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RESUMEN

El uso como explantes de ejes embrionarios cigoticos de semillas de
agave mezcalero (Agave angustifolia Haw), permitié inducir embriones
somaticos (ES) in vitro, previa formacion de callos embriogénicos. Se
probaron dos concentraciones de las sales Murashige y Skoog (MS), 25y
100 % de la original (MS-25 y MS-100), combinados con 0.0, 0.5, 1.0, 2.0
y 3.0 mg L' de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), con 0.0 y 1.0 mg
L' de 6-benciladenina (BA), y con 30 y 60 g L' de sacarosa. La mitad de
los tratamientos fueron incubados bajo un fotoperiodo de 16 h luz (38
umol m?s?) y 8 h de oscuridad, y la otra mitad en completa oscuridad,
para un total de 80 tratamientos. La induccion de callo se observo a
los 4 dias (d) después de iniciado el cultivo (DDIC) en condiciones
de luz y a los 5 d en condiciones de oscuridad, independientemente
del tratamiento, excepto en donde no se adicionaron reguladores
del crecimiento vegetal (RCV) y en los suplementados sélo con BA.
La formacién de ES se observo a los 100 DDIC; este proceso se vio
favorecido en callos embriogénicos previamente inducidos en el medio
MS-25 adicionado con 60 g L' de sacarosa, 3.0 mg L' de 2,4-D y 1.0
mg L' de BA, en condiciones de oscuridad. Se logré la germinacion
de todos los ES en el medio MS-50, 60 g L' de sacarosay 8 g L' de agar,
sin RCV, y se logro regenerar plantas completas de A. angustifolia a los
140 DDIC.

Palabras clave: Agave angustifolia, embriones somdticos, 4cido
2,4-diclorofenoxiacético, 6-benciladenina.

SUMMARY

By using zygotic embryonic axis from seeds of agave mezcalero (Aga-
ve angustifolia Haw) as explants, it was possible to induce embriogenic
calli in vitro, and from these calli we obtained somatic embryos (SE).
Two concentrations of the Murashige and Skoog (MS) medium were
used, 25 and 100 % concentrations (MS-25 and MS-100) combined with
0.0, 1.0, 2.0 and 3.0 mg L of 2,4-dichlorophenoxiacetic acid (2,4-D),
with 0.0 and 1.0 mg L' of 6-benzyladenine (BA), and 30 and 60 g L' su-
crose. Cultures were incubated either under 16 h light (38 pmol ms™)
and 8 h dark, or kept in complete darkness, for a total of 80 treatments.
Callus formation was detected 4 days (d) after beginning the culture
(DABC) under light conditions and 5 d in dark conditions, indepen-
dently of the treatment, except where plant growth regulators (PGR)
were not added and in those supplemented only with BA. SE formation
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was observed at 100 DDIC; this process was favored in embryogenic
calli induced with MS-25, 60 g L' of sucrose, 3.0 mg L' of 2,4-D and 1.0
mg L' of BA, and complete darkness. All SE germinated on the MS-50
medium supplemented with 60 g L sucrose and 8 g L agar, without
PGR. With this protocol it is posible to regenerate complete plants of
A. angustifolia in140 DABC.

Index  words:  Agave  angustifolia, somatic  embryos,
2,4-dichlorophenoxia-cetic acid, 6-benzyladenine.

INTRODUCCION

La familia Agavaceae posee un amplio numero de
especies de importancia econémica por que constituyen
una fuente renovable de alimento, aztcares, almibar, fibras,
celulosa, sapogeninas, ensilado para ganado, productos
farmacéuticos, bebidas, plantas ornamentales y otros
productos mas (Madrigal-Lugo et al., 1989). Dentro de esta
familia se encuentra el agave mezcalero (Agave angustifolia
Haw), utilizado en varios estados de la Republica Mexicana
para la elaboracién de licores como mezcal o bacanora,
actividad que ha provocado su sobreexplotacion y, en
consecuencia, disminucién de las poblaciones silvestres
de esta especie (Barraza et al., 2006). A. angustifolia se
ha propagado convencionalmente en forma asexual por
separacion de hijuelos, los cuales se desarrollan de rizomas
producidos por cultivos establecidos en campo por varios
anos. Otra forma eficiente de propagacion asexual es
mediante la micropropagacion o cultivo in vitro. Con esta
técnica recientemente se reporto el enraizamiento de brotes
obtenidos in vitro a partir de segmentos de médula de tallo
de A. angustifolia (Enriquez et al., 2005). El mejoramiento
genético de esta especie por técnicas convencionales es
complicado por el largo tiempo requerido (10 a 20 afos)
para producir semillas, periodo caracteristico de los
agaves; ademas los pentaploides (2n = 5x = 60) presentan
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infertilidad (Robert et al., 1987).

La embriogénesis somatica es considerada una poderosa
herramienta para la regeneracion y mejoramiento genético
de plantas, que puede ser inducida en forma directa sobre
el explante o indirectamente a partir de callo. Este proceso
morfogénico se favorece mediante la transferencia de los
explantes de un medio de cultivo suplementado con altas
concentraciénes de auxinas, a uno libre de este tipo de
reguladores del crecimiento (Halperin y Wetherell, 1964).

En el género Agave la mayoria de los protocolos
reportados se han orientado a la multiplicacién masiva
in vitro via organogénesis (Rodriguez-Garay et al., 1996).
Hay estudios que muestran que cada especie de Agave
requiere concentraciones y combinaciones particulares
de reguladores del crecimiento vegetal para lograr una
eficiente regeneraciéon de vitroplantas (Martinez-Palacios
et al., 2003; Nikam et al., 2003; Dominguez et al., 2008;
Ramirez-Malagén et al., 2008). Asimismo, la respuesta
depende del tipo de explante; por ejemplo, Powers y
Backhaus (1989) reportaron la propagacion in vitro de A.
arizonica Gentry & Weber a partir de secciones de hoja. Por
su parte, Groenewald et al. (1977) lograron la produccion
de estructuras parecidas a embriones somaticos al usar
fragmentos de semillas como explantes en una especie de
Agave, pero la embriogénesis somdtica no fue confirmada.
Rodriguez-Garay et al. (1996) y Martinez-Palacios et al.
(2003) reportaron embriogénesis somatica en A. victoria-
reginae Moore, a partir de explantes de hoja y segmentos
de tallo. Santacruz-Ruvalcaba et al. (1999) lograron la
propagacion in vitro de A. parrasana Berger a través de
brotes axilares, y Nikam et al. (2003) lograron inducir
embriones somaticos y la regeneracion de A. sisalana a
partir de bulbillos de inflorescencias. Sin embargo, en
A. angustifolia Haw no hay reportes que indiquen su
regeneracion in vitro a través de embriogénesis somatica al
utilizar ejes embrionarios cigéticos como explantes.

Los objetivos en este trabajo de investigaciéon fueron:
1) Evaluar el efecto de dos concentraciones de las sales
inorganicas del medio MS, dos niveles de sacarosa, cinco
niveles de acido 2,4-diclorofenoxiacético, dos niveles de
6-benciladenina, y dos condiciones de iluminacién (luz y
oscuridad), en la induccién de callo embriogénico en A.
angustifolia Haw; y 2) Promover la formacién de embriones
somaticos en callos embriogénicos mediante la reduccion
de la concentracion original del medio MS, y del nivel del
acido 2,4-diclorofenoxiacético.

MATERIALES Y METODOS
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Induccion de callo embriogénico

Como material vegetativo se usaron semillas colectadas
de plantas silvestres fenotipicamente promisorias de
agave mezcalero (Agave angustifolia Haw) localizadas
en Zumpahuacan, Estado de México. Las semillas se
desinfectaron superficialmente en forma secuencial, a
chorro de agua corriente y jabon antibacterial Dial® por
15 min; después se sumergieron por 1 min en etanol 96 %,
15 min en hipoclorito de sodio (NaClO) 1 %, y finalmente
dentro de una campana de flujo laminar se enjuagaron tres
veces con agua destilada esterilizada.

Después de desinfectar las semillas, se extrajeron los ejes
embrionarios cigéticos (EC) (Figura 1A) y se colocaron
cinco por frasco de vidrio de 145 mL con 25 mL de medio
de cultivo. Cada EC se consideré como una repeticion, y
se usaron 10 EC por tratamiento. El medio de cultivo se
formuld con las sales inorganicas del medio MS (Murashige
y Skoog, 1962), suplementado con las vitaminas L2 descritas
por Phillips y Collins (1979). En todas las etapas, el pH del
medio de cultivo se ajust6 a 5.7 * 0.1 y se solidificé con 8
g L' de agar (Sigma®). Posteriormente se esterilizaron los
frascos con el medio de cultivo en una autoclave vertical
(AESA®) por 20 min, a 121 °Cy 1.1 kg cm™ de presion.

Para inducir el callo embriogénico, se probo el efecto
del medio MS a dos concentraciones, 25y 100 % (MS-25y
MS-100) combinadas con 30 6 60 g L'! de sacarosa, con 0.0,
0.5, 1.0, 2.0 6 3.0 mg L' de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D),0.0 6 1.0 mg L de 6-benciladenina (BA), y con dos
condiciones de iluminacién: 16 h luz y 8 h de oscuridad,
con luz provista por lamparas de luz blanca fluorescentes
(38 umol m? s'), y oscuridad completa. Se evalud un total
de 80 tratamientos con 10 repeticiones cada uno; como
testigos se consideraron los tratamientos sin reguladores del
crecimiento vegetal (RCV). Los explantes fueron incubados
a25*1°C.

Formacion de embriones somaticos (ES)

Para inducir la formacién de ES, todos los callos
embriogénicos previamente obtenidos en los tratamientos
evaluados fueron transferidos al medio MS a 50 % de su
concentracion original (MS-50), suplementado con 0.1 mg
L' de2,4-Dy 30 gL' de sacarosa, en condiciones de luz u
oscuridad, segun el tratamiento en el que se habia inducido
el callo embriogénico.

A los 70 d de incubacion se contd el nimero de callos
embriogénicos y de ES formados en cada tratamiento. Los
datos fueron analizados mediante un arreglo factorial y una
prueba de F (P < 0.05) con el paquete estadistico Minitab
Inc. (Hair et al., 1998).
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Figura 1. Regeneracién de plantas de Agave angustifolia Haw, via embriogénesis somatica y su adaptacion a suelo.
A) Eje embrionario cigotico (flecha blanca) extraido de la semilla. B) Callos compactos de color blanco-amarillento-
perlado a 40 dias después de iniciado el cultivo (DDIC). C) Aspecto de los callos embriogénicos de consistencia
friable (flechas). D) Embriones somaticos en fase de torpedo (cabezas de flecha) formados en condiciones de luz en
el tratamiento MS-100, 60 g L-1 de sacarosa, 3.0 mg L-1 de 2,4-D y 0.0 mg L-1 de BA a los 80 DDIC. E) Embriones
somaticos en fase cotiledonar (cabezas de flecha) en condiciones de oscuridad a los 100 DDIC, proveniente de un
callo inducido en el tratamiento MS-25, 60 g L-1 de sacarosa, 3.0 mg L-1 de 2,4-D y 1.0 mg L-1 de BA. F) Aspecto de
una planta de A. angustifolia regenerada a partir de un ES, 40 d después de transferido al medio de cultivo para su
germinacion y a 140 DDIC. G) Vitroplanta en etapa de adaptacion a los 180 DDIC. H) Vitroplanta adaptada a condi-

ciones medio ambientales a los 202 DDIC.

Germinacion de embriones somaticos (ES) y adaptacion
de plantas regeneradas in vitro

Para la germinacion de los ES se utilizo el medio MS-
50 sin RCV, suplementado con 15 g L' de sacarosa y
solidificado con 8 g L''de agar.

Las plantas de A. angustifolia regeneradas in vitro, via ES,
fueron lavadas con agua comin para eliminar los residuos
del medio de cultivo y se colocaron en vasos de unicel de
300 mL llenados con una mezcla de agrolita y composta
(relacion de 3:1) como sustrato. Los vasos fueron cubiertos
con bolsas blancas de polietileno por un periodo de 21 d,
a las que gradualmente se les hicieron perforaciones a fin
de incrementar el intercambio gaseoso y robustecer a las
plantas, antes de transferirlas a condiciones de invernadero
rustico.

RESULTADOS Y DISCUSION
Induccion de callo embriogénico
En el género Agavelas respuestas morfogénicas in vitro son
variadas y dependen del genotipo, del tipo y concentracién

de los RCV utilizados (Ramirez-Malagén et al., 2008).
Asi, Groenewald et al. (1977) lograron aumentar la tasa
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de induccién de callo en especies de Agave al incrementar
el nivel de 2,4-D en presencia de cinetina, mientras
que en A. fourcroydes (Robert et al., 1987), A. victoriae-
reginae (Martinez-Palacios et al., 2003) y en otras plantas
monocotiledoneas (Li et al., 2006), las bajas concentraciones
de citocininas en el medio de cultivo, particularmente BA,
favorecieron la induccion y crecimiento de callo.

En el presente trabajo se observé la induccién de callo a
partir de EC (Cuadro 1) con cualquiera de las concentracion
es de 2,4-D evaluadas. Este proceso morfogénico inicid
con el aumento de tamano de los explantes (EC) en forma
de bellota, a los 4 dias (d) después de iniciado el cultivo
(DDIC) en condiciones de luz y a los 5 d en condiciones de
oscuridad. Se detecto la formacién de dos tipos de callos:
unos de color blanco-amarillo perlado y de consistencia
dura (Figura 1B), y otros de color-blanco cremoso, de
consistencia suave y friable (Figura 1C). La coloracién
blanco-amarillo perlado predominé en los explantes
cultivados bajo condiciones de luz, mientras que el blanco-
cremoso en los cultivados en oscuridad. La consistencia de
los callos de color blanco-cremoso facilité su manejo para
realizar subcultivos, y asi continuar su crecimiento.

El mayor crecimiento de callo se registr6 en los
tratamientos suplementados con 2.0 y 3.0 mg L' de 2,4-D,
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sobre todo cuando contenian 1.0 mg L* de BA; los callos
obtenidos alos 60 DDIC en los tratamientos formulados con
MS-25, bajo las concentraciones y combinaciones 6ptimas
antes senaladas, pasaron de 1.2 ga 2.5 g alos 140 DDIC. En
contraste, en el tratamiento en donde sélo se adiciond BA
no se logré la induccién de callo; tnicamente se desarrollo
la parte apical de la planta pero sin crecimiento de raiz,
probablemente debido a que las citocininas favorecen
principalmente la formacion de brotes (Vidalie, 1986).

Cuadro 1. Efecto de dos concentraciones de las sales del medio
MS, dos niveles de sacarosa, luz y oscuridad y de dos regula-
dores del crecimiento vegetal, en la induccion de callo em-
briogénico y formacion de embriones somaticos (ES) en Agave
angustifolia Haw.

Numero de em-

Factor de estudio Call(zog/oé)nesw briones somadticos
(ES) formados (%)
Mst 100 40 40 (15.0)
25 40 228 (85.0)
Sac
(g L") 30 40 72 (26.9)
60 40 196 (73.1)
2,4-D BA
(mgL") (mgL?)
0.0 0.0 0 0(0.0)
0.5 0.0 10 2(0.7)
1.0 0.0 10 2(0.7)
2.0 0.0 10 20 (7.5)
3.0 0.0 10 28 (10.4)
0.0 1.0 0 0 (0.0)
0.5 1.0 10 2(0.7)
1.0 1.0 10 30(11.2)
2.0 1.0 10 2(0.7)
3.0 1.0 10 182 (67.9)
cct Luz 40 52 (19.4)
Oscuridad 40 216 (80.6)

+ MS = Murashige y Skoog, (1962).1+ CC = condiciones de ilumi-

nacion.

En los tratamientos sin RCV los EC germinaron en 2 6
3 DDIC, tanto en luz como en oscuridad. Estos explantes
posteriormente formaron plantulas de 4 a 6 cm de altura
con dos o tres hojas, a los 45 DDIC. En los tratamientos
testigo no se observé formacién de callo, aun después de
120 DDIC. En contraste, la induccién de callo embriogénico
solo fue posible en los tratamientos suplementados con 2,4-
D, con o sin BA, independientemente de la concentraciéon
de las sales del medio (MS-25 o MS-100), del nivel de
sacarosa o de si crecieron en luz u oscuridad, condiciones
en las que la induccién de callo vari6 fue de 10 a 40 %
(Cuadro 1). El andlisis estadistico de los cinco factores
con respecto a la induccién de callo embriogénico, mostro
que todos los factores principales fueron estadisticamente
significativos (Cuadro 2). El 2,4-D es un regulador sintético
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del crecimiento que puede actuar como inductor efectivo
de callo embriogénico (Pierik, 1990), probablemente
porque ejerce un fuerte estrés sobre las células del explante
y en repuesta éstas adquieren capacidad embriogénica en
diferentes grados, como fue reportado recientemente por
Kikuchi et al. (2006). Asi mismo, la interaccion de los
factores evaluados fueron significativas, con excepcion de
la interaccion de los factores B x C x D (Cuadro 2).

Formacion de embriones somaticos (ES)

En los tratamientos suplementados con 2,4-D, la
capacidad embriogénica de los callos inducidos en el medio
MS-25 fue casi seis veces mayor (85 %) que la obtenida con
el medio MS-100 (15 %) (Cuadro 1). Al parecer, es necesario
un equilibrio de los iones amonio y nitrato en el medio de
cultivo, principalmente con una baja concentracion de las
dos formas, para favorecer la induccion de callo (Arzate-
Fernandez et al., 1997); posteriormente este equilibrio
acentua la formacion de ES.

Se ha reportado que la adicién de carbohidratos estimula
la histodiferenciacion (Ramsay et al., 2003). Segin Korbes
y Droste (2005), la concentracion de sacarosa puede afectar
la induccién morfogénica, como fuente nutritiva y como
regulador del potencial osmético del medio de cultivo. En

Cuadro 2. Analisis de varianza de la capacidad embriogénica de callos
inducidos a partir de ejes embrionarios cigéticos de Agave angustifolia
Haw, en respuesta a cinco factores evaluados y sus interacciones.

Fue-ntg Fle G.rados de Sumade Cuadr‘ados F P (0.05)

variaciéon  libertad cuadrados medios
RC (A) 9 46.685 5.187 70.55 0.0000*
MS (B) 1 4.112 4.112 55.92 0.0000*
Sac (C) 1 1.195 1.195 16.25 0.0001*
CC (D) 1 2.229 2.229 30.32 0.0000*
Interacciones
AxB 0.0000*
AxC 0.0000*
AxD 0.0000*
BxC 0.0046*
BxD 0.0000*
CxD 0.0025*
AxBxC 0.0000*
AxBxD 0.0000*
AxCxD 0.0000*
BxCxD 0.9603ns
AxBxCxD 0.0000*

ns = no significativo.
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el presente estudio, la formacion de ES se increment6 en 2.7
veces (196 vs. 72) en los callos embriogénicos obtenidos en
el medio con 60 g L' de sacarosa, con respecto al medio con
30 gL! (Cuadro 1).

En los tratamientos donde se usé 2,4-D combinado con
1.0 mg L' de BA, la capacidad embriogénica expresada fue
mayor que en ausencia de BA porque se formé un total
de 216 ES (80.6 %), mientras que en los tratamientos que
contenian 2,4-D sin BA s6lo se formaron 52 ES (19.4 % del
total de los ES obtenidos). El mayor numero de ES formados
(182) fue obtenido en el tratamiento con 3mg L' de 2,4-Dy
1 mg L' de BA, como se muestra en el Cuadro 1.

Segtin Groenewald et al. (1977), al reducir en cinco veces
la concentracion del 2,4-D se logra inducir morfogénesis
en callos de Agave cultivados in vitro. En cambio, una
exposicion prolongada de los explantes al 2,4-D afecta
el desarrollo de la zona meristemdtica de los ES, cuya
diferenciaciéon celular inicia desde su estadio globular.
Ademas, en este estadio el transporte polar de la auxina
es esencial para establecer la polaridad del ES, la cual
puede ser afectada si existe un incremento o exposicion
prolongada de auxina (Arzate-Fernandez et al., 2008).
En esta investigacion, los callos embriogénicos inducidos
fueron sometidos a una concentraciéon de 0.1 mg L de 2,4-
D, que es una concentraciéon reducida de este regulador
del crecimiento vegetal, lo cual pudo haber favorecido la
formacion de ES independientemente de la presencia de
BA.

Arzate-Fernandez et al. (1997 y 2008) reportaron que
el uso de una fase oscura es un paso importante para la
induccion de callo en Lilium longiflorum y Strelitzia reginae.
También Morini et al. (2000) sefialaron que las condiciones
de oscuridad favorecen la induccién de callo embriogénico
en membrillo (Cydonia oblonga M.), para posteriormente
inducir la formacién de ES bien formados. En el presente
trabajo, los EC respondieron de manera muy similar a
las condiciones de luz u oscuridad; sin embargo, los EC
incubados en oscuridad alcanzaron mayor eficiencia en
la induccion de callo y en la formacion de ES. Es posible
que el efecto del 2,4-D mejore el estimulo morfogénico
de explantes cultivados en oscuridad, debido a que la
degradacion de esta auxina es mds lenta en esas condiciones
(Arzate-Fernandez et al., 1997).

Germinacion de embriones somaticos (ES) y adaptacion
de plantas regeneradas in vitro

Los ES en fase cotiledonar (Figura 1, D y E) obtenidos
fueron transferidos al medio de germinacién descrito
previamente, donde se logré 100 % de germinacién. La
germinacion inicié con el desarrollo de la parte apical y
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posteriormente del sistema radicular; estas vitroplantas
alcanzaron una altura de 4 a 7 cm a los 40 d (Figura 1F).
Todas las plantulas regeneradas in vitro via ES, lograron
adaptarse (Figura 1, Gy H) a las condiciones de invernadero
rustico, después de 40 d de la transferencia al medio de
germinacion.

CONCLUSIONES

Fue posible la formaciéon de embriones somiticos,
previa inducciéon de callos embriogénicos, al utilizar
como explantes a ejes embrionarios cigdticos de Agave
angustifolia Haw. Los factores aqui evaluados fueron
importantes en la induccion de callos embriogénicos y
en la formaciéon de embriones somaticos de esta especie.
Las altas concentraciones de 2,4-D (2.0 a 3.0 mg L")
favorecen la induccién de callos embriogénicos con una
alta capacidad de formacién de embriones somaticos. La
posterior reduccion de la concentracién de 2,4-D a 0.1 mg
L favorece la formacién de embriones somaticos.

El mejor tratamiento para la induccién de callo
embriogénico y de embriones somaticos fue: MS a 25 %
de su concentracién original, suplementado con 60 g L™
de sacarosa, 3.0 mg L' de 2,4-D y 1.0 mg L' de BA, en
condiciones de completa oscuridad.

Todas las plantas regeneradas (216) a través de embriones
somaticos se adaptaron a condiciones ambientales del
invernadero rustico.
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