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Introducción
El henequén es una planta textil de primer orden. El principal producto extraído de sus hojas, y el de mayor utilidad en la industria textil, son sus fibras. No obstante, la cantidad de subproductos que de él se obtienen permite que pueda ser aprovechado integralmente, lo que lo convierte en una planta muy útil. 
Entre sus múltiples bondades se encuentran su capacidad fitorremediadora,  su uso como abono orgánico, para la producción de biogás, su utilidad como alimento para rumiantes como dieta basal en situaciones de escasez de pastos y su empleo como cerca viva. 

Por otra parte este cultivo ofrece un gran potencial de uso en zonas donde los suelos son infértiles y es limitado el desarrollo agrícola, pues se trata de una especie que prospera donde otras plantas son incapaces de sobrevivir, por tanto, no compite con los cultivos utilizados para la alimentación humana y animal. 
A pesar de esto su cultivo está marginado y la falta de material de propagación ha conllevado al uso de todo tipo de material, lo cual trae como consecuencia plantaciones no uniformes, que han contribuido al deterioro gradual de las mismas. Esta situación determina la necesidad de producir material de propagación de alta calidad que por la vía tradicional es imposible resolver en un periodo corto de tiempo. El desarrollo de una metodología eficiente de propagación vegetativa como la embriogénesis somática se convertiría en una poderosa herramienta para obtener volúmenes de producción superiores en un menor período de tiempo.
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Materiales y métodos
Esta investigación se desarrolló en el Centro de Estudios Biotecnológicos de la Universidad de Matanzas “Camilo Cienfuegos”.

1. Técnicas y procedimientos generales
Se utilizó el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) con las  modificaciones propuestas por Robert et al., (1992), suplementado con sacarosa (3% p/v) y myo-inositol (100 mg/L-1). Se  emplearon frascos de vidrio de 250 ml con 25 ml de medio de cultivo. La esterilización de los medios de cultivo se realizó en autoclave a una temperatura de 121° C y 1,2 kg/cm2 de presión durante 20 minutos. La solidificación se hizo  con Agar Técnico # 3 (BIOCEN). El pH se ajustó a 5.7 con HCl (0,1 N) previo a su esterilización. Los cultivos se incubaron en cámaras de luz solar con una iluminación aproximada de 3000 lux (37,5 mol/m-2/s-1) y  fotoperíodo de 16 horas luz. La temperatura osciló entre los 25 y 28°C.

2. Selección del material vegetal
Para este trabajo se utilizaron plantas de henequén de la variedad  Sac Ki o henequén blanco crecidas en condiciones de plantación comercial. 

Para realizar la desinfección superficial los explantes se colocaron en una disolución de hipoclorito de sodio al 5%, durante  20 minutos, posteriormente  se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril y a continuación se eliminaron las partes dañadas por el cloro. A partir de este momento el tejido se condujo al flujo laminar y se sometió a una segunda desinfección, para ello el material vegetal se colocó en una disolución de hipoclorito de sodio al 5%, durante  10 minutos; posteriormente  se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril y se eliminaron los fragmentos dañados por el cloro. Una vez concluida la desinfección los explantes se sembraron en el medio propuesto para el establecimiento.

3. Evaluación de la respuesta morfogénica de explantes de henequén sembrados en altas concentraciones de auxinas
Explantes correspondientes a hojas inmaduras cultivadas in vitro en medios de establecimiento según Garriga et al., (2006) se seleccionaron y se plantaron en medio de inducción de callo: 0; 2,5; 5 y 10 mg/L de 2,4-D y Picloram. Todas las concentraciones de auxinas se combinaron con 2,0 mg/L de BAP. El tamaño corresponde  a ocho frascos con tres explantes cada uno. Se evaluaron en todos los explantes, a los 30 días de realizada la explantación, el porcentaje de formación de callo primario y el porcentaje de callo con estructuras embriogénicas.

4. Evaluación de indicadores del crecimiento en callos de henequén inducidos con altas concentraciones de auxinas
A los 30 días de realizada la explantación se procedió a la evaluación de la producción de masa seca. Esta variable se determinó después de secar el callo  en estufa a 70oC hasta obtener un peso constante. Para ello se emplearon 5 explantes por tratamiento.

Análisis estadístico

Para estos experimentos se aplicó un diseño totalmente aleatorizado. Para los análisis estadísticos se empleó el programa Statgraphics Versión 5.1 (2000). Para cada población de datos se analizaron que éstos cumplían la distribución normal (Kolmogorov –Smirnov) y que cumplían con la prueba de homogeneidad de la varianza (Bartlett).

Los resultados se procesaron estadísticamente a través de un análisis de varianza de clasificación simple, con un diseño completamente aleatorizado. Los datos en porcentajes se transformaron según X = 2arcsin (X/100) 0.5.  Para detectar la diferencia entre las medias se realizó un ANOVA y  la Prueba de Rangos Múltiples de Duncan para el 5% de significación.

Resultados y discusión
Evaluación de la respuesta morfogénica de explantes de henequén sembrados en altas concentraciones de auxinas
En la Tabla 1 se puede observar que la interacción entre los factores en estudio (tipo de auxina-concentraciones) fue significativa. El mayor porcentaje en la formación de callo primario se indujo cuando el explante se cultivó sobre medio suplementado con 2,5 mg/L y 5,0 mg/L de 2,4-D, tratamientos que se diferenciaron significativamente del resto de los ensayados.
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Tabla 1 Efecto del tipo de auxina y concentración de esta sobre el porcentaje de la formación de callo primario en explantes de henequén.

En general, el porcentaje de explantes cultivados que no formaron callos (explantes ennegrecidos, sin respuestas o contaminados con bacterias y hongos) no superó el 40% para la auxina 2,4-D por lo que se puede decir que el establecimiento in vitro fue exitoso, sin embargo para el Picloram el porcentaje de explantes cultivados que no formaron callos (explantes ennegrecidos, sin respuestas o contaminados con bacterias y hongos) superó el 60% lo que indica que esta auxina a las concentraciones empleadas no ejerció una respuesta comparable con el 2,4-D. Analizando el control el porcentaje de cultivos sin respuestas alcanzó el 100%, aspecto este que demuestra la necesidad de emplear reguladores del crecimiento del tipo auxina combinado con citoquinina para inducir la formación de callo en henequén. En la mayoría de los medios de cultivos ensayados, fue factible apreciar la formación de callo primario  a partir de los 7 días de cultivo.

En la figura 1 se puede observar que, aunque la formación de callo con estructuras embriogénicas se indujo con ambas auxinas, el 2,4-D fue superior al Picloram, pues en presencia de éste se produjo el mayor porcentaje de explantes con callos con estructuras embriogénicas, lo que demostró significativamente su superioridad. 
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Figura 1. Comportamiento del porcentaje de la formación  de callos con estructuras embriogénicas en hoja de plántula de henequén cultivada in vitro.
En los resultados obtenidos con relación a las concentraciones de reguladores del crecimiento utilizadas, se encontró que la concentración en la que se produjo el mayor porcentaje de explantes con callo con estructuras embriogénicas fue la de 5,0 mg/L. Ello sugiere, que este género responde mejor a concentraciones inferiores o igual a 5,0 mg/L.  

Con este resultado se evidencia que el 2,4-D fue la auxina más adecuada para inducir la formación de callo y la producción de agregados embriogénicos en henequén, lo que se corresponde con lo planteado por González, Alemán, Barredo y Robert (2002),  de que esta es la auxina más utilizada y efectiva para la inducción de la embriogénesis somática en una gran cantidad de especies. 

Se observó que en la superficie del corte del explante, a partir de las células meristemáticas, se formó una masa de tejido de aspecto translúcido, de color crema, nodular y muy friable, donde a los  60 días se evidenció la presencia de callo sobre todo el explante. Resultados similares se alcanzaron por Rodríguez-Garay et al., (1996) quienes lograron inducir la embriogénesis somática en la especie Agave victoria-reginae Moore por medio de embriogénesis directa a partir de la base de hojas de vitroplantas. 

Está bien definido que el explante es el factor fundamental que incide en la respuesta embriogénica de diferentes especies (González, 2001), en este caso la concentración de 2,4-D también ocupa un lugar importante en la cadena de sucesos que definen la habilidad del cultivo  bajo condiciones in vitro de responder a la formación de callos y su posterior diferenciación en órganos y/o embriones.

Teniendo en cuenta que la embriogénesis somática es un proceso eminentemente regulatorio, se ratifica en este ensayo la importancia de la concentración de auxinas para el crecimiento de los callos y la formación de los embriones. Algunas células en presencia de auxinas adquieren totipotencia, forman grupos proembriogénicos y pasan a la etapa globular.

Con estos resultados se evidencia que tanto el tipo de auxina como la concentración de la misma se relaciona estrechamente con la formación de los callos con estructuras embriogénicas en henequén, una posible respuesta puede estar dada, porque este tipo de regulador del crecimiento y su concentración afecta el tipo de división y la polaridad de la célula, mecanismos importantes en la formación de las células embriogénicas (De Jong, Schmidt y De Vries, 1993). 

También se piensa, que la aplicación exógena de reguladores del crecimiento, probablemente modifiquen la polaridad celular por interferencia del gradiente eléctrico y del pH alrededor de las células (Smith y Kricorian, 1990). Por lo tanto, ello indica, la importancia que posee determinar el tipo y concentración del regulador del crecimiento adecuado, para inducir el proceso embriogénico.

Evaluación de indicadores del crecimiento en callos de henequén inducidos con altas concentraciones de auxinas
En la tabla 2 se puede observar que en la mayor concentración de 2,4-D se produjo el mayor valor de masa fresca la cual difirió estadísticamente del resto de los tratamientos. En todos los tratamientos con la presencia de 2,4-D se favoreció el incremento en masa fresca aunque estos valores no se diferenciaron de la mayor concentración de Picloram.
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Tabla 2 Efecto del tipo de auxina y concentración de esta sobre la producción de masa fresca en explantes de henequén.

La determinación de la masa fresca se establece como un buen indicador para evaluar el efecto de las auxinas en procesos fisiológicos ya que según Taiz y Zeiger (1998) este tipo de regulador del crecimiento favorece la adsorción o retención de agua la cual  permite a la célula mantener su turgencia y con ello la eficiencia en su metabolismo.

Todo lo antes dicho se puede constatar con lo visto en la tabla 1 donde los mayores porcentajes de explantes con callo primario se alcanzan en las concentraciones de 2,4-D.

En la figura 2 se puede observar que la masa seca tuvo un comportamiento similar entre el control y las concentraciones de 2,5 y 5,0 mg/L de 2,4-D las cuales no se diferenciaron entre ellas pero si lo hicieron con relación al resto de los tratamientos. La mayor concentración de 2,4-D unido a los tratamientos con Picloram presentaron los valores más bajos de masa seca, los cuales no se diferenciaron estadísticamente.
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Figura 2. Efecto del tipo de auxina y concentración de esta sobre la producción de masa seca en explantes de henequén.
Lo anterior sugiere que el Picloram a las concentraciones utilizadas no favorece el incremento de masa seca aunque tampoco se aprecia el posible efecto estimulador del 2,4-D. A pesar de ello, en presencia de 2,4-D se produce el mayor porcentaje de callos con estructuras embriogénicas, respuesta que no aparece en el control. 

Se debe señalar la importancia de los valores de masa seca como un indicador de calidad del tejido vegetal, pues ésta se compone principalmente de lignina y polisacáridos en la pared celular, además de componentes del protoplasma como proteínas, lípidos, aminoácidos, ácidos orgánicos y algunos elementos inorgánicos como el potasio (Castro y González, 2002). 

El proceso de morfogénesis logrado en este ensayo no es más que el resultado de una organizada división y diferenciación celular con patrones definidos, que depende básicamente de la actividad y expresión de algunos genes. Este proceso está íntimamente relacionado con múltiples factores que son imposibles de definir aisladamente, ya que varían en dependencia de los tipos celulares, tejidos, especies y variedades (Ascon-Bieto y Talón, 2000). 
Como fue posible comparar los efectos relativos de cada regulador del crecimiento utilizado, se puede plantear que el 2,4-D produjo los mejores resultados pues las diferencias encontradas en los medios con 2,4-D fueron relevantes al compararlas con aquellos que contenían Picloram. 
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