0,75 cm3, respectivamente (tabla 3, pág. 103). 
Por lo anterior esta condición de medios de cultivo se podría usar para preparar a los 
propágulos para su trasplante a suelo.

Para el enraizado in vitro de brotes de Agave angustifolia, Enríquez del Valle et al., (10) 
encontraron que los brotes mejoraron su respuesta de formación de raíces adventicias 
cuando se establecieron en medios de cultivo con las sales minerales disminuidas 
hasta 50% y con 1 mg L-1 de ácido indolbutírico. Los resultados obtenidos en los 
trabajos citados y la presente investigación sugieren la posibilidad de evaluar el 
efecto combinado de dos o más factores del ambiente de cultivo en una respuesta 
determinada de desarrollo vegetal.

Posterior a la presente investigación, brotes que se obtuvieron en medios de 
cultivo con benciladenina y 40 g L-1 de sacarosa, se transfirieron durante 25 días 
a un medio de cultivo sin benciladenina pero con la auxina ácido indilbutírico (AIB) 
para inducir la formación de raíces adventicias. Las plantas que se obtuvieron se 
transfirieron a macetas con sustrato y condiciones de invernadero donde se adaptaron 
y mostraron desarrollo normal (foto, pág. 105).

CONCLUSIONES

En todos los explantos que se establecieron durante 60 días en las diferentes 
condiciones de medio de cultivo, durante este período se formaron nuevos brotes 
adventicios. La dosis de BA desempeñó un papel importante para inducir la formación 
de nuevos brotes, pero el tipo y dosis de carbohidratos fue complementaria a la 
BA para obtener la máxima cantidad de brotes. El medio de cultivo con 6 mg L-1 de 
benciladenina y 40 g L-1 de sacarosa, fue la mejor condición para que se formaran 
nuevos brotes de Agave americana var. oaxacensis, en cantidad cinco veces la 
cantidad de brotes con que se inició el cultivo de multiplicación de propágulos. 
En el medio de cultivo sin BA y con 20 a 30 g L-1 de sacarosa ocurrió la menor 
formación de brotes pero estos fueron más grandes y eventualmente formaron 
raíces adventicias, por lo que ésta podría ser una condición de preparación de 
los propágulos para su trasplante a suelo.
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Foto. Propagación de Agave americana var. oaxacensis: a) incubación 
de cultivos in vitro en etapa de multiplicación de propágulos; b) brotes 
múltiples que surgen a partir de una base de callo; c) planta obtenida 
in vitro; d) plantas microropagadas durante su aclimatización 
en invernadero.

Photo. Propagation of Agave americana var. oaxacensis: a) incubation of in vitro 
cultures in propagule multiplication stage; b) multiple shoots formed from 
a calli base; c) plant obtained in vitro; d) acclimatization in greenhouse of 
micropropagated plants. 

a

b

c

d
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