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RESUMEN

Agave wocomahi es una especie con potencial de ser aprovechada para
diversos fines; sin embargo, la baja eficiencia de sus sistemas naturales
de propagacion hace que no haya ejemplares disponibles, y la colecta de
plantas silvestres pondria bajo amenaza a las poblaciones naturales. Se
desarrollaron protocolos para el cultivo y propagacion in vitro de esta especie.
Se indujo la brotacién de meristemos laterales cultivando segmentos de tallo
en medio basal con 1 mg L de 6-bencilaminopurina (BA); posteriormente,
se determinaron las respuestas morfogénicas de explantes de tallo, hoja y
raiz. Se establecieron tratamientos con &cido naftalenacético (ANA), acido
indolacético (AIA), acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (PIC) y Aacido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones de 1.5y 4.0 mg L, solas
o0 en combinacion con 1.5y 3.0 mg L' de BA. Se observé la formacion de
cinco tipos de tejido calloso (TC), de los cuales, el tejido nodular se generé
mayormente en explantes de tallo y hoja, y el TC con raices en explantes de
raiz. Los tratamientos con PIC solo, o combinado con BA, generaron una
mayor induccion de callo (99.16 %) en explantes de tallo, prevaleciendo el
TC nodular. Se generaron brotes adventicios mediante organogénesis directa
e indirecta en los tratamientos con AlA; ademas, se observaron indicios de
embriogénesis somatica indirecta en callo generado con 1.5 mg L' de AIA con
1.5y 3.0 mg L' de BA, con BA solo y en combinacion con 2,4-D. El desarrollo
de los presuntos embriones hasta plantulas fue favorecido al retirarse los
reguladores de crecimiento vegetal y adicionarse 1 g L' de carbén activado
al medio. Las plantas generadas se adaptaron a las condiciones ex vitro con
una supervivencia superior al 90 %. Estos protocolos de multiplicacion in vitro
podrian convertirse en una herramienta para el aprovechamiento sostenible
de la especie.

Palabras clave: Agave wocomahi, embriogénesis somatica,
organogeénesis, tejido calloso.

SUMMARY

Agave wocomahi is a species with the potential to be exploited for
various purposes; however, the low efficiency of their natural propagation
systems means that there are no specimens available, and the harvesting
of wild plants would threaten natural populations. Protocols for in vitro
culture and propagation of this species were developed. Budding of lateral
meristems was induced by culturing stem segments in basal medium with
1 mg L7 of 6-benzyl amino purine (BA); subsequently, the stem, leaf, and
root morphogenic responses explants were determined. Treatments were
established with naphthaleneacetic acid (NAA), indoleacetic acid (IAA),
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4-amino-3,5,6-trichloropicolinic acid (PIC) and 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D), in concentrations of 1.5 and 4.0 mg L™, alone or combined with
1.5 and 3.0 mg L' of BA. The formation of five types of callous tissue (TC)
was observed, of which the nodular tissue was generated mainly in stem and
leaf explants and the TC with roots in root explants. Treatments with PIC,
alone or combined with BA, caused higher callus induction (99.16 %) in stem
explants, with nodular TC prevailing. Adventitious shoots were generated by
direct and indirect organogenesis in the IAA treatments; furthermore, indirect
somatic embryogenesis was observed in callus generated with 1.5 mg L™
IAA with 1.5 and 3.0 mg L' BA, with BA alone and in combination with 2,4-
D. The development of the presumed embryos into seedlings was favored by
removing the plant growth regulators and adding 1 g L' of activated charcoal
to the medium. The plants generated adapted to ex vitro conditions with a
survival greater than 90 %. These in vitro multiplication protocols could
become a tool for the sustainable use of the species.

Index words: Agave wocomahi, callus tissue, organogenesis, somatic
embryogenesis.

INTRODUCCION

El Agave wocomahi se distribuye en la parte norte de la
Sierra Madre Occidental en México y ha sido aprovechado
por los grupos humanos nativos como Guarijios vy
Raramuris (Gentry, 1972). Las cualidades que le han dado
un valor etnobotanico son la presencia de cantidades
bajas de sapogeninas y su alto contenido de azlcares,
por lo que es utilizado en la elaboracion de alimentos
y bebidas (Klopper et al, 2010). También se usa en la
medicina tradicional, en la elaboracion de herramientas
y en la obtencion de fibras (Gentry, 1972). Si bien estos
usos son locales, las caracteristicas de la especie sugieren
que puede ser aprovechada de manera mas intensiva; sin
embargo, se ha observado una disminucion preocupante
en algunas de sus poblaciones (Gonzalez et al, 2009);
ésto puede agravarse con la destruccion de su habitat,
sobreexplotacion y con el hecho de que su reproduccion
depende exclusivamente de la produccion de semillas, ya
que A. wocomahi no produce hijuelos (Gentry, 1972).
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Las técnicas de cultivo y propagaciéon in vitro han
ampliado las posibilidades de aprovechamiento de las
especies de Agave, al garantizar un suministro constante
de plantas sin depender de la disponibilidad de hijuelos
o semillas (Dominguez et al.,, 2008a); sin embargo, aun
es necesario desarrollar estos procesos para especies
de Agave poco estudiadas, y hoy ajenas a la explotacion
intensiva, como es el caso de A. wocomahi. La regeneracion
permite la obtenciéon de plantas completas y viables a
partir de los tejidos cultivados in vitro. La organogénesis
y la embriogénesis somatica son dos vias que llevan a la
regeneracion de plantas en estos sistemas; con la primera
es posible regenerar brotes sobre los tejidos cultivados,
los que al ser posteriormente enraizados se convierten
en plantulas, mientras que la segunda genera embriones
a partir de células somaticas, mismos que al germinar
se convierten en plantas completas con los polos apical
y radical ya formados; tanto la organogénesis como la
embriogénesis somatica pueden ocurrir directamente
sobre el explante inoculado in vitro, o bien, a partir de tejido
calloso previamente generado; en el primer caso se les
llama directas, y en el segundo indirectas (Nufiez-Palenius
etal., 2006).

En cuanto al tejido calloso (TC), éste puede generarse a
partir de explantes cultivados en presencia de auxinas, en
algunos casos combinadas con citocininas; este tejido,
ademas de mantener un crecimiento indiferenciado,
presenta caracteristicas distintivas como consistencia,
textura, color, tasa de crecimiento y potencial morfogenético;
éstas varian dependiendo de la especie de planta, tipo de
explante, asi como del tratamiento con reguladores del
crecimiento con que se generd. El TC es una herramienta
valiosa para diferentes aplicaciones biotecnolégicas como
la produccion de metabolitos de alto valor y la regeneracion
de plantas completas por las vias antes mencionadas
(Huang et al,, 2012; Ikeuchi et al., 2013).

En el género Agave hay antecedentes de cultivo y
regeneracion in vitro con fines de propagacién masiva
en varias especies, sobre todo en aquellas cultivadas
para la producciéon de bebidas alcohdlicas o fibras. Se
ha reportado tanto la produccién de brotes directamente
sobre los explantes inoculados (Dominguez et al., 2008b;
Ramirez-Malagoén et al, 2008), como la regeneracion
indirecta por embriogénesis somatica a partir de tejido
calloso, esto Ultimo en A. victoria-reginae (Martinez-
Palacios et al., 2003), A. fourcroydes (Monja-Mio y Robert,
2013), A. angustifolia (Arzate-Fernandez et al, 2016), A.
marmorata (Alvarez-Aragoén et al, 2020) y A. tequilana
(Delgado-Aceves et al., 2021). En este estudio se reporta el
cultivo y la regeneracion in vitro de A. wocomahi, especie
para la cual no existian antecedentes al respecto.
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MATERIALES Y METODOS
Material genético

Semillas de A. wocomahi Gentry, procedentes de la
localidad de Basaseachi, Chihuahua, México, fueron
desinfectadas y germinadas in vitro; para ésto, se lavaron
tres veces por 10 min con agua destilada adicionada con 1
% de jabon antiséptico (Dermocleen®); posteriormente, se
trataron por 45 s con etanol 70 %, se enjuagaron con agua
destilada y se desinfectaron por 25 min con una solucion
comercial a base de hipoclorito de sodio (Cloralex®) 15
%; finalmente, se enjuagaron con agua destilada estéril e
inocularon en un medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962), a pH 5.7, con 30 g L' de sucrosay 8 g L' de agar
(Sigma-Aldrich®). Este medio basal fue utilizado en todos
los experimentos. Las plantulas generadas a partir de las
semillas se multiplicaron por brotacién de meristemos
laterales con el fin de obtener el material vegetal para
los experimentos posteriores, debido a que el nimero de
plantulas obtenidas directamente a partir de semillas no
fue suficiente. Para esto, se eliminaron las raices y la parte
apicaldelashojas. Los segmentosresultantes,conteniendo
el talloy la base de las hojas, se inocularon en medio basal
adicionado con 1 mg L' de 6-bencilaminopurina (BA) de
acuerdo con lo establecido por Dominguez et al. (2008b)
para otras especies de Agave. A los 60-70 d de incubacion,
los brotes generados se transfirieron a medio basal, sin BA,
con el fin de que incrementaran su talla y generaran raices.
Las condiciones de incubacion, tanto para la germinacion,
como para la multiplicacién preliminar, fueron 25 + 2 °C
con fotoperiodo de 16 h de luz (54 umol m? sy 8 h de
oscuridad. Las plantulas generadas de esta manera se
utilizaron como fuente de explantes para los experimentos
que se describen a continuacion.

Tratamientos

Con el fin de conocer las respuestas morfogénicas con
la presencia de auxinas y citocininas, se usaron como
explantes segmentos de 1.0 cm? de hoja, 1.0 cm de raiz y
tallos de 1.0 cm cortados longitudinalmente. Los explantes
fueron colocados en frascos de vidrio con 30 mL de medio
de cultivo basal, adicionado con auxinas y/o citocininas.
Se inocularon cinco explantes por frasco y se utilizaron
2 frascos de cada tipo de explante por tratamiento. El
experimento completo se realizd por duplicado. Los
tratamientos probados fueron 1.5y 4.0 mg L' de acido
indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA), acido
2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o &cido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico (picloram o PIC), solos o en combinacion
con 1.5y 3.0mg L de BA. El disefio experimental utilizado
fue completamente al azar.
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Variables evaluadas

Los cultivos fueron incubados a 25 + 2 °C en la oscuridad.
Transcurridos 60 dias de incubacién, se determinaron
la induccion de callo %IC = (NUumero de callos / Total de
explantes) x 100, el tipo de tejido calloso generado en
cada caso Y las respuestas morfogénicas observadas. En
aquellos tratamientos que generaron brotes, se determiné
el nimero de éstos por explante. Los brotes generados se
transfirieron a medio basal sin reguladores del crecimiento
y se incubaron bajo el fotoperiodo antes mencionado para
Su enraizamiento y crecimiento.

Por otro lado, con el fin de promover el desarrollo de los
presuntos embriones somaticos generados, fragmentos
de 0.5 cm de diametro del tejido calloso obtenido
fueron colocados en medio basal sin reguladores de
crecimiento, solos, o suplementados con 1 g L' de carbon
activado. Cada fragmento de TC fue considerado como
una unidad experimental. Se probé tejido calloso de
todos los tratamientos que lo generaron, bajo un disefio
experimental completamente al azar. Los cultivos se
incubaron a 25 + 2 °C con un fotoperiodo de 16 h de luz
(54pmol m=s)y 8 h de oscuridad por al menos 60 dias; a
partir de este tiempo, y hasta el dia 120, se registraron las
respuestas morfogénicas en los dos medios mencionados
y se cuantifico el numero de presuntos embriones
somaticos desarrollados, considerando solo aquellos cuya
morfologia presentara los dos polos caracteristicos de
estas estructuras (un dpice y un polo radical bien definido).
Los embriones somaticos generados fueron colectados
y subcultivados en medio basal (5 presuntos embriones
por frasco de cultivo). Se mantuvieron bajo las mismas
condiciones de incubacién con el fin de alcanzar su
maduracion y germinacion hasta su conversion en plantas.

Durante el proceso de induccion del tejido calloso y del
desarrollo de presuntos embriones somaticos (ES) se
realizaron colectas para su observacion en microscopio
electronico de barrido (MEB) y en un estereoscopio
electrénico (Modelo EZ4, Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Para la microscopia electrénica, los tejidos
fueron fijados en amortiguador de fosfatos (0.2 M) con
1.5 % de glutaraldehido durante 24 h, y posteriormente,
sometidos a deshidratacién gradual durante 10 min en
etanol al 70, 80, 90 y 96 %, y durante 30 min en etanol
96 % por dos ocasiones. Las muestras fueron colocadas
en una cadmara de secado de punto critico (SMADRI,
Tousimis Research Corporation, Rockville, Maryland, EUA)
a 63.2 kg cm? y se cambid a 12.1 kg cm? durante 4 min;
posteriormente, se colocaron en un cilindro de aluminio y
se cubrieron en oro mediante el uso de una mesa de vacio
(Denton Vacuum LLC, Moorestown, New Jersey, EUA) con
la aplicacion de flujo de corriente a un tiempo de 130 s.
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Las muestras fueron fotografiadas con un microscopio
electronico de barrido (JSM-5900Iv®, Jeol, Tokio, Japdn) a
12 kV de aceleracion.

Las plantas generadas in vitro, con al menos 2 cm
de longitud, fueron sacadas del recipiente de cultivo,
se eliminaron los restos de medio de las raices y se
transfirieron a charolas de poliestireno (50 cavidades),
provistas de un domo transparente y conteniendo sustrato
previamente humedecido (turba, perlita y tierra negra en
proporciones 1:2:1 v/v/v), se colocaron bajo condiciones
de invernadero a una temperatura de entre 25y 35 °C, con
una humedad relativa inicial de 70 %.

El riego se realizé semanalmente los primeros 30 dias
y subsecuentemente cada dos semanas, hasta que se
cumplio un periodo de adaptaciéon de 120 dias. En este
momento se determind el porcentaje de supervivencia y
las plantas se transfirieron a macetas. Este procedimiento
se siguié tanto con las plantas procedentes de brotes
enraizados, como con las originadas por presunta
embriogénesis somatica.

Analisis de la informacion

Con los resultados de induccion de TC se realizé un
analisis de medias mediante proporciones (ANOM); para
el nimero de brotes por explante y supervivencia los datos
obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA)
y a una prueba de Tukey (P = 0.05). En ambos casos se
utilizo el programa estadistico Minitab 17 Statistical
Sofware.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las semillas desinfectadas e inoculadas in vitro
mostraronun 76 % de germinacion. Las plantulas generadas
fueron multiplicadas en medio con 1 mg L' de BA con el fin
de estimular la brotacion de los meristemos laterales. En
esta etapa se observo, en promedio, la generacién de 11.7
+ 4.8 brotes por explante. Este valor esta por encima del
intervalo de entre 4.7 y 6.9 brotes por explante reportado
por Dominguez et al. (2008b) para otras cinco especies de
Agave tratadas con la misma concentracién de BA.

En cuanto a los experimentos con auxinas y citocininas,
la respuesta morfogénica observada con mayor
frecuencia fue la generacion de tejido calloso (Cuadro 1).
Con respecto a los tipos de explante evaluados, el tallo
fue el que mostrd la mayor induccion de callo (IC), con
73.2 %, mientras que la raiz presentd la menor con 52.1 %.
En cuanto a las auxinas, el PIC y el ANA fueron los que
generaron mayor IC, sequidos del 2,4-D y AIA. Se observo
generacion de callo tanto en tratamientos con las auxinas
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solas, como combinadas con BA. En otras especies,
como A. angustifolia, se ha reportado que la generacion
de callo requiere de la combinacion de una auxina con
bajas concentraciones de una citocinina, en concreto BA
(Arzate-Fernandez y Mejia-Franco, 2017).

Con respecto al tipo de tejido calloso generado,
considerando el total de los diferentes tratamientos vy
tipos de explante, se obtuvo una IC global de 66 %. EI TC
de tipo nodular (Figura 1A) fue el mas observado, con 44.7
%, sequido del TC con raiz (Figura 1B), compacto (Figura
1C), friable (Figura 1D) y con presencia de brotes (Figura
1E). La anterior clasificacion del TC fue propuesta por
lkeuchi et al., (2013), y sélo se afiadio el TC tipo “nodular”
con el objeto de describir a un callo con presencia de
formas semiesféricas, de consistencia blanda, que ya ha
sido reportado en estudios previos con especies de agave
(Alvarez-Aragén et al., 2020). Con respecto a las auxinas
probadas, con el uso del ANA se obtuvo un TC abundante
de color predominantemente blanco, con generacion de
raices en practicamente todos los explantes. Este resultado
sugiere que en al género Agave existe una fuerte influencia
de ANA en el desarrollo de este tipo de TC, ya que también
ha sido reportado en A. fourcroydes (Monja-Mio y Robert,
2013) y en A. sisalana (Nikam, 1997). Los tratamientos con
PIC generaron abundante tejido calloso, en su mayoria
de aspecto nodular, respuesta similar a la observada en
los tratamientos con 2,4-D en explantes de tallo, hoja y
raiz. En este caso el TC mostré un color amarillo, lo que
difiere parcialmente con lo obtenido por Arzate-Fernandez
y Mejia-Franco (2011), quienes obtuvieron TC “duro” en
color blanco-amarillo perlado y otros "suaves y friables
en color blanco cremoso en A. angustifolia, al utilizar
distintas concentraciones de 2,4-D; posiblemente, estas
diferencias se deben a los distintos genotipos, asi como
en los explantes utilizados, ya que estos autores utilizaron
embriones cigdticos como explantes. A pesar de que el
AlA es la auxina mas estudiada en plantas, ésta ha sido
escasamente utilizada en la induccion de TC en especies
de Agave, sélo Nikam (1997) ha reportado la obtencién de
TC y posterior organogénesis con AlA en A. sisalana.

En el presente estudio, el uso de la auxina natural AIA
mostré una IC de 40 % en explantes de hoja, 30 % en
tallo y 10 % en raiz, valores menores que los obtenidos
con las auxinas sintéticas. El TC generado con AlIA fue
también mas heterogéneo en cuanto a morfologia vy
color con respecto al obtenido con las otras auxinas. En
la mayoria de los tratamientos con AIA se obtuvo un TC
de consistencia friable. Sobre este tejido se observaron
respuestas morfogénicas como la generacion de
estructuras similares a brotes adventicios (Figura 2A) y a
embriones somaticos en diferentes etapas de desarrollo
(Figura 2B). Estos presuntos embriones se separan
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facilmente del tejido calloso que generaron (Figura 2C);
lo anterior resulta de interés, ya que pone de manifiesto
gue una misma auxina genera diferentes respuestas, tanto
organogénicas como embriogénicas en explantes de tallo,
hojay raiz de A. wocomahi. Lo anterior sugiere la existencia
de distintos mecanismos morfogénicos presentes no sélo
en especies distintas pertenecientes a un mismo género,
sino incluso a distintos tejidos de una misma planta, lo
que coincide con Cancino-Garcia et al. (2020), quienes
mencionaron que deben existir diferentes mecanismos de
induccion de TC entre especies de agaves, lo cual puede
estar relacionado también con variaciones en los niveles
enddgenos de auxinas y citocininas. Los tratamientos que
sélo inclufan BA mostraron una baja IC, 32 % en talloy 8
% en hoja, no habiendo respuesta en explantes de raiz. Se
observo la generacion de TC tanto friable como compacto.
El tejido friable fue capaz de generar estructuras similares
a embriones somaticos (Figura 2D).

Ademas de las respuestas descritas, en varios de
los tratamientos se observd produccion de brotes a
través de organogénesis, tanto directa como indirecta,
predominantemente en explantes de tallo y hoja; ésto
ocurrié en tratamientos con BA sola o combinada con
AIA 'y ANA (Cuadro 2). En general, la eficiencia de esta
via de regeneracion fue baja (maximo 2.1 brotes por
explante), pero el hecho de que se presente en esta
especie es de interés, ya que en el género predominan los
reportes de regeneracion a partir de yemas laterales o por
embriogénesis somatica (Dominguez et al., 2008a).

En los experimentos con auxinas y citocininas se
observaron estructuras similares a embriones somaticos
en diferentes etapas de desarrollo, ésto en callo generado
a partir de explantes de tallo y hoja tratados con BA, sola o
combinada con 2,4-D y AIA. Al transferir estas estructuras
a medio basal carente de reguladores del crecimiento,
solo o adicionado con carbon activado, se observo su
desarrollo hasta convertirse en plantas completas, con un
polo apical y uno radical bien definidos (Cuadro 3y Figura
2E). El 2,4-D, que indujo esta respuesta en A. wocomahi
(Figura 2F) es la auxina mas utilizada para inducir TC
embriogénico en el género Agave (Cancino-Garcia et al,
2020), aun cuando Garcia et al., (2019) recomiendan el uso
de PIC como inductor de callo embriogénico en sustitucion
del 2,4-D, con la finalidad de evitar los problemas que se
presentan con esta auxina, principalmente anormalidades
en los embriones somaticos. Cabe sefialar que el efecto del
PIC ha sido poco estudiado en agaves, sélo Monja-Mio y
Robert (2013) han reportado su uso para la generacion de
embriogénesis directa en A. fourcroydes; sin embargo, en
A. wocomahi los tratamientos con PIC no generaron tejido
calloso con potencial embriogénico, lo que si se observé
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Cuadro 1. Induccién de tejido calloso utilizando AIA, ANA, 2,4-D o PIC, solos o en combinacion con BA, en explantes de

tallo, hoja y raiz de Agave wocomabhi.

Tratamiento (mg L) Tallo Hoja Raiz

2 4-D PIC AlA ANA BA IC% Tipo IC% Tipo IC% Tipo
- - - - - 0 NA 0 NA 0 NA
- - - - 15 22 CC 8 CF 0b NA
- - - - 3.0 32 CF 8 CC 0b NA
15 - - - - 75 CC 85 CN 70 CC
15 - - - 15 100 a CN 90 CN 55 CN
15 - - - 3.0 90 CN 85 CN 55 CN
4.0 - - - - 95 CN 80 cC 45 cC
4.0 - - - 15 95 CC 80 CN 50 CN
4.0 - - - 3.0 100 a CN 95 CN 55 cC
- 15 - - - 100 a CN 95 CN 95a CN
- 15 - - 15 100 a CN 100 a CN 90 a CF
- 15 - - 3.0 95 CN 90 CC 70 CN
- 4.0 - - - 100 a CN 90 CN 100 a cC
- 4.0 - - 15 100 a CN 95 CN 90 a cC
- 4.0 - - 3.0 100 a CN 85 CN 80 cC
- - 15 - - 30b CF 40b CF 0b NA
- - 15 - 15 20b CF 35b CF 10b cC
- - 15 - 3.0 10b CcC 10b CF 5b cC
- - 4.0 - - 30b CF 20b CF 0b NA
- - 4.0 - 15 25b CF 50 CC 0b NA
- - 4.0 - 3.0 5b CC 55 CC 0b NA
- - - 15 - 100 a CR 100 a CR 80 CR
- - - 15 15 100 a CR 95 CR 95 a CR
- - - 15 3.0 95 CN 100 a CR 90 a CR
- - - 40 - 100 a CR 100 a CR 80 CR
- - - 40 15 85 CR 95 CR 85 CR
- - - 40 3.0 100 a CR 100 a CR 55 CR
%IC por tipo de explante 732 72.5 52.1

Anéalisis de medias ANOM (P < 0.05), n = 20, a: indica diferencia estadistica con respecto a la proporcion general considerando el limite de decision
superior, b:indica diferencia estadistica con respecto a la proporcion general considerando el limite de decision inferior. IC: induccion de callo, CN: callo
nodular, CC: callo compacto, CR: callo raiz, CF: callo friable, NA: no aplica, BA: benciladenina, PIC: dcido 4-amino-3,5,6-tricloro-2-piridincarboxilico,
AlA: &cido indolacético, ANA: acido naftalenacético, 2,4-D: 4cido 2,4-diclorofenoxiacético.

fue la induccién de estructuras similares a embriones
somaticos a partir de un TC suave-friable inducido con 3.0
mg L' de BA procedente de explantes de tallo. En este caso
también se obtuvieron plantas completas al eliminar los
reguladores de crecimiento del medio (Figura 2G). El efecto
positivo de la BA en la generacion de embriones somaticos
se ha reportado previamente en A. marmorata (Alvarez-
Aragoén et al, 2020) y A. sisalana (Nikam et al, 2003).
Finalmente, la combinacién de 1.5 mg L " de AlAcon 1.5y

3.0 mg L de BA generd el mayor nimero de estructuras
similares a embriones somaticos. Su desarrollo hasta
plantas completas también fue favorecido al retirarse los
reguladores de crecimiento y adicionarse carbdn activado
al medio basal (Cuadro 3).

La mayor eficiencia observada en esta via de
regeneracion fue cuando fragmentos de callo generado
en explantes de tallo sometidos a 1.5 mg L' de AIA con
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Figura 1. Tipos de tejido calloso en Agave wocomahi. A) nodular en explante de hoja, B) con raiz en explante de tallo, C)
compacto en explante de raiz, D) friable en explante de tallo, E) con brotes en explante de tallo.

Cuadro 2. Efecto del tipo y concentracion de reguladores de crecimiento vegetal en la generaciéon de brotes por
organogénesis en Agave wocomahi.

Tratamiento (mg L")* Brotes por explante
AlIA ANA BA Tallo Hoja Raiz
- - - 0.25 cdef 00 f 0.05 ef
- - 15 210 a 0.0 f 0.00 f
- - 3.0 1.40 ab 0.3 cdef 0.00 f
15 - - 0.60 bcdef 0.0 f 0.00 f
15 - 15 1.05 bcd 0.0 f 0.10 def
15 - 3.0 1.00 bcde 0.0 f 0.00 f
4.0 - - 0.35 cdef 0.0 f 0.00 f
4.0 - 15 1.15 abc 0.1 def 0.00 f
4.0 - 3.0 0.95 bcdef 00 f 0.00 f
- 15 - 0.20 cdef 0.0 f 0.00 f
- 15 1.5 0.15 def 0.0 f 0.00 f
- 15 3.0 0.60 bcdef 0.0 f 0.00 f
- 4.0 - 0.10 def 0.0 f 0.00 f
- 4.0 15 0.05 ef 0.0 f 0.00 f
- 4.0 3.0 0.25 cdef 0.0 f 0.00 f

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05). n = 20. "Se probaron los mismos tratamientos que se describen en el
Cuadro 1, pero sélo se incluyen aquellos que generaron brotes. BA: benciladenina, AlA: &cido indolacético, ANA: &cido naftalenacético.

498



REYES-SILVA et al. Rev. Fitotec. Mex. Vol. 45 (4) 2022

1 mm

Figura 2. Respuestas morfogénicas en Agave wocomahi. A) organogénesis indirecta (brotes) inducida con 1.5 mg L™ de
AIA en tallo, B) presuntos embriones somaticos visualizados entre el tejido calloso, C) embriones ya separados del tejido
calloso, obtenidos con 1.5 mg L' de AIA con 1.5 mg L' de BA en tallo, D) estructuras similares a embriones somaticos
obtenidos con 3.0 mg L' de BA en tallo incubado en la oscuridad, E) presunta embriogénesis somatica indirecta inducida
con 1.5 mg L' de AIA con 1.5 mg L' de BA en hoja, F) imagen de microscopia electronica de barrido en tejido calloso
con presencia de un posible embrién somatico inducido con 4.0 mg L' de 2,4-D con 1.5 mg L' de BA en hoja, G) plantas
generadas a partir de presuntos embriones somaticos obtenidos en tallo inducido con 3.0 mg L' de BA, H) estructuras
similares a las etapas de la embriogénesis somatica (de izquierda a derecha): callo embriogénico, embrion globular,
embrién coleoptilar, embrién escutelar y embrion maduro, obtenidas a partir de tejido incubado en condiciones de
oscuridad.

Cuadro 3. Desarrollo de presuntos embriones somaticos a partir de tejido calloso en Agave wocomahi.

Tratamiento de induccion Explante evaluado N Medio de cultivo para Media de ES desarrollados
de TC (mg L")" P desarrollo de ES por explante
3.0 (BA) TC-Tallo 10 MS 5.0 + 4.47
1.5(2,4-D) /1.5 (BA) TC-Tallo 5 MS+CA 124074
4.0(2,4-D) /1.5 (BA) TC-Hoja 10 MS+CA 0.8+0.39
MS 55+1.02
TC-Tallo 15
1.5 (AIA) /1.5 (BA) MS+CA 53+1.24
TC-Hoja 5 MS 0.8+0.58
MS 4.8+1.83
TC-Tallo 5
1.5 (AIA) /3.0 (BA) MS+CA 16.4+1.89
TC-Hoja 5 MS+CA 40+1.87
4.0 (AlA) /3.0 (BA) TC-Hoja 5 MS 0.6 £ 0.60

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05), N: nimero de explantes de TC evaluados, + EE (error estandar) de la
media. "Se probaron los mismos tratamientos que se describen en el Cuadro 1, pero sdlo se incluyen aquellos que generaron presuntos embriones
somaticos. TC: tejido calloso, ES: presuntos embriones somaticos, BA: benciladenina, AlA: dcido indolacético, 2,4-D: acido 2,4-diclorofenoxiacético,
MS: medio de cultivo Murashige y Skoog, CA: carbén activado.
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3.0 mg L' de BA fueron transferidos a medio basal con
carbon activado. En este caso se obtuvo un promedio de
16.4 + 1.89 plantas por fragmento de callo. Reyes-Diaz et
al. (2017) reportaron la obtencién de hasta 34 embriones
somaticos por explante en A. angustifolia; también, en
esta misma especie, Arzate-Fernandez y Mejia-Franco
(2017) mencionaron la generacién de un total de 216
embriones somaticos mediante el uso de 3.0 mg L' de
2,4-D en combinacion de 1.0 mg L de BA; sin embargo,
estos Ultimos autores no precisan el numero promedio
de plantas obtenidas por porcion de tejido calloso, por lo
gue sus valores no son comparables de forma directa con
la eficiencia reportada para A. wocomahi. Finalmente, la
apariciondeestructurassimilaresaembrionesendiferentes
etapas de desarrollo (Figura 2H), faciimente disgregables
del tejido calloso (Figuras 2B y 2C), y con capacidad de
desarrollarse en plantas completas con sus polos apical
y radical bien diferenciados (Figura 2G) parecen indicar
que ocurrio embriogénesis somatica; de tratarse de brotes
generados por organogénesis, carecerian del polo radical
y tendrian que haber sido enraizados antes de transferirlos
a substrato; sin embargo, para demostrar sin lugar a duda
qgue lo que se observd fue embriogénesis somatica se
requeriria de estudios histologicos completos a lo largo de
todas las etapas de desarrollo antes mencionadas.

Las plantas generadas a partir de presuntos embriones
somaticos alcanzaron una supervivencia de 97.3 % ex
vitro. La totalidad de estas plantas mostraron un desarrollo
normal, similar al de las plantas generadas a partir de
meristemos basales, cuya tasa de supervivencia fue
de 100 % (Figura 3). Estos resultados reflejan que dicha
tasa no limita la posibilidad de supervivencia ex vitro y
desarrollo inicial normal de las plantas generadas, lo cual
coincide con lo observado en otras especies de agave
(Arzate-Fernandez et al,, 2016).

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 45 (4) 2022

CONCLUSIONES

Se reporta por vez primera la regeneracion in vitro de
Agave wocomahi. Esto se logré a través de la brotacion
de meristemos laterales en explantes de tallo a través
de organogénesis y por medio de estructuras similares
a embriones somaticos generadas en tejido calloso, que
se convirtieron en plantas completas al transferirlas a
un medio sin reguladores de crecimiento. Las plantas
generadas in vitro procedentes de brotes enraizados y las
presuntamente originadas por embriogénesis somatica
fueron capaces de adaptarse a las condiciones externas y
desarrollarse en suelo de manera normal. Estos protocolos
permitirian la generacién de plantas en nimero suficiente
para que esta especie pueda ser aprovechada sin poner en
riesgo a sus poblaciones silvestres.
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