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SUMMARY 

Background. Agaves are an important economic source in industrial products, in the food and pharmaceutical 

industry, steroidal animal feed, ornamental plants and as a material for biofuels. Despite their economic importance, 

some species present problems in their conventional propagation, which makes their reproduction difficult and has 

caused some species to be in some risk category. Therefore, there is a need to develop efficient protocols for in vitro 

micropropagation via somatic embryogenesis. The positive effect of the application of exogenous putrescine on the 

maturation and germination of somatic embryos is known. Objective. To determine the effect of exogenous putrescine 

on the maturation and germination of somatic embryos of A. cupreata and A. angustifolia. Methodology. Two 

concentrations of putrescine (100 and 150 mg/L) and two controls, one positive and one negative, were evaluated in 

the somatic embryo maturation medium and later in the germination of somatic embryos. Results. Putrescine favors 

the maturation and germination of somatic embryos in both species. Implications. The results of this research 

contribute to a better understanding of the process of somatic embryogenesis and open the possibility of applying 

putrescine in the process of somatic embryogenesis at a commercial level. Conclusion. Exogenous putrescine in 

culture medium significantly improves the maturation and germination of somatic embryos in Agave. 

Keywords: Agave cupreata; A. angustifolia; mezcal; propagation. 

 

RESUMEN 

Introducción. Los agaves son una fuente económica importante en productos industriales, en la industria alimentaria 

y farmacéutica, alimentos esteroidales para animales, plantas ornamentales y como material para biocombustibles. A 

pesar de la importancia económica algunas especies presentan problemas en su propagación convencional, lo que 

dificulta su reproducción y ha ocasionado que algunas especies se encuentren en alguna categoría de riesgo.  Por lo 

tanto, existe la necesidad de desarrollar protocolos eficientes para que la micropropagación in vitro mediante 

embriogénesis somática. Es conocido el efecto positivo que tiene la aplicación de putrescina exógena en la maduración 

y germinación de embriones somáticos.  Objetivo.  Determinar el efecto de la putrescina exógena en la maduración y 

germinación de embriones somáticos de A. cupreata y A. angustifolia. Metodología. Se evaluaron dos concentraciones 

de putrescina (100 y 150 mg/L) y dos controles uno positivo y uno negativo en el medio de maduración de embriones 

somáticos y posteriormente en la germinación de embriones somáticos. Resultados. La putrescina favorece la 

maduración y germinación de embriones somáticos en ambas especies. Implicaciones. Los resultados de esta 

investigación contribuyen a una mejor comprensión del proceso de regeneración de la embriogénesis somática y abren 

la posibilidad de aplicar la putrescina en el proceso de embriogénesis somática a nivel comercial. Conclusión. La 

putrescina exógena en medio de cultivo mejora significativamente la maduración y germinación de embriones 

somáticos en Agave. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los agaves son plantas perenes originarias de tierras 

áridas del sur de Estados Unidos, México y Centro 

América (García-Mendoza, 2002). El agave podría ser 

una materia prima prometedora dada su capacidad para 

prosperar en regiones semiáridas, su alta eficiencia en 

el uso del agua y sus bajos requisitos de fertilizantes 

nitrogenados (Davis et al., 2011). Además de su 

capacidad adaptativa a condiciones adversas los 

agaves son una fuente económica importante en 

productos industriales, en la industria alimentaria y 

farmacéutica, alimentos esteroidales para animales, 

plantas ornamentales y como material para 

biocombustibles (Bautista-Montes, et al., 2022). Si 

bien el cultivo de agave es prometedor para la 

producción de biocombustibles debido a que los 

rendimientos de etanol del agave (7414 L/ha/año) son 

comparables a los de la caña de azúcar brasileña (9900 

L/ha/año) y superiores a los del etanol de maíz 

estadounidense (3800 L/ha/año) (Yan et al., 2020), 

actualmente, en México, el principal uso del agave es 

para la producción de bebidas alcohólicas, entre ellas 

el mezcal (Bautista-Montes et al., 2022). En los 

últimos años la industria mezcalera ha logrado 

exportar su producto a 64 países, y tan solo en 2021, 

las exportaciones de mezcal crecieron 7%, y la 

producción, alrededor de 3.2%, pues se envasaron más 

de 8 millones de litros de esta bebida generando un 

valor a la industria mayor a 8.5 millones de pesos 

(COMERCAM, 2022). Las principales especies de 

Agave empleadas para la producción de mezcal son 

Agave angustifolia (88.11%), seguido de A. 

durangensis (2.26%), A. salmiana (1.9%), A. cupreata 

(1.29%), entre otras (COMERCAM, 2022). A pesar de 

la importancia económica algunas especies presentan 

problemas en su propagación convencional debido a 

problemas en la fecundación de las semillas, como es 

el caso de A. angustifolia, y a sus largos ciclos de vida 

y su naturaleza monocárpica, lo que dificulta su 

reproducción y ha ocasionado que algunas especies 

como A. cupreata se encuentren en peligro de 

extinción (Torres et al., 2020).  

 

Una alternativa a la propagación convencional en 

agave es el uso de cultivos de tejidos y células 

vegetales, con el fin de obtener fácilmente nuevas 

plántulas en corto tiempo y a gran escala (Bautista-

Montes et al., 2022). La técnica de embriogénesis 

somática es un proceso de múltiples pasos que requiere 

el desarrollo de embriones somáticos (Méndez et al. 

2019). Los problemas fundamentales asociados a este 

método de propagación son los siguientes: la 

inadecuada maduración de los embriones somáticos y 

su limitada capacidad de germinación y conversión en 

plantas (Szczygieł et al., 2007; Lelu and Pâques, 

2009). Solo superando estas dificultades se puede 

utilizar más ampliamente el método de embriogénesis 

somática (Hazubska et al., 2016). Algunas 

investigaciones sobre la embriogénesis somática han 

demostrado que la putrescina tiene un impacto 

significativo en la maduración y germinación de los 

embriones somáticos (Nookaraju et al., 2008; Wu et 

al., 2009; Aydin et al., 2016; Domínguez et al., 2023). 

Además, la putrescina podría estar asociada con el 

estrés causado en las células vegetales, protegiéndolas 

y aumentando los genes relacionados con el estrés 

(Alcázar et al., 2020; Kiełkowska and Adamus, 2021). 

Hasta la fecha, los resultados sobre la propagación de 

A. cupreata y A. angustifolia mediante la técnica de 

embriogénesis somática no son del todo satisfactorios 

o no se han reportado (tal es el caso de A. cupreata); 

por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar 

protocolos eficientes para la micropropagación in vitro 

más productiva de ambas especies utilizando esta 

técnica. El objetivo de este estudio fue determinar el 

efecto de la putrescina exógena en la maduración y 

germinación de embriones somáticos de A. cupreata y 

A. angustifolia. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material vegetal y establecimiento in vitro 

 

Para la desinfección y extracción de ejes embrionarios 

cigóticos se siguió el método descrito por Martínez et 

al. (2021). Semillas de A. cupreata y A. angustifolia 

fueron colectadas de cultivares comerciales en Puebla, 

México. Las semillas se lavaron bajo un flujo lento de 

agua de grifo con 2 mL de detergente líquido 

lavatrastes de la marca KIRKLAND® y dos gotas de 

Tween® 20 durante 15 min. Posteriormente, se 

trasladaron a una campana de flujo laminar, se 

sumergieron en etanol al 70% (v/v) durante 1 min, 

después en una solución de hipoclorito de sodio al 1% 

(v/v) durante 15 min, se enjuagaron tres veces con agua 

destilada estéril y fueron estratificadas a 4°C durante 

24 horas. Posteriormente, con ayuda de un bisturí y 

pinzas de disección se extrajeron los ejes embrionarios 

cigóticos de las semillas. Los ejes embrionarios 

cigóticos se cultivaron en medio para la inducción de 

callo (Reyes et al., 2017) compuesto por sales MS 

(Murashige and Skoog, 1962), suplementado con 

vitaminas L2 (Phillips and Collins, 1979), 60 g/L de 

sacarosa, 23µM de 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 13 µM de 6-

Benciladenina (BA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y 

8 g/L de agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). El pH 

del medio de cultivo se ajustó a 5.7 con hidróxido de 

sodio y/o ácido clorhídrico y luego se esterilizó en 

autoclave a 120 °C y 1.1 kg cm-2 de presión durante 15 

min. Los recipientes de cultivo utilizados fueron cajas 

Petri de 100 x 15 mm con 20 mL de medio. Todos los 

cultivos se incubaron a 25±2°C en condiciones de 

completa oscuridad.  
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Efecto de la putrescina exógena en la maduración 

de embriones somáticos  

 

Luego de un subcultivo de 30 días en medio de 

inducción de callo, los callos obtenidos con un peso de 

0.2 g aproximadamente se utilizaron como explantes. 

Se colocaron dos callos en cajas Petri de 100 x 15 mm 

con 20 mL de medio. El medio de cultivo de 

maduración estuvo compuesto por sales MS, 30 g/L de 

sacarosa y 8 g/L de agar. Se evalúo el efecto de dos 

concentraciones de putrescina (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO): 1 y 1.7 mM y se utilizaron dos controles 

uno positivo y uno negativo, el positivo con 0.5 µM de 

2,4-D (Reyes et al.,2017) y el negativo sin reguladores 

de crecimiento vegetal. Para cada tratamiento se 

utilizaron diez cajas Petri y el experimento se realizó 

por triplicado. Las condiciones de incubación fueron 

las mismas que las descritas anteriormente. Después de 

30 días se realizó un subcultivo y a los 60 días se 

registró el porcentaje de callos embriogénicos y el 

número de embriones somáticos por explante. 

 

Efecto de la putrescina exógena en la germinación 

de embriones somáticos  

 

Los embriones somáticos en estadio coleoptilar se 

transfirieron individualmente a frascos de vidrio de 

125 mL que contenían 35 mL de medio de cultivo para 

germinación compuesto por sales MS (Murashige and 

Skoog, 1962) a la mitad de su concentración, 30 g/L de 

sacarosa, 0.5 g de carbón activado y 6 g/L de agar.  Se 

colocaron 5 embriones somáticos por cada frasco. 

Todos los cultivos se incubaron a 25±2°C y se 

mantuvieron bajo luz blanca fluorescente (33 µmol m-

2s-1) y un fotoperíodo de 16 h.  Las tasas de conversión 

de embriones somáticos a plántulas normales (%), de 

cada uno de los tratamientos evaluados previamente, 

se midieron después de 8 semanas. Se consideraron 

como plántulas normales aquellas que tuvieron un 

ápice radicular y, al menos, un par de hojas verdaderas 

con una longitud mínima de 2 cm y espinas en el 

margen de las hojas. Estas plántulas completamente 

desarrolladas con características estándar pueden 

aclimatarse con éxito al invernadero. Como plántulas 

anormales se consideraron aquellas plántulas que 

presentaron hojas oscuras, engrosadas, con bordes 

irregulares y atrofiadas. 

 

Diseño experimental y análisis estadístico 

 

Todos los experimentos incluyeron un diseño 

totalmente aleatorio, con diez repeticiones y se 

realizaron por triplicado. Los datos obtenidos se 

sometieron a un análisis de varianza seguido de una 

prueba de Tukey (P≤0.05) utilizando el software 

Stathgraphics versión Centurion.  

 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Efecto de la putrescina exógena en la maduración 

de embriones somáticos  

 

El proceso de embriogénesis somática sigue un 

desarrollo casi idéntico al de la embriogénesis cigótica, 

progresando desde la etapa globular, escutelar y 

finalmente coleoptilar (Fig. 1. A), en las 

monocotiledóneas (Méndez et al. 2019). Si bien, en el 

presente trabajo se evaluó únicamente la presencia de 

embriones somáticos primarios se observó la presencia 

de embriones somáticos secundarios en medios de 

cultivo con putrescina exógena (Fig. 1. B). Esta 

respuesta concuerda con lo reportado por Sharry et al. 

(2006) quienes al inducir embriogénesis somática 

primaria en Melia azedarach L. utilizando 1 µM de 

putrescina observaron la presencia de embriones 

somáticos secundarios.  

 

 

 
Figura 1. Proceso de embriogénesis somática en 

Agave. A: estadios de embriogénesis somática 

primaria. B: embrión somático secundario. Gl: 

globular; Es: escutelar; Co: coleoptilar; Se: embrión 

somático secundario.  Barra= 1 mm. 

 

 

En el presente estudio, la putrescina exógena mejoró el 

número de embriones somáticos por explante en A. 

cupreata (38.8) y A. angustifolia (21.7) (Tabla 1). Los 

eventos celulares y morfogenéticos durante la 

embriogénesis somática están controlados por una 

variedad de condiciones de cultivo y efectos genéticos 

(Kakkar et al. 2000; Paul et al. 2009). Varias 

moléculas, incluida la putrescina, se han destacado 

como marcadores de inducción esenciales durante la 

embriogénesis somática (Montague et al. 1978; Chée 

et al. 1989; Minocha et al. 2004). Esta acción 

promotora de la putrescina sobre la embriogénesis 

somática puede deberse a una conversión eficiente de 

células competentes en embriones, como sugieren 

Bajaj and Rajam (1996). Reis et al. (2016) informaron 

un aumento de 55 embriones somáticos en caña de 

azúcar al utilizar putrescina. Esto concuerda, con el 
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efecto estimulante de la putrescina en la embriogénesis 

somática que ha sido reportado en varios cultivos 

importantes como en arroz (Bajaj and Rajam, 1996; 

Sathish et al., 2020), berenjena (Yadav and Rajam, 

1998), zanahoria (Takeda et al., 2002), vid (Bertoldi et 

al., 2004), cítricos (Wu et al., 2009), coco (Rajesh et 

al., 2014), soja (Arun et al., 2016) y trigo (Aydin et al., 

2016). 

 

En A. cupreata el mayor número de embriones 

somáticos se presentó en ambas concentraciones de 

putrescina (Fig. 2. A y B), seguido del tratamiento sin 

reguladores de crecimiento vegetal (Fig. 2. C) y el 

menor número se obtuvo con 0.5 µM de 2,4-D (Fig. 2. 

D). La alta concentración de auxina es importante para 

la adquisición de la capacidad embriogénica y para el 

estímulo inicial de la embriogénesis somática; sin 

embargo, reducir o eliminar la concentración de auxina 

también es importante para el desarrollo posterior de 

los embriones somáticos. Silveira et al. (2013) 

informaron un efecto negativo del 2,4-D en la 

maduración del embrión somático en el cultivo de 

callos de caña de azúcar en comparación con aquellos 

cultivados en un medio libre de reguladores de 

crecimiento vegetal. Por otro lado, se sabe que la 

putrescina puede proteger el ADN de especies 

reactivas de oxígeno (Ha et al., 1998) e inducir 

cambios proteómicos en seis clases de proteínas (AGP, 

peroxidasas, HSP, GST, LEA y proteínas 14-3-3), que 

se han asociado con la embriogénesis somática y las 

respuestas a condiciones de estrés (Reis et al., 2016). 

 

A pesar de que, hasta el momento, no se han 

encontrado reportes de embriogénesis somática en esta 

especie, este proceso resultó ser más eficiente en 

comparación con lo reportado por Domínguez et al. 

(2008) quienes lograron la generación de 10.5 brotes a 

partir de meristemos basales en A. cupreata utilizando 

1.5 mg/L de BA. La embriogénesis somática puede ser 

parte de una estrategia en el mejoramiento genético de 

la especie y además es preferida a nivel comercial 

debido a sus coeficientes de multiplicación y la 

posibilidad de semi-automatizar el proceso (Bautista-

Montes et al., 2022).  

 

Por otra parte, en A. angustifolia el mayor número de 

embriones somáticos se obtuvo con 1.7 mM de 

putrescina exógena (21.2 embriones por explante) 

(Fig. 2. F), seguido del tratamiento con 1 mM de 

putrescina exógena (9 embriones por explante) (Fig. 2. 

E), sin reguladores de crecimiento vegetal (5.2 

embriones por explante) (Fig. 2. G) y el uso de 2,4-D 

inhibió la presencia de embriones (Fig. 2. H). A 

diferencia de A. cupreata, A. angustifolia respondió 

positivamente al aumento en la concentración de 

putrescina. Reis et al. (2016) en caña de azúcar 

reportaron que, en comparación con el control, una 

concentración mayor de putrescina mostró los mejores 

resultados en cuanto al número de embriones 

somáticos. La putrescina exógena puede incorporarse, 

resultando en un alto contenido intracelular de 

putrescina libre, que puede ser necesaria para inducir 

el mejor desempeño durante la maduración de 

embriones somáticos.  

 

En la presente investigación se logró obtener 21.2 

embriones en 0.2 gramos de callo, estos resultados son 

3.7 superiores a los obtenidos por Reyes et al. (2017) 

en donde se reportó 34 embriones somáticos en 1.2 

gramos de callo con la adición de 0.5 µM de 2,4-D. 

Esta diferencia en la respuesta a los reguladores de 

crecimiento vegetal en la misma especie concuerda 

con lo reportado por Portillo et al. (2007) quienes 

señalaron que la producción de embriones somáticos 

está fuertemente influenciada por el genotipo, que fue 

previamente mencionado en un gran número de 

especies. 

 

 

Tabla 1. Efecto de la putrescina exógena en la maduración de embriones somáticos en dos especies de Agave  

Especie Tratamiento Concentración Porcentaje de callos 

embriogénicos (%) 

Número de embriones somáticos/ 

explante 

A. cupreata Sin RCV (-) 0.0 33.33±0.00bcd 22.4±15.07b 

2, 4-D (+) 0.5 µM 77.78±0.35a 7.8±4.86c 

Putrescina 1 mM 66.67±0.48ab 38.8±9.88a 

1.7 mM 11.11±0.35d 38.8±9.88a 

A. 

angustifolia 

Sin RCV (-) 0.0 33.33±0.00bcd 5.2±7.10c 

2, 4-D (+) 0.5 µM 0.00±0.00e 0.0±0.00c 

Putrescina 1 mM 22.22±0.35cde 9.0±2.80c 

1.7 mM 44.44±0.19abc 21.2±7.22b 

RCV: reguladores de crecimiento vegetal; (+): control positivo; (-): control negativo.  

Dentro de una columna, las mismas letras no son significativamente diferentes según la prueba de rango múltiple de 

Tukey (P≤0.05).  Los valores ubicados posterior a ± corresponden a la desviación estándar de los datos por tratamiento. 
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Figura 2. Maduración de embriones somáticos en agaves mezcaleros. A. cupreata (A-D), A) 1 mM de putrescina, B) 

1.7 mM de putrescina, C) sin RCV, D) 0.5 µM de 2,4-D. A. angustifolia (E-H), E) 1 mM de putrescina, F) 1.7 mM 

mg/L de putrescina, G) sin RCV, H) 0.5 µM de 2,4-D. Barra= 1 mm 

 

 

Germinación de embriones somáticos  

 

En el presente estudio, la adición de putrescina 

exógena mejoró un 32% la germinación de plántulas 

de A. cupreata, y en A. angustifolia no se encontró 

diferencia significativa en comparación con el control. 

Las plántulas normales presentaron un ápice radicular 

y, al menos, un par de hojas verdaderas con una 

longitud mínima de 2 cm y espinas en el margen de las 

hojas (Fig. 3. A). El mayor porcentaje de plántulas 

normales se obtuvo en A. cupreata con una 

concentración de 1 mM de putrescina exógena y para 

A. angustifolia con 1.7 mM de putrescina (Tabla 2). 

Una posible explicación de la tasa de conversión 

mejorada podría ser que la putrescina induce una alta 

división y expansión celular, lo que conduce a una 

mejora en la diferenciación celular (Kevers et al., 

2000, Satish et al., 2020). Muchos estudios han 

encontrado que la putrescina exógena puede aliviar 

eficazmente el estrés oxidativo, reduce el daño causado 

por el estrés adverso en los órganos fotosintéticos de 

las plantas y mantiene un alto nivel de metabolismo 

fisiológico (Mandal et al., 2014, Shu et al., 2015).  

 

 
Figura 3. Plántulas germinadas a partir de embriones 

somáticos. A: plántulas normales; B: plántulas 

anormales. Barra= 1 cm. 

 

 

Las plántulas anormales que presentaron hojas 

oscuras, engrosadas, con bordes irregulares y 

atrofiadas (Fig. 3. B) se presentaron en un 80% con 

2,4-D en A. cupreata.  Estas anomalías se han 

presentado en otros cultivos y han señalado la 

presencia de cotiledones ausentes o malformados, 

ausencia de meristemos apicales y radicales, color 

translúcido y pérdida de la bipolaridad, entre otras (El 

Dawayati et al., 2012; Ruffoni and Savona 2013, 
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Tabla 2. Efecto de la putrescina exógena en la germinación de embriones somáticos en dos especies de Agave  

Especie Tratamiento Concentración Tasa de conversión a plántulas (%) 

normales anormales 

A. cupreata Sin RCV (-) 0.0 52±0.56abc 48±0.56abc 

2, 4-D (+) 0.5 µM 20±0.34bc 80±0.34bc 

Putrescina 1 mM 84±0.39a 16±0.39a 

1.7 mM 52±0.69abc 48±0.69abc 

A. angustifolia Sin RCV (-) 0.0 60±0.26ab 40±0.26ab 

2, 4-D (+) 0.5 µM 0±0.00c 0±0.00c 

Putrescina 1 mM 24±0.40bc 76±0.40bc 

1.7 mM 60±0.39ab 40±0.39ab 

RCV: reguladores de crecimiento vegetal; (+): control positivo; (-): control negativo.  

Dentro de una columna, las mismas letras no son significativamente diferentes según la prueba de rango múltiple de 

Tukey (P≤0.05).  Los valores ubicados posterior a ± corresponden a la desviación estándar de los datos por tratamiento. 

 

 

García et al., 2019). Además, se sabe que las auxinas, 

principalmente el 2,4-D, son necesarias para la 

inducción de la embriogénesis somática y la 

multiplicación de embriones para aumentar el número 

de embriones que pueden producirse potencialmente 

mediante la embriogénesis somática indirecta 

(Pasternak, 2002) pero es necesario eliminar este RCV 

en las etapas posteriores porque su efecto dificulta el 

desarrollo del embrión y su posterior conversión en 

planta (Pasternak, 2002; Zavattieri et al., 2010). Esta 

potente auxina permanece en el tejido durante mucho 

tiempo y es difícil de eliminar (García et al., 2019). En 

el tratamiento con 2,4-D en A. angustifolia no se 

observo la regeneración de plántulas debido a que no 

se presentaron embriones somáticos en la etapa de 

maduración de embriones somáticos. 

 

CONCLUSIÓN 

 

Los resultados demostraron que la putrescina exógena 

en medio de cultivo mejora significativamente la 

maduración y germinación de embriones somáticos en 

Agave. Los resultados obtenidos en este estudio abren 

la posibilidad de aplicar putrescina en el proceso de 

embriogénesis somática en A. cupreata y A. 

angustifolia a nivel comercial. 
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