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= Introduccion

Agave potatorum es clave para la produccion de mezcal en Puebla, con més de 250,000 ha cultivadas. Entre 2008 y
2018, la superficie sembrada crecié un 67.33%, y en 2016 se exportaron 2013 mil litros de mezcal [1]. A pesar de su
importancia, el cultivo enfrenta desafios por su lento crecimiento y la reproduccion sexual dependiente de polinizadores.
La propagacion asexual reduce la variabilidad genética y aumenta la vulnerabilidad a enfermedades, complicando la
regeneracion de poblaciones silvestres [2]. La micropropagacion in vitro con medio Murashige & Skoog, se presenta como
una alternativa, sin embargo, presenta altas concentraciones de sales como nitrato de potasio (KNOs3) y nitrato de amonio
(NHsNOs) que pueden afectar el desarrollo del agave y no se han realizado ajustes importantes en la formulacion [3]. Los
residuos agroindustriales, como cascaras de naranja, contienen compuestos bioactivos (flavonoides, flavonoles y flavonas)
gue actian como fuente de carbono y tienen propiedades antifungicas y antioxidantes, lo que sugiere que reformular el
medio MS con la adicion de estos residuos podria optimizar la micropropagacion [4][5]. En este proyecto se plantea evaluar
el efecto de la adicion de compuestos bioactivos derivados de residuos agroindustriales en un medio MS reformulado para
mejorar el crecimiento in vitro de Agave potatorum.

= Metodologia

Las cascaras de naranja se obtuvieron en una cafeteria de la Universidad Iberoamericana Puebla, de las cuales se les
removio la pulpa, se lavaron y secaron para deshidratarlas en horno a 60°C por 24 horas. Una vez secas, se pulverizarony
se resguardo el polvo para la extraccidon de compuestos bioactivos. Se utilizaron dos métodos de extraccion: Maceracién
Dinamica (MD) [6] y Extraccién Asistida por Microondas (EAM) [7]. Se midieron las mismas cantidades de polvo, etanol
y agua para ambos métodos, variando la técnica de extraccion donde uno se macer6 por un dia y el otro fue introducido a
microondas por 5 minutos. Ambos extractos fueron sometidos a un ensayo de polifenoles totales de Folin-Ciocalteu [8]
para determinar la cantidad de flavonoides presentes, preparando ocho soluciones de menor a mayor concentracion (mg/L)
de &cido galico con agua destilada, asi como una solucidén de carbonato sodico al 7.5% para reaccionar con el acido galico.
Una vez realizadas las soluciones de acido galico y carbonato sodico, se les midié la absorbancia en espectrofotometro a
765 nm para realizar una curva de calibracién, la cual sirvid para conocer la concentracion de polifenoles totales en los
extractos obtenidos.

Se escogieron cuatro plantas madre de Agave potatorum provenientes del vivero “Cultivadores de Cactus de México
S. P. R. De R. L.” ubicado en Periférico Ecol6gico 1607 en San Andrés Cholula, Puebla. Se seleccionaron tomando en
cuenta al tamafio de la planta, el nimero total de hojas, la presencia de retofios en el rizoma de la planta y que a primera
vista no presentara enfermedades. Una vez obtenidos se resguardaron en el Laboratorio de Cultivos de Células y Tejidos
de la Universidad Iberoamericana Puebla.

Para la preparacion de las muestras, se cortaron los retofios de los rizomas con un bisturi y se lavaron con agua,
detergente liquido y un cepillo para remover restos de tierra. Ya limpios se sumergieron en una solucion de hipoclorito de
sodio del 10% al 15% por 20 minutos. Transcurrido el tiempo se trasladaron a un recipiente con agua estéril para eliminar
residuos de cloro y con bisturi se hizo la diseccion de los tejidos meristematicos para eliminar capas protectoras. Una vez
retirados esos tejidos se cortaron los explantes en bloques de 0.8 cm?® para su posterior cultivo.

Para el cultivo de tejidos se usaron frascos de vidrio tipo Gerber® de 150 mL, utilizando tres frascos por medio de
cultivo, dando un total de seis frascos (tres de medio de cultivo MS convencional y tres de medio de cultivo MS
reformulado), realizando el proceso por triplicado. Se prepararon en dos matraces Erlenmeyer de 1 L el medio MS
convencional (4.4 g de sales MS, 30 g de sacarosa y 8 g de agar-agar) y el medio MS al 50% (2.2 g de sales MS, 30 g
sacarosa y 8 g agar-agar) y se esterilizaron los frascos medio en autoclave por 15 minutos a 121°C. Después de la
esterilizacion al medio MS 50% se le afiadieron 3.35 mL del extracto de compuestos bioactivos antes de que solidificara
para obtener una concentracion de 10 mg/L de antioxidantes.

Se cultivaron tres bloques de explantes en cada frasco de vidrio Gerber® por cada medio de cultivo. Una vez cultivados,
se incubaron en el Laboratorio de Cultivos de Células y Tejidos en un fotoperiodo controlado de 16 horas luz y 8 horas de
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oscuridad (£54pmol m2s?) a una temperatura de +24°C durante cuatro semanas, periodo en el que se llevara a cabo la
organogénesis o embriogénesis. Después de las cuatro semanas, en huevos medios preparados (MS y MS 50%) adicionados
con 1-2 mg/L de 6-BAP, se trasladaron los explantes a cada medio para mejorar su adaptacion e inducir el crecimiento de
brotes.

* Resultados

| Muestra \ Concentracién Absorbancia

0o | 0 | 0

1| 2 | 0.0097
2 4 | 0.0271
3 6 | 0.0462
4 8 | 0.068
5 | 10 | 0.0827
6 | 12 | 0.0937
7 14 0.1215

Figura 1. Tabla de valores de absorbancia de acido Figura 2. Curva de calibracién de acido gélico, la

ecuacion se utiliza para obtener la concentracion de
polifenoles totales presentes en los extractos de
compuestos bioactivos obtenidos.
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Figura 3. a. Explan;es de Agave Potatorum sembrados Figura 4. a. Explantes sin estrés oxidativo en medio MS
en medio MS reformulado. b. Explantes de Agave ~ reformulado + 1-2 mg/L 6-BAP. b. Explantes con alto

Potatorum sembrados en medio MS convencional. ~ EStés oxidativo en medio MS convencional + 1-2 mg/L
' 6-BAP.

= Anélisis de resultados

El andlisis de la concentracion de polifenoles mostré un rendimiento del 59.72% en el extracto obtenido por EAM,
comparado con un 54.07% en el método MD. Ambos extractos presentaron caracteristicas fisicas idénticas, con un color
verde oliva transparente y consistencia liquida. Se obtuvo el volumen necesario de extracto mediante EAM para obtener
una concentraciéon de 10 mg/L de antioxidantes por medio. Durante las primeras semanas de incubacion, tres frascos del
medio MS convencional presentaron contaminacion, mientras que todos los cultivos en el medio MS reformulado
permanecieron sin cambios ni contaminacion. En la tercera semana, los explantes en MS convencional mostraron una
ligera oxidacion (de verde a amarillo oscuro), sin cambios ni contaminacion en el medio reformulado. En la cuarta semana,
los explantes en MS convencional presentaron mayor oxidacion y cambios en coloracion (bordes color café), mientras que
en el medio MS reformulado se mantuvieron estables y sin contaminacion.

En los explantes cultivados en medio MS convencional suplementado con 1-2 mg/L de 6-BAP, se observd un estrés
oxidativo significativo después de dos semanas, en contraste con los explantes cultivados en el medio MS reformulado. El
oscurecimiento fue mas pronunciado en los explantes del medio MS convencional, lo cual puede atribuirse al potencial
osmotico del medio de cultivo; al incrementarse la concentracién de iones, el potencial osmético disminuye, afectando
negativamente los tejidos. El efecto de 6-BAP en el oscurecimiento de los explantes no es completamente consistente, ya
gue varia seguln la especie. Sin embargo, existen numerosas referencias que indican que este regulador de crecimiento
puede favorecer el oscurecimiento en diversas especies. Este oscurecimiento era un efecto previsible, por lo que se
incluyeron compuestos bioactivos en el medio MS reformulado con el objetivo de inhibir o retrasar la oxidacién en los
explantes. En particular, la presencia de flavonoides contribuy6 a la descomposicion de las Especies Reactivas de Oxigeno
(ROS) y a la prevencion de su formacion, mitigando el estrés oxidativo en los explantes [11].

La falta de brotes en los explantes puede deberse al corto tiempo de incubacion, posiblemente a una region
meristematica insuficiente o no viable, y a la influencia de la posicion del explante. Ademas, la eficiencia en la induccion
de brotes puede variar estacionalmente segun factores climéticos y el estado fisiologico de la planta madre.

= Conclusiones

El medio MS reformulado con compuestos bioactivos de cascara de naranja redujo el estrés oxidativo y el
oscurecimiento de los explantes de Agave potatorum en comparacion con el medio MS convencional, mostrando mayor
estabilidad y ausencia de contaminacion. Aunque no se mostraron brotes, estos resultados sugieren que la adicion de
compuestos bioactivos puede mejorar la micropropagacion de A. potatorum, contribuyendo a un cultivo mas sostenible y
eficiente.
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