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Resumen

El protocolo de embriogénesis somatica en Agave angustifolia implica la induccion de callos
embriogénicos, el desarrollo y maduracion de embriones y su conversion o germinacion para
formar una planta completa. En este sentido, se requiere una juiciosa seleccion de los nutrientes
presentes en el medio de cultivo. En este trabajo, se estudio el efecto de las concentraciones de
sacarosa Yy las fuentes de nitrdgeno organico sobre la embriogénesis somatica de A. angustifolia.
Nuestros resultados mostraron que la induccion de callos embriogénicos y la produccion de
embriones somaticos pueden controlarse positivamente mediante cambios en la concentracion de
sacarosa Y se ven afectados por la adicion de fuentes de aminoécidos. La frecuencia de conversién
a las plantulas vario de 90 a 95% con una supervivencia de 100% en condiciones ex vitro.
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A. angustifolia es una de las materias primas méas importantes para la produccion de mezcal de alta
calidad, este valor econémico da como resultado una gran demanda nacional e internacional, lo
que convierte a la especie en un objetivo importante para la propagacién masiva in vitro y el
mejoramiento genético.

La embriogénesis somatica es un modo deseable de regeneracion de la planta. Sin embargo, para
genotipos particulares, las condiciones de cultivo in vitro y las etapas de la embriogénesis somatica
(adquisicién de la capacidad embriogénica, induccién y maduracion de embriones somaticos y
conversion a plantulas) deben optimizarse experimentalmente, especialmente los compuestos del
medio de cultivo.

En este sentido, los carbohidratos juegan un papel vital en la vida de las plantas, son un sustrato de
la respiracion, desempefian una funcion en la ruta sintética de muchos compuestos y crean bloques
de macromoléculas que pueden controlar varios procesos de desarrollo en las células (Smeekens,
2000). La sacarosa es la fuente de carbohidratos mas comun utilizada en el cultivo de tejidos
vegetales y esté presente de manera dominante en el floema afectado por la formacion de embriones
somaticos en el medio de cultivo (Nakagawa et al., 2001).

Por otro lado, en la embriogénesis somatica el crecimiento de las células tiene altas demandas de
energia y sintetiza grandes cantidades de proteinas y &cidos nucleicos. Es una fuente de energia
alternativa para células en rapida division y células que utilizan la glucosa de manera ineficiente.
Las células requieren atomos de nitrogeno para construir moléculas como nucle6tidos,
aminoacidos, azucares de azucar y vitaminas. Cuando los niveles de glucosa son bajos y las
demandas de energia son altas, las células pueden metabolizar los aminoacidos de las fuentes de
nitrégeno organico para obtener energia. En este sentido, la glutamina es uno de los aminoacidos
mas facilmente disponibles para su uso como fuente de energia y es una fuente importante de
energia para muchos tipos de células que se dividen rapidamente in vitro porque desempefia un
papel en la asimilacion del nitrgeno, ya que es un intermediario. En la transferencia de amoniaco
a aminoacidos. Asimismo, los hidrolizados de caseina pueden ser una fuente de calcio, fosfato,
varios microelementos, vitaminas y, lo que es mas importante, una mezcla de hasta 18 aminoacidos.

La sacarosa (6%) solo se ha utilizado como fuente de carbono para la induccion de embriones
somaticos en A. angustifolia (Arzate-Fernandez y Mejia-Franco, 2011), pero el efecto de diferentes
concentraciones de azucar o la influencia de las fuentes de aminoacidos (glutamina e hidrolizado
de caseina) en la embriogénesis somatica de Agave todavia no se ha investigado. En el presente
trabajo, se ha estudiado el efecto de diferentes concentraciones de sacarosa y su interaccion con
nitrogeno organico en la embriogénesis somatica de A. angustifolia.

Para llevar a cabo nuestra investigacion, se diseccionaron embriones zigoticos maduros asépticos
de las semillas de Agave angustifolia Haw. y se utilizaron como explantes iniciales para la
induccion de callos. Estos se colocaron en medio de induccion de callo que consiste en medio basal
salino MS de un cuarto de fuerza (Murashige y Skoog, 1992) con 3 mg de 2,4-D L y 1 mg de BA
L suplementado con vitaminas L2 (Phillips y Collins, 1979), en esta etapa, cinco niveles de
sacarosa (40, 50, 60, 70 y 80 g L) y nitrégeno organico (500 mg L-glutamina o hidrolizado de
caseina) en la induccion de embriogénesis somatica del callo de Agave angustifolia Haw. fueron
evaluados. El pH del medio se ajust6 a 5,6-5,8 antes de agregar el agente gelificante (8 g de agar
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L) (Sigma-Aldrich®) y autoclave a 121 °C durante 20 min. Asi, se ensayaron diez tratamientos
aleatorios. Cada tratamiento consistié en 12 repeticiones de diez explantes cada uno. Los cultivos
se mantuvieron en la oscuridad a 25 +2 °C durante 60 dias.

En esta etapa, se registré el porcentaje de induccion del callo y el peso del callo. En esta etapa, se
registraron el porcentaje de formacion y el peso del callo. Sesenta dias después del inicio del cultivo
(DACI), los callos de los explantes que respondieron a los tratamientos para la induccion de callos
se transfirieron a un medio de expresion de embrion: sales MS de fuerza media, 0.5 mg de 2,4-D
Ly 30 g de sacarosa L, gelificado con 3 g de Gelrite® L 1. Los callos se incubaron en las mismas
condiciones ambientales que en el paso anterior durante otros 60 dias. En esta etapa, se registré el
numero de embriones somaticos (SE). Para la regeneracion de plantas, todas las SE desarrolladas
se transfirieron a matraces con medio de germinacion (Arzate-Ferndndez y Mejia-Franco, 2011).
Con el fin de mejorar el desarrollo de la planta y aumentar la proliferacion de la raiz, las plantulas
regeneradas (4-5 cm de longitud) de SE se transfirieron a macetas que contenian una mezcla de
compost, perlita y suelo (1:1:1).

Se mantuvieron a 25 2 °C con un fotoperiodo de 16 h bajo luz fluorescente (16 pmol s m?)
durante 20 dias y se regaron con una pistola de pulverizacion a intervalos de 3 dias. Posteriormente,
todas las plantulas regeneradas se transfirieron a condiciones de invernadero. Para evaluar el efecto
de cada tratamiento, utilice los datos sobre el porcentaje y el peso de los callos inducidos (60 DACI)
y el numero de embriones somaticos (120 DACI), un analisis de varianza (prueba F) y la prueba
de rango maltiple de Tukey (p< 0.05) se realizaron en el software Statgraphics PLUS®.

Como resultado, los callos embriogénicos fueron blandos y amarillentos (Figura 1A),
comenzando la iniciacion en el extremo apical del explante, esta respuesta se observo en todos
los tratamientos. Se indujeron embriones somaticos cuando se transfirieron a medios de
expresion de callos embriogénicos cultivados en diferentes concentraciones de sacarosa (40, 50,
60, 70 y 80 g L) y nitrégeno orgéanico (500 mg de L-glutamina o hidrolizado de caseina).
Después de 1 semana, los embriones en forma globular se desarrollaron ain mas en embriones
en forma de coraz6n y torpedo.

Se observaron embriones cotiledones en la mayoria (90-95%) de los callos DACI después del
subcultivo (Figura 1B). Se observaron simultdneamente varias etapas de la embriogénesis somatica
en el mismo callo en medios de cultivo agregados con fuentes de nitrégeno (Figura 1C), lo que
indica que la embriogénesis somatica en A. angustifolia es un fendmeno asincrono en estas
condiciones que causa la reduccion del nimero de embriones somaticos en un estado cotiledoneo
120 DACI (Tabla 1). En la Tabla 1 también muestra el nimero de embriones en el callo
embriogénico cuando se utilizaron diferentes concentraciones de sacarosa. La embriogénesis
somatica aumento significativamente al aumentar la concentracion de sacarosa, pero el desarrollo
de embriones normales fue bajo a la concentracion mas alta de 80 g L.

Los embriones somaticos inducidos se transfirieron a un medio de expresion donde se desarrollaron
en plantulas completas en 2 semanas (Figura 1D). La tasa promedio de germinacion de los
embriones somaticos fue de aproximadamente 90 a 95%. El cien por ciento de las plantulas
enraizadas se transfirieron con éxito a una mezcla de compost, perlita y suelo cuando se
convirtieron en plantas normales en el invernadero con un promedio de supervivencia de 95%. No
se observo variabilidad fenotipica en las plantas en este experimento.
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Figura 1. Embriogénesis somatica en Agave angustifolia. a) callo embrionario; b) embriones
cotiledonares; c) variabilidad de embriones somaticos en el mismo callo en medios de
cultivo agregados con fuentes de nitrdégeno; d) plantlet (Barra: 1 mm).

Aunque la regeneracion de A. angustifolia a través de embriogénesis somatica indirecta ha sido
reportada previamente (Arzate-Fernandez y Mejia-Franco, 2011). Se ha encontrado que la
disponibilidad de azlcar en el medio de cultivo afecta la embriogénesis somatica en muchas
especies de plantas (Mehta et al., 2000; Huang y Liu, 2002; Kim y Kim, 2002). En este estudio, el
aumento de la concentracion de sacarosa aumentd la induccidén de callos embriogénicos y
embriones somaticos (Tabla 1). El cultivo de células, tejidos u 6rganos de plantas normalmente
requiere la incorporacion de una fuente de carbono al medio de cultivo (George, 1993) y la sacarosa
se ha utilizado como la principal fuente de carbono en el cultivo de tejidos.

Tabla 1. Efecto de cinco niveles de sacarosa y su interaccion con nitrogeno organico en la
induccién de embriogénesis somatica a partir de callos de Agave angustifolia Haw.

1 Nitrogeno  Formacién de callo  Peso del callo  Embriones somaticos por
Sacarosa (g L™) L5 . o it
organico (%) (9) explante

40 - 35.83 £3.57 0.62£0.04 e 8.2 £0.47 f
+ 40.83 £3.12 0.52+0.02 f 5.02 £0.3 g

50 - 37.5+3.28 0.91+0.02 ¢ 19.33 £0.36 c
+ 40 +£3.25 0.67 £0 e 11.02 £0.46 e

60 - 33.58 £1.38 1.22+0.06 b 35.71 £0.27 a
+ 39.16 +2.87 0.94+0.03 ¢ 23.41 +0.68 b

20 - 38.33+£3.21 1.64+0.05 a 34.53 £0.69 a
+ 325+2.78 0.78+0.02 d 18.71 £0.28 c

80 - 28 4.2 1.7+03 a 17 £0.4 c
+ 37.5+2.75 1.26 +0.05 b 16.22 £0.22 d

Media + error estandar. "= Sin (-) o0 con (+) hidrolizado de caseina (250 mg L) y L-glutamina (250 mg L1). Los
promedios en la columna con las mismas letras no son significativamente diferentes segin la prueba de rango maltiple
de Tukey en p< 0.05; *, **= 60 dias de cultivos; ***= 120 dias de cultivo. Los datos son de 10 tratamientos con 12
réplicas de 10 explantes por réplica.

1511



Rev. Mex. Cienc. Agric. volumen 9 nimero 7 28 de septiembre - 11 de noviembre, 2018

La sacarosa puede servir como fuente de carbono durante la embriogénesis somatica (Kim y Kim,
2002) y también como un regulador osmético (Biahoua y Bonneau, 1999). Sin embargo, es de
conocimiento general que el papel de la alta concentracidn de azucar en la embriogénesis somatica
puede afectar la osmolaridad celular (Hazarika, 2003). Por lo tanto, el papel de la sacarosa en el
presente estudio podria interpretarse como funciones reguladoras tanto nutricionales como
osmaticas de este carbohidrato. El resultado de este estudio mostr6é que las concentraciones mas
altas de sacarosa mejoran la maduracion de los embriones somaticos (Tabla 1). El aumento de la
concentracion de sacarosa en el medio puede crear estrés osmotico, pero ayuda a mejorar la
embriogénesis somatica. Por lo tanto, se podria sugerir que el efecto osmatico de la sacarosa puede
causar el desarrollo normal de los embriones sométicos. El efecto positivo de la alta osmolaridad
puede imitar las alteraciones de la osmolaridad que ocurren alrededor del embridn en la naturaleza
(Merkle et al., 1995).

Por otro lado, el hidrolizado de caseina y la glutamina han sido las principales fuentes de nitrégeno
utilizadas en el cultivo de tejidos y el crecimiento del tejido del callo de A. angustifolia se vio
significativamente afectado por la adicién de aminoacidos, especificamente la glutamina y la
caseina. Esta respuesta sugiere que el nitrégeno organico era un factor limitante del crecimiento en
cultivos de agave. Ademas, el tipo y la concentracion de aminoécidos afectaron significativamente
la expresion de los embriones somaticos de A. angustifolia, a medida que la concentracién aumenta
a medida que disminuye el desarrollo (Tabla 1).

Conclusion

La induccion de callos embriogénicos en explantes de embriones cigoticos y la produccién de
embriones somaticos a partir de callos embriogénicos podria controlarse por cambios en la
concentracion de sacarosa y se ve afectada por la adicion de fuentes de aminoacidos. Los resultados
de este estudio también mostraron que los altos porcentajes de embriones sométicos podrian
regenerarse con éxito para formar plantas normales completas. El establecimiento de las
condiciones requeridas para la alta frecuencia de regeneracién a través de la embriogénesis
somatica facilitaria el cultivo de protoplastos, la hibridacién somatica, la transformacion genética
y la produccion de semillas artificiales en A. angustifolia.
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