PERDER DE VISTALO ue
::7“ S,

UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO
DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

SEPARACION SEXUAL DE PLANTAS MODULARES IN VITRO DE Vallisneria
americana.Michx CON Y SIN INDUCCION FISIOLOGICA

TESIS PARA OBTENER EL TIiTULO DE:

LICENCIADA EN BIOLOGIA

PRESENTA:

MARIA GUADALUPE TORRES MARTINEZ

BAJO LA DIRECCION'DE:

DRA. VIOLETA RUIZ CARRERA

EN CODIRECCION DE:

M.C.A. JESUS BAUTISTA REGIL

VILLAHERMOSA, TABASCO. AGOSTQO 2024.

"ESTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE”



o

.-".“II Ihl"‘"\-l
(et IVERSIDAD JUAREZ e e H
& 1] AuTéNOMA DE TABASCO @

“EsTU )‘l.)\ DUDA. ACCION EN LA FE"

-l 2024

x- | Felipe Cavrillo
PUERTO

R
‘.

VISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DIRECCION
$
L 3
g

O Villahermosa, Tab., a 20 de Junio de 2024
(9 ASUNTO: Autorizacién de Modalidad de Titulacién

%

C. LIC. MARIBEL VALEN HOMPSON

JEFE DEL DEPTO. DE CER ION Y TITULACION
DIRECCION DE SERVICIOS E LARES
PRESE NTE o

Por este conducto y de acuego a‘la'solicitud correspondiente por parte del

interesado, informo a usted, b reglamento de titulacion vigente en
esta Universidad, ésta Direccn@é‘ mi ?D, autoriza a la C. MARIA
GUADALUPE TORRES MARTIN res e la Lic. en BIOLOGIA de la
Divisién Académica de CIENCIAS GICAS Ja opcion de titularse bajo la
modalidad de Tesis denominado: * AC SEXUAL DE PLANTAS
MODULARES IN VITRO DE Vallisneria amerft@ MICHX CON Y SIN
INDUCCION FISIOLOGICA”.

Sin oftro particular, aprovecho la ocasién para saludarle afe@samente.

AT ENT ENTEO

DIRECTOR DE LA DIVISION ACADEMICA

DR' O GARRIDO MORA S P
DE CIENCIAS BIOLOGICAS

C.c.p.- Expediente Alumno de la Division Académica
C.c.p.- Interesado

KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA
Consorcio de Tel. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dacbiol@ujat.mx
\ ' g‘ﬁ[‘:}l‘;’r‘; €5 Usar papel reciclado economiza energla, evita contaminacién y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosquos
- atmanies www.ujat.mx



<
“ESTUDIO EN) LA DUDA. ACCION EN LA FE”

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DIRECCION

C. MARIA GUADALUPE TORRES MARTINEZ
PAS. DE LA LIC. EN'BIOLOGIA

PRESENTE

fe.! 2C24
- 2= Felipe Carrillo
§ e

JUNIO 20 DE 2024

En virtud de haber cumplide’con lo establecido en los Arts. 80 al 85 del
Cap. 1II del Reglamento de titulacion de esta Universidad, tengo a bien
comunicarle que se le autoriza ld impresion de su Trabajo Recepcional,
en la Modalidad de Tesis denoriinado: “SEPARACION SEXUAL DE
PLANTAS MODULARES IN, VITRO DE Vallisneria americana
MICHX CON Y SIN INDUCCION FISIOLOGICA”, asesorado por la
Dra. Violeta Ruiz Carrera y M@A; Jesiis”Bautista Regil, sobre el cual
sustentara su Examen Profesional, cuyo”jurado esta integrado por el
Dr. Nicolas Alvarez Pliego, MCA.' Guadalupe)Hernandez Piedra, Dra.
Violeta Ruiz Carrera, M. en C. Rosa Amanda Florido Araujo y Dr. Carlos

Manuel Burelo Ramos.

ATENTAMENTE

ESTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN'LA FE

DR. ARTURO GARRIDO MORA
DIRECTOR

C.c.p.- Expediente del Alumno.
Archivo.

PIRECCION

KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA

\mﬁ;iltgs?ﬁadcs I'el. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dacbiol@ujat.mx

2, ' . F "
- Mexicanas Q(né? Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques
£ CA CN RO R FOSRNRG SRS R

www.ujat.mx



Felipe Carrillo
PUERTO

NOMA DE TABASCO

<
NJLA DUDA. ACCION EN LA FE

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
® DIRECCION

P 20 de junio de 2024

C. Maria Guadalupe@ s Martinez

Pasante de la Lic. en @ia.

PRESENTE

En cumplimiento de los line entos de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, se implemento
la revision del trabajo recepci (Tesis), a través de la plataforma Turnitin iThenticate para evitar el
plagio e incrementar la calidad”en los procesos académicos y de investigacion en esta Division

Académica. Esta revision se realizo en correspondencia con el Cédigo de Etica de la Universidad y el
Cédigo Institucional de Etica para estigacion.

Por este conducto, hago de su conocimmi yto las observaciones, el indice de similitud y el reporte de

’

originalidad obtenido a través de la re en la plataforma iThenticate de su documento de tesis
“Separacion sexual de plantas modu%n vitro de Vallisneria americana Michx con y sin

induccion fisioldgica”.

OBSERVACIONES:
Se excluyd bibliografia y se limité el '@de col encias a 15 palabras.
RESULTADO DE SIMILITUD - 4%

® ;2440 alabras, 12 coincidencias, 3 fuentes

A\
Finalmente, se le solicita a la C. Maria Guazwm To Q%rtinez, integrar en la version final del
trabajo recepcional (Tesis), este oficio y el info de o idad con el porcentaje de similitud de
Turnitin iThenticate.

Sin otro particular al cual referirme, aprovecho la oportunidad p@ viarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“ESTUDIO EN LA DURA. ACCION EN LA @

GARRIDO MORA
DIRECTOR

C.c.p. Dra. Violeta Ruiz Carrera. Directora de tesis.
C.c.p. Archivo

. . KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA O
L 0'33!'5;‘: dg d Tel. (993) 358-1500 Ext. 6400 y 6401, e-mail:direccion.dacbiol@ujat.mx
‘\—,‘Mcﬂié‘an‘i‘s & Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacién y despilfarro de agua y ay@
NI LRI CACOIN SR conservar los bosques .

www.ujat.mx



<

Separa@n sexual de plantas modulares in vitro de
Vallisnerid’americana Michx con y sin induccion fisiologica

INFORME DE ORIGIN }‘
R
4 “
% 0%

[NDICE DE SIMILITUD @
FUENTES PRIMARIAS s (/

cicy.repositorioinstituci%rﬂx 164 palabras — 2%

Internet

Internet

nanopdf.com ;

B @‘ ‘VQ(( 38 palabras — <1 %
P )

OO o/)
O
ACTIVADO DESACTIVADO

ACTIVADO g@\ 15 PALABRAS

: 0
www.congreso.mesoamerlca@v.&nach.mx 151 palabras P 1 /0

S
6%
Q
O

L



<,
%
3,

O, CARTA AUTORIZACION

El que suscribe, autoriza %r m

Auténoma de Tabasco para
Recepcional en la modali

A ]

io del presente escrito a la Universidad Juarez
utilice tanto fisica como digitalmente el Trabajo
de Tesis de Licenciatura denominado:
“SEPARACION SEXUAL DE P S MODULARES IN VITRO DE Vallisneria
americana MICHX CON Y SIN CCION FISIOLOGICA”, de la cual soy
autor y titular de los Derechos de Aut(@

La finalidad del uso por parte de g Unﬂersidad Juarez Auténoma de Tabasco el

Trabajo Recepcional antes menciénada, sera.unica y exclusivamente para difusion,
educacioén y sin fines de lucro; |zaci6n? se hace de manera enunciativa
mas no limitativa para subirla a la Abiertade Bibliotecas Digitales (RABID) y a
cualquier otra red académica co qu * Universidad tenga relacion
institucional. /‘

Por lo antes manifestado, libero a la Univ%d Ju@&\utbnoma de Tabasco de
cualquier reclamacion legal que pudiera eje respe uso y manipulacion de
la tesis mencionada y para los fines estipuladds en éste ento.

Se firma la presente autorizacion en la ciudad de Villahe Tabasco el Dia
20 de Junio de Dos Mil Veinticuatro. &

AUTORIZO @
MARIA GUADALUPE TORRES MARTINEZ 6

@mo
O

L



DEDICATORIAS
A Dios

Dedico mi tesis™ principalmente a Dios, quien me ha brindado fuerza, sabiduria y
resiliencia en cada paso de mi camino académico. El es quien me ha bendecido con la
capacidad de aprender,.me ha brindado entendimiento y sabiduria necesaria para

alcanzar este logro.
A mis padres

Con profunda gratitud a mi madre Amalia Martinez Gutiérrez y a mi padre Juan Torres
Arcos, ellos son mi mas grande inspiracion para luchar dia a dia y ser mejor persona,
siempre me brindan su apoyo incondicional para poder cumplir mis metas personales y
académicas. A pesar de las adversidades; ellos con su amor y carifio me motivaron a
nunca rendirme. También son los que me brindaron el soporte material y econémico para
dedicarme en mis estudios y nuncasabandonarlos. Cada éxito que alcanzo es también
suyo, ninguna palabra es suficiente parajexpresar tanto agradecimiento que siento por

ustedes.
A mis hermanos

Quiero agradecer a mis queridos hermanos Araceli, Sebastian y Miguel Alberto por
ensefiarme que todo se puede y que a pesar de las dificultades siempre habra una luz
de esperanza. Siempre recordaré el apoyo incondicional que me-brindaron en esta etapa
de mi vida. Gracias por ser mis pilares en los momentos mas desafiantes y por celebrar

conmigo cada triunfo. Los amo tanto.

A mi hija

A mi nifia Aida Mdnica Torres Martinez, por quien me inspiré a terminar_mi_carrera.
Agradezco inmensamente a dios que hayas formado parte importante de la historia de
mi vida, gracias por motivarme a seguir adelante a cumplir nuestros propositos

planteados. Gracias por ensefiarme lo bello que es la vida, tu brillo, tu alegria han llenado
mis dias de luz y como te lo prometi cada meta “LO LOGRAMOS JUNTAS”.



AGRADECIMIENTOS

A mis asesores

Toda mi gratitud” a-mi directora de tesis, la Dra. Violeta Ruiz Carrera quien me guio
siempre en este camino, sus ensefianzas han sido fundamentales en este crecimiento
académico y profesional..Gracias por inspirarme a seguir adelante, por su paciencia, su
apoyo incondicional, sds Jeonsejos como docente y amiga. Con sus palabras y
correcciones precisas logré llevar a buen término mi trabajo de tesis. Gracias por todos

Sus consejos, los llevaré grabados para siempre en la memoria en mi futuro profesional.

Quiero expresar mi agradecimiento_al Mtro. JesUs Bautista Regil, por su apoyo
incondicional, sus consejos y conocimientos me motivaron a perseverar y a nunca darme
por vencida en este proceso. Gracias por.ser un guia excepcional y por hacerme crecer

profesionalmente.
Comité sinodal

Agradezco a los miembros del comité\sinodal{ Dr. Nicolas Alvarez Pliego, M.C.A.
Guadalupe Hernandez Piedra, Dra. Violeta*Ruiz Carrera, M. en C. Rosa Amanda
Florido Araujo y el Dr. Carlos Manuel Burelo Ramoss‘quienes siempre amablemente
estuvieron dispuestos a ayudarme y dar seguimientogsaymi trabajo para culminar

satisfactoriamente.
A mis amigos

Expreso mi gratitud para aquellas amistades que iniciaron conmigo esta travesia
académica. Gracias por estar presentes, por la convivencia y los animos cuando me
sentia sola y lejos de familia. A Ulises quien con su compafia y persoenalidad tan
maravillosa me animo a seguir adelante e hizo mis dias de escuela los mejores) jUstedes

forman parte de mi vida, Gracias por todo!



INDICE Pag.

RESUMEN . ... oottt e e e e e e e e e e e e e nnn e e e e e e e e e ennnns 1
AB ST RA CT . o e e et e 2
PALABRAS CL AV E S i o et ettt e e e e e e eeaans 2
1 INTRODUGCCION ... sttt 3
2 ANTECEDENTES ... ... i e 5
2.1 DIOICISIMIO ..ttt e s s 5
2.2 Modelo de estudio: Vallisneria aMEREANA. ...........cccerriiiiiiiiiiiieeee e 5
2.3 Especies diOICAS SUMEITIAAS ......... i . eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiibbibbbbbbbeebb bbb eeaenaenees 7
2.4 Estrategias de diferenciacion SeXual. ... ..ccccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeecie e 9
2.5 Biomarcadores SeXUAIES............ ot e oo T i 10
2.6 Induccion floral en plantas in VItro .. L v e 10
B IUSTIFICACION ... st e e 12
4 OBIETIVOS ... e D 13
4.1 ODJELIVO GENETAL. ... e 13
4.2 Objetivos SPECIICOS .....uuviiiieiiiiiiiiiiiieeee e P B e 13
5 METODOLOGIA ...ttt et eae e eae s 14
5.1 Recoleccidén de material vegetal ................veeeiiieeiiiiiiiiiiieeeeen e N, 15
5.2 Aclimatacion de 1as plantas............cccooeviviiiiiiiiie e e b 15
5.3 Cultivo in vitro de semillas y explantes vegetativos.................eeeeeeeeeenenennn Sgie e, 15
5.4 Disefio experimental de induccion floral ... 0 16
5.5 Cultivo de plantas UNISEXUAIES..........cccoiiiiiiiiiiiiie e e 17
5.6 Indicadores de asepsia, viabilidad y crecimiento en l0os cultivos. ..............cccceeeee. 17

5.7 Analisis de pIgmeNntOS fOlIArES. .......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiei e 18



5.8 ANAlISISde datOS EStATISTICOS .. ..neeeee et 19
B RESULT AD O S c ... e et 19

6.1 Referencias detlongitud y biomasa de segmentos vegetales para los cultivos en

a1 o g0 Tol0S] 1410 1 T USSR 19
6.2. Proceso de aClimataCiON .............uuuuuuuuuuuminiiiiiiiiiieeieenennnnnnnanennennnererranneernnnannennnnne 20
6.3 Germinacion, regeneragion y modularidad de las plantas in Vitro........................ 21
6.4 Asepsia y viabilidad in vitro_de plantas modulares..............cccccevvvvviiiiiiiieeeeeeeeeins 22
6.5. Induccién floral y morfologias‘indeterminadas en plantas modulares in vitro...... 27

6.6 Caracteristicas de regeneracion y erecimiento modular de plantas germinadas y

UNISEXUBIBS. ..evvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt s ettt ettt et et ettt ettt ettt et eee e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 31
6.6.1 Plantas en preinduccion floral .......... 0 e 31

6.6.2 Plantas madre in vitro sin definieién sexual en proceso floral inductivo con

fitorreguladores ... N 32
6.6.3 Plantas modulares unisexuales - baseste hojas .. ). .........uuuruvmiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 33
6.7 Morfologia foliar y de los rizomas de plantas'madre unisexuales ........................ 35

6.8 Perfil y contenido de clorofilas, carotenoides y feofitinas de-plantas silvestres e

inducidas a floracion CON ANAY GAG.......ooeeoooeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee oo eeeeeee oo 35
7. DISCUSION ..ottt ettt 40
8. CONCLUSION .....cooouiieeciieieeeeeee et P 46
REFERENCIAS ..ot eee e en s s s snsaenen s st 47



INDICE.BE TABLAS
Tabla 1. Algoritmos para cuantificar clorofilas, carotenoides y feofitinas

Tabla 2. Parametros estadisticos de los datos pigmentarios en extractos

etanodlicos

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema representativo de Vallisneria americana Michx
Figura 2. Filogenia general de las angiospermas acuaticas

Figura 3. Esquema metodoldgico

Figura 4. Preparacion y cultivo in vitro de semillas

Figura 5. Disefio experimental y condiciones de cultivo in vitro con ANA 'y
GAs.

Figura 6. Longitud de segmentos vegetales y (biomasa total de las

unidades de cultivo por sexo iniciada en microcosmos

Figura 7. Plantas femeninas y masculinas de Vallisneria-americana.

Figura 8. Etapas de crecimiento de plantas modulares en cultivo in vitro

iniciadas de semillas
Figura 9. Clorosis en plantas modulares in vitro sin definicién sexual

Figura 10. Asepsia y viabilidad de bases de hojas de plantas madre

femeninas y masculinas durante el tiempo de cultivo.

Figura 11. Indicador de viabilidad en bases de hojas femenina y masculina

de Vallisneria americana

Figura 12. Distribucion porcentual de la contaminacion bacteriana/

microalgal vs asepsia de bases de rizoma

Pag.

19

39

Pag.

14

16

17

20
21

22
23

24

25

26



Figura 13.Asepsia y contaminacion en los cultivos de bases de rizomas

de plantas’madre unisexuales

Figura 14. Plantas modulares de Vallisneria americana sin floracion

completa en ANA« GAs durante un mes

Figura 15. Estructurassindeterminadas en la base caulinar de las plantas

madre modular con tratamientos de ANA 0.5 mg/L

Figura 16. Morfologias desrizomas inusuales sin definicion sexual con

tratamientos de GAs 0.5 mg/L comparada con el control

Figura 17. Morfologia comparativa de yemas de rizomas en las dos

concentraciones de ANA y GAs ensayadas

Figura 18. Regeneracion de hojas, raices'y rizomas en tres subcultivos de

la planta madre, previo al experimento de induccion floral

Figura 19. Crecimiento de rameteSy.yemas del rizoma durante el periodo
completo de cultivo con ANA 0.1 mg/Ly ANA 0.5mg/L

Figura 20. Crecimiento total de rametesy_yemas del rizoma durante el

periodo de cultivo con GA3 0.1mg/L y GA3 0.5'mg/L

Figura 21. Crecimiento de nuevas estructuras vegetativas‘en las bases de

hoja masculinas y femeninas

Figura 22. Caracteristicas morfologicas de las hojas y rizomas de las

plantas unisexuales en cultivo in vitro a 30 dias

Figura 23. Comparacion de los contenidos de clorofilas Cl a, Cl b,*Cl c;
total Cl, carotenoides y feofitinas a y b en extractos foliares etandlicos de
las plantas de campo en microcosmos y las plantas in vitro inducidas a
dimorfismo sexual con ANA y GAs en concentraciones de 0.1y 0.5 mg/L

Figura 24: Perfil espectral de extractos etanolicos de hojas femeninas y

masculinas de vallisneria americana

26

27

28

29

30

31

32

33

34

36

37

33



RESUMEN

La planta sumergida dioica Vallisneria americana esta experimentando disminucion
poblacional debidova la eutrofizacion. El presente estudio se propuso separar la
sexualidad de plantas(in vitro, inducidas a floracion fisiolégica con fitorreguladores y
regeneradas unisexualmente a partir de bases foliares y rizomas sin estimulos florales.
La floracion y los marcadores clorofilicos sexuales se evaluaron en dos concentraciones
de 0.1 y 0.5 mg/L de ANA y/GAs en MS modificado. Con una asepsia y viabilidad de
cultivos satisfactoria, las plantas presentaron crecimiento arménico modular durante la
etapa preinductiva y una diferenciacion morfoldégica indeterminada o inusual con
inhibicion de crecimiento modular durante la etapa postinductiva sin fitorreguladores.
Estos hallazgos sugirieron una floracion rudimentaria tipica de V. americana. En plantas
inducidas con 0.5 mg/L ANA, los extractas-hidroetandlicos presentaron contenidos de
Cla, Clb, Clc, Cl total y uno de feofitina b.parecidos a la planta femenina unisexual, y solo
carotenoides a la contraparte masculinay En el experimento siguiente, se promovio la
regeneracion en MSM de las bases de hojasyy no bases rizomas, de plantas unisexuales,
resultando el 50% de los cultivos asépticesyy viables, con flotabilidad y mostrando
modularidad satisfactorio. Adicionalmente se vislumbro la'separacion morfolégica sexual
de apice y nervadura. La incertidumbre de la floracion in_vitro conduce a reformular
hipotesis sobre el mecanismo floral de especies dioicas/ acuaticas en futuras
investigaciones de campo y reduccionistas. En cambio, se-establecié la primera
biotecnologia de propagacion y separacion sexual in vitro mediante el método

organogénico unisexual.



ABSTRACT

The dioecious’submersed plant Vallisneria americana is experiencing population decline
due to eutrophicatien. The present study aimed to separate the sexuality of plants in vitro,
induced to physiological flowering with phytoregulators and unisexually regenerated from
leaf bases and rhizomes without floral stimuli. Flowering and chlorophyll sexual markers
were evaluated at two .eencentrations of 0.1 and 0.5 mg/L ANA and GAs in MS
modificated. With satisfactery culture asepsis and viability, plants exhibited modular
harmonic growth during the )preinductive stage and indeterminate or unusual
morphological differentiation with,modular growth inhibition during the postinductive stage
without phytoregulators. These findings suggested a rudimentary flowering typical of V.
americana. In plants induced with 0:5*mg/L ANA, hydroethanolic extracts showed Cla,
Clb, Clc, total Cl and one pheophytin b contents similar to the unisexual female plant, and
only carotenoids to the male counterpart. in-the following experiment, regeneration was
promoted in MSM from leaf bases,”and.not rhizome bases, of unisexual plants, resulting
in 50% of the cultures being aseptic and yiable‘with buoyancy and showing satisfactory
modularity. In addition, the sexual morphotegical separation of apex and rib was glimpsed.
The uncertainty of in vitro flowering leads~to reformulate hypotheses on the floral
mechanism of aquatic dioecious species in future field.@and reductionist investigations.
Instead, the first biotechnology of in vitro propagation and”sexual separation using the

unisexual organogenic method was established.

PALABRAS CLAVES: macrofitas, sexualidad, floracion in vitro, pigmentos, morfologia

unisexual.



1 INTRODUCCION

Las poblacioneés/de herbaceas acuaticas sumergidas dioicas se encuentran afectadas
por la eutrofizacion gque repercute en la reproduccion sexual y asexual. La eutrofizacion
es una amenaza importante para los ecosistemas acuaticos al propiciar la proliferacion
de microalgas, cuyo- sobrecrecimiento reduce la disponibilidad de luz para los
productores fotosintéticos+<herbaceos (O'Hare et al., 2018). Con frecuencia, este
fendmeno se asocia a otreS.factores de estrés abidticos, como la temperatura, la
salinidad, el tipo de sedimento¥ el estrés por herbivoria (Moore et al., 2008, Zhang et al.,
2016). Por lo tanto, es imperativo investigar el sistema reproductivo dioico de Vallisneria
americana Michx., la especie sumergida representativa en los ecosistemas acuaticos del
Norte y centro de América, en particular en los humedales tropicales donde las

poblaciones unisexuales femeninas y masculinas aun prosperan.

El esfuerzo por repoblar a V. americana ha.sido dificil e infructuoso (Moore y Jarvis,
2008). Sin embargo, minimamente se enfoca la‘@atencion en el caracter dioico. Incluso se
asume que las poblaciones femeninas y-masculinasscomparten funciones ecoldgicas en
los ecosistemas, como proporcionar habitat'para la misma biodiversidad acuatica, resistir
por igual el estrés abidtico, entre varios mecanismos ecologicos compartidos (Hoffmann
et al., 2014). Sin embargo, los mecanismos de’ resistencia_al estrés eutréfico pueden
diferir entre los sexos, tanto en el patrén de desarrollo vegetativo como el floral (Feng et
al., 2020).

En las especies dioicas la expresion sexual esta regulada por diferentes genes que
sintetizan las hormonas vegetales especificas del sexo femenine "y masculino y
determinan la floracion bajo el estimulo de la luz y temperatura (Grant“et ‘al., 1994).
Especificamente, resulta un desafio aplicar las estrategias de cultivo de la bioteenologia
para resolver el dilema de repoblar a las herbaceas sumergidas con diferenciacion sexual
dioica (Zhou et al., 2016).

La biotecnologia de cultivo in vitro es una herramienta que permite guiar la morfogénesis
floral. El proceso de cultivo inicia con el cultivo de semillas o microestructuras

vegetativas, lo que implica el disefio de microambientes biofisicos y bioquimicos que



sostienen o_inducen el proceso sexual (Sharma et al.,, 2014). La aplicacion de estas
técnicas de cultivo permite manipular fisiologicamente la floracion a través de la
interaccion de” fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico,
etileno, etc. (Murthy)et al., 2012). La utilidad de alterar la estructura reproductiva con
fitohormonas se ha“demostrado en pocas plantas acuaticas y la literatura se encuentra

limitada en los tipos dioieos sumergidos (Khryanin, 2002).

Adicionalmente la sexualidadide las plantas dioicas puede registrarse con la deteccién
de biomarcadores pigmentarigS y.fendlicos. En plantas de V. americana reproductivas en
campo los biomarcadores contundentes de diferenciacion sexual fueron el perfil espectral
y la cantidad de pigmentos clorofilicos y de antocianinas foliares (Jiménez- Pérez et al.,
2022). Alternativamente, las diferencias, asociadas a la sexualidad de los morfotipos
sexuales se revelan con el marcador de-feofitinas (Tormena et al., 2020). Por lo tanto,
estos biomarcadores pueden servir para explorar el perfil sexual de plantas femeninas y

masculinas micropropagadas.

En consecuencia, el cultivo in vitro na solo es e€sencial como herramienta tecnolégica
dirigida a la propagacion de plantas femeninas y maseulinas de V. americana, sino que
también adquiere relevancia para esclarecér 'su biologia reproductiva (Jeffrey et al.,
2013).

Como alternativa para repoblar los humedales locales” gue registran pérdida de
vegetacion dioica, se puede esperar que la optimizacion contiiua de un sistema de
propagacion in vitro exploratorio de la especie con identidad sexuakapoye de manera
cientifica el desconocimiento del dioicismo en plantas sumergidas (Vannezzi et al., 2022)
y mejore las diversas estrategias de repoblacién que reportan a la fecha complicaciones

técnicas y ecoldgicas (Wang et al., 2020).

En esta investigacion, el objetivo fue inducir con fitorreguladores la floracion‘osseparar
plantas modulares femeninas y masculinas de Vallisneria americana usandog¢una
metodologia de cultivo in vitro adaptada para esta especie, siendo importante confirmar

la identidad sexual con biomarcadores fotosintéticos.



2 ANTECEDENTES

2.1 Dioicismo

En las plantas dioicas;.el pistilo y estambre se desarrollan en individuos separados y de
estas existen unas 15000+ especies en 1300 géneros y 60 familias de angiospermas
(Vannozzi et al., 2022), es decir, representan el 6% de las angiospermas (Barret, 2013).
La separacion sexual de especies dioicas evolucioné en respuesta a la seleccion natural
especializada para evitar la depresion por endogamia o por el beneficio que represento

a cualquiera de los sexos (Peng§Wu, 2022).

Las investigaciones han demostrado que femeninas y masculinas suelen tener
dimorfismo en morfologia, fisiologia, defensa y patrones de asignacion a la historia de la
vida. Es asi como un tema cientifico de interés es distinguir cuéles son las diferencias de
los procesos vegetativos del génere femenino y masculino asociados a sus funciones

ecoldgicas (Hou et al., 2004).

La determinacion del sexo es una disposicién_hereditaria para formar érganos, flores o
plantas femeninas o masculinas, esta determinacion ‘es’seguida por la expresiéon sexual,
que implica la formacién de primordios especificos de_0rganos regenerativos que
producen flores masculinas o femeninas. La transicion dé.un sexo a otro (inversion
sexual), puede producirse por factores naturales o por cefectos patolégicos y
experimentales (Khryanin, 2002). La separacion del sexo maseulino y femenino es un
mecanismo generalizado que garantiza la recombinacion y diversidad-genética, siendo
la identificacion temprana del sexo de gran importancia (Martin y Mort,'2022) pero dificil

de diagnosticar durante la morfogénesis vegetativa.

2.2 Modelo de estudio: Vallisneria americana

Vallisneria americana Michx. (Hydrocharitaceae) es una angiosperma perenne dioica-con
flores unisexuales en plantas separadas (Fig. 1), ampliamente distribuidas en el Este de
América del Norte, Canada, Estados Unidos, México, Guatemala, Honduras, Cuba, Haiti,

Republica Dominicana y Jamaica.
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Figura 1. Esquema representativo de Vallisneria americana Mich anta femenina,
b) planta masculina, al) representa la flor femenina, b1l) representa I@r masculina.
Nota. Autor de dibujo Kevin Dali, 2024. )\
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Es una herbacea sumergida que proporciona muchos beneficios al ecosiste tales
como filtrar el agua mediante la captura de carbono y de nutrientes en lagunas y es@os
(Sanchez et al., 2012) y es fuente de alimento y microhabitat de muchas especie

invertebrados y peces. Diferentes ecotipos se encuentran en ecosistemas de agua dulce’,



y salobres sujetos a una temperatura casi constante con amplias variaciones en la

tolerancia a’la salinidad (5 a 15 ups) y exceso de nutrientes (Tootoonchi et al., 2020).

La especie focal _se reproduce sexualmente por semillas y asexualmente mediante
crecimiento de rizomas formando densas colonias (Tootoonchi et al., 2019). La
polinizacion ocurre en laysuperficie del agua y después de la polinizacion, los pedunculos
de las flores femeninas’se.enrollan fuertemente y retraen las flores polinizadas bajo el

agua, donde se desarrollan.les frutos carnosos (Zhou et al., 2019).

El cuerpo vegetativo presentaraices fibrosas y hojas acintadas en roseta sobre un rizoma
corto vertical y las hojas sumergidas se extienden hasta dos metros mas conforme a la

profundidad del agua (Lowden, 1982).

2.3 Especies dioicas sumergidas

Los sistemas de determinacion del_sexo tienen un impacto importante en la biologia
evolutiva, asi como importancia para‘a produccion de semillas y frutos. En las plantas
acuaticas (hidrdéfitas) los mecanismos.‘sexuales evolucionaron muchas veces y se
dicotomizaron a partir de ancestros hermafroditas‘que han surgido varias veces en la
evolucion de las plantas con flores (Juvany_y’ Munney#2015). Actualmente el sistema

sexual exhibe una gran diversidad (Du y Wang;-2014).

Las hidréfitas estrictas se dividen en tres linajes, y los cuatro érdenes acuéticos se
encuentran en el nodo basal de cada linaje. La familia Cymodoceaceae y los géneros
Phyllospadix (Zosteraceae), Elodea y Thalassia (Hydrocharitaceae).son dioicos. Los tres
géneros restantes Lepilaena (Potamogetonaceae), Najas y Halophila (Hydrocharitaceae)
tienen especies monoicas y dioicas. La reconstruccién del sistema sexual indica que la
dioecia fue el estado ancestral en Hydrocharitaceae, y la monoecia y el hermafroditismo
se derivaron de la dioecia, también indica un estado ancestral de multiples origenes de

plantas acuéticas (Fig. 2) (Du y Wang, 2014).
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2.4 Estrategias de diferenciacién sexual

El dimorfismos€ntre hembras y machos no solo esta referido a sus caracteristicas
sexuales (6rganosseproductores), sino también a una amplia gama de caracteristicas
vegetativas reconocidas como dimorfismo sexual secundario (Cuevas et al., 2017), por
ejemplo, la diferencia‘en la*arquitectura de la inflorescencia entre machos y hembras (en
poblaciones dioicas) o maches y hermafroditas (en poblaciones androdioicas) representa
un dimorfismo sexual secundario muy importante que contribuyen al mantenimiento de
la separacion de los sexos (Pannell y Santos, 2014). Las caracteristicas reproductivas y
otras caracteristicas de la histefia de vida de las angiospermas acuaticas estan
estrechamente asociadas con formas-de crecimiento especificas: emergidas del agua,
flotando libremente, con hojas flotantese sumergidas (Du y Wang, 2014). En plantas
dioicas las distinciones en la estructura‘general y en los caracteres morfolégicos
individuales se hacen evidentes durante la época de floracidn, algunos sexos se separan
espacialmente a lo largo de gradientes de humedad, nutrientes, luz, temperatura y
salinidad (Beltran et al., 2022).

Para el caso del género Vallisneria se ha de€umentado gue las plantas hembra invierten
mas energia en la biomasa foliar y por la necesidad de desarrollar 6rganos reproductivos
soportan costos reproductivos mas altos que los machos, estas diferencias dimoérficas se
asocian principalmente a la disponibilidad de carbono y de luz, que a su vez son
dependientes de la temporalidad de recursos disponibles, la profandidad y otros procesos
como la eutrofizacion (Li et al., 2019). Otros informes han reportado rasgos que
distinguen los sexos en poblaciones dioicas mediante diferencias enirejlos sexos en la
etapa de semilla o plantula. En Rumex nivalis (Polygonaceae) se ha reportado que las
semillas masculinas son méas pesadas y germinan antes que las semillas femeninas, pero
los niveles generales de germinacion no difieren entre los sexos. Las semillas‘miasculinas
también son mas pesadas que las femeninas en Spinacia oleracea. De lo contrario
existen numerosos informes de diferencias de los sexos durante la fase vegetativa del
crecimiento de la planta (Barrett y Hough, 2012). Regularmente, la planta masculina
crece rapidamente y desarrolla flores antes del periodo de crecimiento vegetativo,

presenta mayor numero de rametes y es comun que la mitad de las poblaciones produzca



flores sinipolen (Maldonado et al., 2014). En reciprocidad, las femeninas muestran mayor
biomasa y ‘perduran mas tiempo durante la reproduccién debido a la produccion de
semillas y frutes (Spencer y Josh, 2013). La variabilidad morfoldgica de cada género con
el entorno ambientalyy la disponibilidad de luz en ecosistemas acuaticos debe influir de
manera desigual en la,_produccion y variabilidad de metabolitos vinculados con sus
procesos de adaptacién.y defensa (Kurtz et al., 2003). Si bien la predisposicion al estrés
abidtico de las plantas dioicas parece ser especifica de cada especie, en algunas es mas
tolerante el género femenino.y en otras el masculino (Juvany y Munné, 2015).
Igualmente, el estrés por luz influye en la fotosintesis y altera la composicion de los tipos
de metabolitos sintetizados, por €jemplo, provoca variabilidad sexual en la concentracion

de clorofilas y flavonoides durante lasfloracion (Timerman y Barret, 2019).

2.5 Biomarcadores sexuales

Las plantas femeninas y masculinas difieren en.toda una serie de indicadores biofisicos,
fisiologicos y bioguimicos que los caraeteriza de.tin sexo u otro. En la yerba mate, el
dimorfismo sexual tuvo una influencia significativa entlas huellas dactilares espectrales
UV-Vis, lo que confirmé que la feofitina es un posible’ biomarcador para las hembras
(Pauli et al., 2019).

2.6 Induccién floral en plantas in vitro

Aungue es conocido que la determinacidn sexual es fuertemente_influenciada por efecto
de las fitohormonas, principalmente giberelina y citoquinina, la accién del tipo y dosis de
fitorreguladores en tales distinciones no es universal, ya que, es totalmente dependiente
de la especie (Mukherjee et al., 2022). Adicionalmente, las investigaciones sobre la
determinacién sexual in vitro de plantas dioicas son escasas. En la especie\Vallisneria
americana la separacion sexual se analizé en plantas clonadas in vitro con €l estimulo
del incremento de Cy la relacion N/P y ambiente de luz sin obtener diferenciacion-sexual,
en contraste, la clonacion fue disparada en condiciones contrastantes de incrementode
nutrientes, (Bautista-Regil et al., 2016). Por su parte Pérez (2017) mostro vestigios de
masculinizacion en dosis baja de acido giberélico (GAs), en cambio en Martinez (2017)

la feminizacion se vislumbro con acido naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina (BAP)
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como inductores de floracion, sin la definicion de 6rganos floral. Las plantas in vitro de
Uma y Mohan_ Ram (1972), registraron la feminizacion y masculinizacién con el cambio
de las plantas‘inyitro a la radiacién alta de la condicion de campo (Rogers et al., 1995).

En cambio, en las\especies dioicas y no dioicas terrestres se tienen mas resultados
exitosos de induccion fleral. Galoch (1978) investigo la expresion sexual del cultivar de
cafamo con GAs, acido-indolacético (AlA), etefon, acido absicico y cinetina. Los
reguladores de crecimiento.se aplicaron por separado y en combinaciones sobre apices
de tallo de plantas determimadas sexualmente que tenian los primeros primordios
florales. El GAs promovio la masculinizacion, mientras que el 1AA, el etileno y la cinetina
tuvieron un efecto de feminizacionsobre el sexo del cafiamo. El acido abscisico no ejercid
ningun efecto directo sobre la “determinacion del sexo, sin embargo, actud
antagonicamente en relacion con el efectaejercido por GAs y IAA, los resultados indican
gue los reguladores de crecimiento pueden-hacer que los sexos respondan de diferentes
maneras, lo que provoca variaciones‘en el grade-de dimorfismo sexual (Galoch, 1978).

El desarrollo floral in vitro de Lolium\temulentum en plantas derivadas de apices
extirpados ocurrié después de la exposicion de lasfplantas a un dia largo (LD), mientras
que las extirpadas de las plantas en dias cortos (CD)spermanecieron vegetativas. La
diferenciacion floral in vitro fue razonablemente.normal y reéspondié cuantitativamente a
la induccién de LD anterior cuando se cumplieron tres condiciones. En primer lugar, la
escision no debe preceder a la llegada al apice del estimulo LD.de.las hojas. Esto parece
comenzar unas 22 horas después del comienzo de la LD y se completa después de otras
14 horas, momento en el que todos los 4pices aislados se determinan floralmente. En
segundo lugar, para los apices extirpados el dia posterior a la LD (Dia-Il) o temprano en
el Dia lll, se requiere la presencia de GAs en el medio para que se produzca la
diferenciacion floral en la mayoria de los explantes. Por el contrario, ni la-ginetina fue
beneficiosa, mientras que el acido abscisico inhibid la supervivencia y la difereneiacion
floral en los apices extirpados. El tercer requisito es el suministro adecuado de azucares,

particularmente después de que inicia la diferenciacion floral (McDaniel et al., 1991).

Amiri y Mohammadi (2021), desarrollaron un protocolo para la multiplicacion rapida de

brotes y floracion in vitro de Zumaque (Rhus coriaria L.) a partir de yema axilar. El medio
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MS suplementado con 1 mg/L de BAP y 0.2 mg/L ANA fue ideal para promover la tasa
maxima deproliferacion y floracion en 2500 lux durante 4-6 semanas. En la angiosperma
acuatica, Polypleurum stylosum planta de la familia Podostomacea que crece adherida a
las rocas en corrientes rapidas ocurrid6 a los cuatro meses de edad en crecimiento
continuo, cuando se€ transfirieron de medio liquido a medio semisolido gelificado. Esto

sugirio el papel clave deliagua en el control floral (Sehgal et al., 1993).

3 JUSTIFICACION

La propagacion de ejemplares demeninos y masculinos de Vallisneria americana es
necesaria para generar el germoplasma diferenciado sexualmente que culmine en la
repoblacion de esta especie vulnerada por eutrofizacién en los humedales criticos, como
el humedal Pantanos de Centla. ExXperimentos previos evidenciaron las etapas
reproductivas primordiales de la floracion\in vitro femenina y masculina mediante la
induccion con y sin fitorreguladores~de plantas clonadas in vitro. Sin embargo, es
necesario contar con el protocolo‘\/de flaracibon completo para impulsar la
micropropagacion clonal masiva de cada sexo, ‘ya~sea via regeneracion sexual o
vegetativa para suministrar explantes cultivables en estado adulto. Como la floracion in
vitro per se es dificil se proponen dos estrategias de cultivo para este fin. La primera es
inducir la sexualidad fisiolégica in vitro con los fitorreguladorées que dieron indicios de
floracion sexual temprana de Vallisneria americana a los auteres previamente citados
antes y describir el desarrollo morfolégico floral en etapas avanzadas. La segunda es
iniciar la clonacién con bases de hojas y bases de rizoma procedentes de las plantas de
campo diferenciadas por sexo e incrementar el nimero potencial de unidades de cultivo
en estado vegetativo adulto. A su vez, la diferenciacion sexual se puede analizar a travées
biomarcadores, que incluye el perfil espectral y los contenidos de clorofilas, carotenoides
y feofitinas. Conforme a lo anterior, se someten tres hipoétesis: a) la diferenciacién sexual
fisiologica se logra con los fitorreguladores ANA y GAsz en plantas modulares
provenientes del germinados in vitro, b) la sexualidad de las plantas modulares in vitro
se determina por el tipo sexual de los explantes vegetativos y c) la separacion sexual se

confirma con biomarcadores de la quimica dimorfica sexual.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Separar la sexualidad'desVallisneria americana en plantas modulares in vitro inducidas a
floracion con fitorreguladores y en plantas unisexuales femeninas y masculinas,
complementada con la identidad de marcadores morfolégicos florales y biomarcadores

sexuales fotosintéticos.

4.2 Objetivos especificos

Desarrollar plantas modulares in vitre’a través de la via sexual para inducir la sexualidad

femenina y masculina en plantas con_dos niveles de concentraciéon de ANA 'y GAs.

Establecer cultivos ex vitro donadores de eéxplantes yegetativos para propagar las plantas

modulares unisexuales in vitro sin induccionon fitorreguladores.

Determinar marcadores de crecimiento regenerativo y clonaly.la morfologia floral o foliar

de plantas modulares.

Contrastar el perfil y contenido de pigmentos fotosintéticos como biomarcadores de

sexualidad en plantas unisexuales precultivadas e inducidas in vitro:
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5 METODOLOGIA

El desarrollo ' metedoldgico de las etapas de investigacion se presenta en la (Fig. 3).

Recoleccion del material vegetal

Plantas femeninasy
masculinas

}

Semillas

Aclimatacion

Medicion Longitud de raiz y
Biomasa foliar

Cultivo in vitro de semillas

Regeneracion

¥

Disefio experimental
de induccion floral

Cultivo in vitro de explantes

Bases de hoja y bases de rizoma

¥ Evaluacion
Regeneracion sin
induccion floral
L Indicadores de Asepsiay
Viabilidad.
Analisis de pigmentos y
Morfalogia floral y
vegetativa
Escaneado UV-Vis J

l 7 Analisis de datos estadisticos

Cuantificacion

Figura 3. Esquema metodoldgico. 1) recoleccion del material vegetal, 2) aclimatacion; 3)
cultivo in vitro de semillas, 4) cultivo in vitro de explantes, 5) evaluacion de plantas y

explantes, 6) analisis de pigmentos y 7) analisis estadistico.
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5.1 Recoleecién de material vegetal

En las poblaciones de Vallisneria americana Michx. (Hidrocharitaceae) de la Laguna
Santa Anita, Centla, Tabasco (coordenadas 18° 21" 59" N. 92° 52°15"w. 18.3666, -
92.87096), las plantasfemeninas y masculinas se localizaron tanto en etapa de floracion
como fructificacion. Laos frutos y plantas completas se trasladaron sumergidos en agua
de la laguna a temperatura.ambiente. Las semillas se lavaron al chorro del agua para
eliminar el exceso de detritus y permanecieron en refrigeracion en recipientes de
plasticos con agua de llave aireada y renovada diariamente durante una semana. Los

especimenes femeninos y masculines se cultivaron separados en microcosmos.

5.2 Aclimatacion de las plantas

El microcosmo se disefid para cultivar y aclimatar las plantas de campo de V. americana.
Las plantas unisexuales femeninas'y masculinas disectadas se establecieron en
microcosmos de laboratorio hasta activar el crecimiento de rizomas y producir suficientes
rametes (x6). La longitud de las raices se midi6 contina regla a escala centimétrica (n=7).
Las hojas se disectaron a 10 cm de la zona caulinar y/Se)determiné el peso de la biomasa
para homogeneizar la unidad de cultivo (n=7). La siembrayde cada unidad disectada se
realizé en recipientes de plastico acondicionados de una cama de arena lavada. Los
recipientes se colocaron en microcosmos y se cubrieron consagua de la llave aireada
sobrepuesta. La separacion de sexos fue espacial y permanecierOn asi durante un mes
a temperatura ambiente con aireacion y luz blanca artificial de 100 pymol de fotones m2 o

1.
5.3 Cultivo in vitro de semillas y explantes vegetativos

El procedimiento de preparacion y siembra in vitro de semillas se desarroll6 de acuerdo
con Ruiz-Carrera et al., (2008) (Fig. 4).
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Figura 4. Preparacion y ‘cultivo in vitro de semillas. 1. Frutos recolectados; 2. Diseccién
de frutos. 3. Seleccién desemillas maduras; 4. Cultivo de semillas en condiciones

aseépticas.

Para la asepsia, se colocaron las semillas en 50 ml de etanol al 70% en un recipiente
comercial Gerber (100 ml) en agitacion durante 30 s y se desinfectaron con NaCIO al
10% por 10 min, finalmente se lavaron con‘tres a cuatro porciones de 50 ml de agua
estéril para eliminar el exceso de~Cloro. Aproximadamente 15 semillas asépticas se
colocaron en frascos comerciales Geérber esterilizados a 121°C y 1.5 Kg/cm? en
autoclave (Yamato Scientific SM300) con agua sintética (40 ml). Las semillas cultivadas
germinaron, con luz tenue (x 3 umol de fotones m?(s?). A los 15 dias las plantulas se
transfirieron en una campana de flujo laminaralmedio basico MS (Murashige and Skoog,
1962) modificado (MBM) formulado y conforme a Bautista-Regil et al. (2016) en condicion
estéril para guiar el proceso de crecimiento a estado adulto y.maedular. Similarmente, se
cultivaron en condicion aséptica y nutritiva y separados los explantes de bases de hojay
las bases de rizomas (1.5 a 2 cm) de las plantas unisexuales femeninas y masculinas

procedentes del microcosmo.

En todos los casos las renovaciones de medio MBM se realizaron cada 15.dias hasta la
regeneracién completa de la planta madre y el sostenimiento de la propagacién modular.
Las condiciones de operacion del cuarto de cultivo fueron luz de 100 micromol‘de fotones

m=2 s, temperatura de 28 °C (+ 1) y fotoperiodo de 16: 8 luz/oscuridad.

5.4 Diseiio experimental de induccion floral

La induccidn floral se realizd en las plantas modulares in vitro regeneradas de semillas y

clonadas sin definicion sexual en el MBM. En un disefio unifactorial independiente de
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ANA y GAs serevaluaron las concentraciones de 0, 0.1y 0.5 mg/L en una planta modular
+ 4 rametes con cuatro réplicas por tratamiento (Fig. 5). Se realizaron dos subcultivos
semanales durante la induccion fisiolégica y hubo dos subcultivos adicionales en
ausencia de fitorreguladores. Se revisaron visualmente en cada subcultivo durante un
mes las morfologias vegetativas y reproductivas usando un estereomicroscopio (Zeiss
Stemi DV4).

_

0.1 mg/L O.Smg/lY | 0.1 mg/L 0.5 mg/L FEMENINO MU GERMINADO
Tratamiento 1 Tratamiento 2 n, Tratamiento 3 Tratamiento 4 F M G
= - -
| o { W, [ i,
= =
( W, { Ly { dy

Figura 5. Disefio experimental y condiciones~de cultivo in vitro de ANA y GAs en

concentraciones (0.1 y 0.5 mg/L) por tratamientos.

5.5 Cultivo de plantas unisexuales

Las plantas unisexuales femeninas y masculinas de bases de hojasy bases de rizoma
fueron cultivadas en el mismo medio de cultivo MBM y subcultivadas'cada 13 dias por

un mes. Cada unidad de cultivo presenté dos explantes en cinco réplicas.

5.6 Indicadores de asepsia, viabilidad y crecimiento en los cultivos.

La asepsia de los cultivos se evaluo con la ausencia de desarrollos bacterianos y-algales.
Para calificar la viabilidad se utilizaron los indicadores de hojas verdes (categoria-de
hojas sanas), clorosis (categoria de hojas con pérdida de clorofila) y necrosis (categoria
de hojas con 75% de necrosis). La flotabilidad fue evaluada por la (viabilidad de las hojas)

y pérdida de flotabilidad por la (inviabilidad de las hojas) causada por necrosis. El
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crecimiento _smmodular fue analizado por el numero total de hojas y raices y las que
regeneraron de la planta madre, asi como por la formacion de rizomas y rametes. Los
registros de crecimiento también se realizaron en la etapa de induccién y postinduccion

de la floracion.

5.7 Andlisis de pigmentos foliares

Los extractos hidroetanolieos.foliares se procesaron separados de acuerdo con Jiménez-
Pérez et al. (2022). Las muestras frescas (20-30 mg) se molieron durante 3-5 minutos en
un homogeneizador de tejidos a temperatura ambiente con 2mL de alcohol al 80% y se
diluyeron con el mismo solvente para igualar las concentraciones de diferentes muestras
a 10 mg/mL. Los extractos se sonicaron en tubos de ensayo durante 5 min, se
refrigeraron a 5°C durante 20 horas. Los.extractos se centrifugaron en tubos Eppendorf
con (2 mL) a 3000 RPM por 15 min a 4°C.y.el sobrenadante se utilizé para analizar los

pigmentos. El proceso de extraccion se realizg_en,oscuridad.

El escaneado UV- Vis (Espectrofotometro (Shimadzu UV 1280) entre 200 a 750 nm se
realizd en los extractos etandlicos de7hojas de” plantas femeninas y masculinas
precultivadas en crecimiento modular y las plantas inwitro de los cuatro tratamientos de
induccion floral con ANA 'y GAs. Se comparo el perfil espectral de los extractos de acetona
entre los extractos etandlicos de hojas unisexuales de mierocosmos con aquellas de
plantas in vitro precultivadas e inducidas con fitorreguladores. Elicontenido de pigmentos
fotosintéticos, Cla, Clb, Clc y CI total se cuantificé usando loszlgoritmos del método
tricromatico de Ritchie (2008). El contenido de carotenoides se ‘cuantific6 usando el
algoritmo de Chen (2018).

Para analizar la feofitina de la Cla y Clb se agregaron a los extractos clorofilicos 1ml de
HCI, se agitaron a 30s, se registro la absorbancia a las mismas longitudes de<onda de
las clorofilas a'y b y se cuantificaron con las ecuaciones de Vernon (1960), (Tabla.1). Las

concentraciones de todos los pigmentos fueron expresadas en mg/g muestra fresca (mf).
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Tabla 1: Algoritmos para cuantificar clorofilas, carotenoides y feofitinas

Algoritmos de Ritchie (2008) | Algoritmos de Vernon (1960)

Clorofilas Feofitinas

Cl a= —0.3002A680 —1.7538A647 +11.9092A664
Clb = —1.2942A630+19:8952A647 —4.9401A664 Fa=21.67*A 666 nm-17.42*A 536 nm
Cl c = 23.6723A630 —7.9057A647 —1.5467A664 Fb= 31.90*A 655nm-13.40*A 666 nm

Cl total= 22.0780A630+ 10.2357A647+ 5.4224A664

Algoritmos de Chen (2018)

Carotenoides

Car= ((1000 x A470) - (2.05 x Cl a) <(114.8 x C| b)) x 2/ (245 x 1000 x 0.2).

5.8 Analisis de datos estadisticos

La base de datos fue disefiada y ordenada en Microsoft® Excel® V.230. En todos los
casos, la normalidad y homocedasticidad fueronverificadas con pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Cochran. Las pruebas ANOVAS con.analisis des-medias de Fisher o Kruskal

Wallis se usaron a p <0.05.
6 RESULTADOS

6.1 Referencias de longitud y biomasa de segmentos vegetales para los

cultivos en microcosmos
La longitud de los segmentos vegetales y biomasa total fueron significativamente
similares entre la unidad vegetativa femenina y masculina cultivada (p>0.05). La lengitud

promedio a partir de la raiz + 5 cm de base foliar fue 12 cm en femeninos y 16 cra'en
masculinos y la biomasa total fue de 4.8 g en femeninos y de 2.58 g en masculinos (Fig.6).
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Biormasa total

Parametros de longitud de segmentos wgetales

Figura 6. Longitud de segmentos vegetales y biomasa total de las unidades de cultivo
por sexo iniciada en microcosmos./kengitud defla raiz L(cm); F (1,12) = 0.7152, p =
0.4143. Biomasa total Bm (g); F (1,12)(=\2.7867,(p =0.1209.

6.2. Proceso de aclimatacion

Durante el periodo de aclimatacién de las plantas silvestres efn~microcosmos (Fig. 7a y
7b) en unidades vegetativas femeninas y masculinas precultivadas (Fig. 7c) la
temperatura del medio acuoso se mantuvo entre 27°C + 1, y junte~can la iluminacién
artificial y el fotoperiodo fijados favorecieron el desarrollo modular autotrofo de las plantas
enraizadas de cada sexo. Esto incluy6 la regeneracion de hojas y raices de la planta
madre y los nuevos rametes (Fig. 7d y 7e).

El tamafio de la planta madre alcanzé la altura de la columna de agua del microcosmos
(Fig. 7c), por lo que fueron mas pequefias en comparacion con las plantas de ambiente

natural que muestran longitud variable relacionada a la profundidad del agua.
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~a

Figura 7. Plantas femeninas y masculinas de IIisnerla@ericana. Plantas silvestres
*

completa, a) femenina y b) masculina, c) plantas cultivadas en microcosmos separado

por sexo. Desarrollo modular a cinco meses de cultivo en micr o d) planta femenina

y e) planta masculina.

6.3 Germinacion, regeneracion y modularidad de las planta@vitro

La germinacion de semillas de V. americana se definio con la emergenci@a radicula
y posteriormente el coledptilo (Fig. 8a), a los 15 dias de cultivo se observa@ arrollo
de plantulas y raices adheridas al medio de cultivo (Fig. 8b) en continuo cregimiento
estable de los brotes cada individuo se transfirié en tubos de vidrio (Fig. 8c). A Ij%as
de cultivo se logro un desarrollo in vitro saludable (Fig. 8d), el crecimiento modular
raices bien desarrolladas y nuevos rametes fue reproducible con el protocolo estableci

para esta especie (Fig. 8e).
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Figura 8. Etapas de crecimiento de plantas modulares Q ltivo in vitro iniciadas de
semillas. Plantula temprana (a y b), planta juvenil (c), crecir@ modular (d) desarrollo

de rametes (e).

6.4 Asepsia y viabilidad in vitro de plantas modulares Oé

La asepsia y viabilidad de las plantas modulares (n= 25) decayeron 2% a)gV4 dias de
cultivo (p <0.05), sin mostrar diferencias significativas en el tiempo. La ase@ inal fue
alrededor de 92% y fueron inviables el 4% por la manifestacion de clorosis. orosis
en la lamina foliar se relaciona con la intensidad del tono amarillento del medio@ SO
(Fig. 9). Mientras que declinaron gradualmente la asepsia y viabilidad en los cultivo(dt

plantas unisexuales iniciados de bases de hojas femeninas y masculinas (p <0.05), (F@

10). ‘
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La asep@alizé con una pérdida de 80% y fue similar a la viabilidad. Indistinto al tipo
de sexo, la es de hojas flotaron y mantuvieron la lamina foliar verde durante los tres
primeros dl'as,{ pués se hicieron cloroticas o necrosadas incluso ocurrié en las nuevas
hojas de la pIanta@dre (Fig. 11). La pérdida de viabilidad fue cercana al 80% (p<0.05)
con el indicador de<lorosis/necrosis, pero el indicador de flotabilidad fue méas favorable
para el diagnéstico@ﬁhbilidad en los cultivos femeninos y masculinos, aunque solo

alcanz6 promedios cerc a 50% en magnitud similar al finalizar el periodo (Fig. 10,

11). @

Figura 9. Clorosis en plantas modulares in vitro sin definicion sexua:i®planta aséptica
(categoria de hojas verdes) 15 dias, b) indicios de clorosis (categoria )\hojas con
pérdida de clorofila) 24dias, c) indicios de necrosis (categoria de necrosami@ en hojas

con pérdida de flotabilidad) 30dias.

©
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Figura 10. Asepsia y viabilidad de bases de hojas de plantas madre”femeninas y
masculinas durante el tiempo de cultivo. Viabilidad (VB), Clorosis/-,Necrosado
(Cloros/Necros), Flotabilidad (FLOT), Asepsia (ASP). A) femeninas: VB: F+(9,230) =
10.2569, p = 0.0000, Trans/necros: F (9,230) = 10.2569, p = 0.0000, FLOT: F (9,230) =
5.3017, p=0.00000, ASP: F (9,229) = 10.5515, p = 0.0000. B) masculinas: VB: F (9,230)
=10.608, p = 0.0000, Trans/necros: F (9,230) =11.7847, p = 0.0000, FLOT: F (9,230)=
2.5836, p = 0.0075, ASP: F (9,230) = 11.9341, p = 0.0000.
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Femenino

Masculino

A )
Figura 11. Indicador de viabilidad de bases @OJas ina y masculina de Vallisneria
americana. al, bl) clorosis y a2, b2) Iémina@ar ne @da, a3, b3) flotabilidad del
explante de cada morfotipo sexual (N=23 por se>‘<o). g

Comparativamente, las bases rizoma también presentaron 76% de aminacion a los
30 dias (Fig. 12). Sin embargo, el porcentaje de inviabilidad de IQ s del explante
femenino y masculino incrementé a medida que se presentaron crecimierp\de floculos
bacterianos y material vegetal fragmentado, asi como de una dispersiény celular y
peliculas de microalgas (Fig. 13). Por lo tanto, este explante no sobrevivié e eriodo

@%
O

de evaluacion, incluso en los cultivos asépticos (Fig.12).

4
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6.5. Ind@én floral y morfologias indeterminadas en plantas modulares in

vitro .
'y

Ninguna roraci&éue registrada en las plantas modulares in vitro (Fig. 14) en presencia
de ANA (Fig. A1-®‘GA3 (A2-C2), ni en el control.

..

° . . °
Acido Naftalco (ANA) Acido Giberélico (GA3)

B2. 20 dias
GA3 0.5

Figura 14. Plantas modulares de Vallisneria americana sin floraciéon completa en A'%
(Al1,BlyCl)y GAs (A2, B2, C2) durante un mes.

4
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Con 0.1 @mg/L de GAgs, hojas y rizomas se observaron mas alargados (Fig. 14). En
la misma figur se observa la turbidez del medio de cultivo que inicid con la exposicion a
GAs y se intef co por el incremento de la concentracion hasta desaparecer a los 15
dias de cultivo.®) obstante, predominaron algunas morfologias indeterminadas
inducidas en concentraciones de 0.5 mg/L ANA y 0.5 mg/L GAs, las que mostraron mejor
desarrollo hasta Ia@}rﬁ transferencia a medio de cultivo fresco (Fig. 15 y 16),
comparado con el contr@’ n ANA se formaron estructuras indeterminadas en el 60%
de los cultivos sobre la ba&&linar en el noveno dia que incrementaron el tamafio a

los 30 dias de cultivo (Fig. 15°c, d). En GAs se desarrollaron morfologias de rizomas

inusuales parte del rizoma en el o de los cultivos (Fig. 16 a, by c).

-

Figura 15. Estructuras indeterminadas en la base caulinar de las pl%madre
modulares con tratamientos de ANA 0.5 mg/L. Planta con desarrollo de e@ctura
indeterminada (a), estructura indeterminada en la base caulinar de la planta ma
Observaciones en estereomicroscopio: estructura indeterminada redonda (c), estruc
indeterminada curvada (d). Morfologia microscopica a 20x de la estructura indeterminadar

redonda en corte tranversal con presencia de cromoplastos.

28



el control (der). A) Tratamiento de GAs 0.5 mg/L despué tres subcultivos. 1a)

Figura 16. Morfologias de rizomas inusuales sin definiciopggll (izq) comparada con
duplicacién inicial de yemas del rizoma en la planta madre a los 9.dias, 2a) alargamiento
del rizoma a los 16 dias, 3a) desarrollo inusual del apice de los rs a 23 dias, no
presentd crecimiento de ramete, pero si la formacién de nuevas y@s apicales, 4a)
planta con algunas hojas y rizomas alargados de color marrén a 30 dias. atamiento
duplicado en GAs3 0.5 mg/L 1b) desarrollo inicial del apice de rizoma en for e.capullo
verdoso, 2b) alargamiento del rizoma a 15 dias, 3b) estructura translicida péa con
nuevas raices vista con una lupa a 18 dias, 4b) degeneracién del crecimiento d a

a los 20 dias observada en un estereomicroscopio. C) Desarrollo morfologico del ri Cma

en tratamientos de control de la Planta madre unisexual. 1c) plantas en medio de culti@
(Ms) sin fitorregulador con formacion del &pice rizoma normal a los 15 dias, 2¢) yema

apical normal del rizoma.
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El desarrollo.de las nuevas hojas, raices y rizomas del control result6 comparativamente
diferente a“los)tratamientos con fitorreguladores que mostraron yemas de rizomas de
formas variadas(Fig.17). El desarrollo de los rizomas en ANA 0.1 mg/L se caracterizo
por la estructura dejla yema en forma de capullo, en ANA 0.5 mg/L la yema apical se
desarroll6 en forma®scamosa. En GAs 0.1 mg/L el rizoma presento un tipo de desarrollo
peculiar en coloracion-purpura con la yema desnuda, por el contrario, a GAs 0.5 mg/L el
rizoma presentd una coeleracion verde y yema purpura en forma de roseta. Otra
caracteristica diferencial fue‘ellento desarrollo modular en los cultivos del control con
hojas y raices que permanecieron viables. Estas comparaciones se presentan en otra

subseccion (Fig. 16).

Figura 17. Morfologia comparativa de yemas de rizomas en las dos concentraciones de

ANA y GAs ensayadas.
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6.6 Caracteristicas de regeneracion y crecimiento modular de plantas

germinadassy unisexuales.

6.6.1 Plantaseén-preinduccion floral

Las plantas madre pravenientes de germinados (n= 288/300= 95%) asépticas/viables
mostraron crecimiento foliar, y radical en ascenso antes de la etapa de preinduccion con
fitorreguladores (Fig. 18). La.regeneracion de hojas, raices y rizomas por planta sucedio
en parsimonia. Las nuevas (hojas se formaron en los primeros 3 dias y mostraron
transicion regenerativa a los 27 dias. En contraste, con las tres regeneraciones de raices
en los dias 21 y 27. La clonacion deslos rizomas inicié a los 21 dias e incrementaron la

acumulacion y esta se mantuvo hastazaumentar a los 30 dias.

7 r

Estructuras regeneradas (N° planta)
w

ol .—.—.—.—.M

# N°H
4+ N°R
# N° Rizomas

0 3 6 12 15 18 21 24 27 30
Dia

Figura 18. Regeneracion de hojas, raices y rizomas en tres subcultivos de.la planta
madre (PM), previo al experimento de induccidn floral. Namero de hojas (N°H): F(9,240)
=12.5277, p = 0.00, Numero de raices (N° R): F (9,240) = 10.3006, p = 0.00, NUumero
de rizomas (N° Rizoma): F (9,240) = 4.3037, p = 0.00.
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6.6.2 Plantas madre in vitro sin definicion sexual en proceso floral inductivo

con fitorrequladores

La propagacion deframete madre inici6 a partir de los primeros 6 dias inducidos con ANA
0.1 mg/L, el desarrollo ‘de las yemas del rizoma inici6 a los 6 dias aumentando su
desarrollo a los 12-16 dias.y se mantuvo constante. En ANA 0.5 mg/L el proceso de
ramificacion y el crecimiento,de yemas de rizoma fue similar, sin embargo registraron
inhibicion respecto a ANA 0.1 mg/L. Los cultivos con fitorreguladores en concentracion
de 0.5 mg/L, a los 30 dias los rizamas comenzaron a degenerar y mostraron fragilidad en

proporcion a la concentracion de ANA.Q-1 mg/L (Fig. 19).

Crecimiento de rametes y yemas del rizoma
iy

36 9121619232630333740 3 6 9 12 16 10 23 26 30 33 37 407 e remas del rizoma
# 'Rametes
ANA 0.1 ANA 0.5
Dia

Figura 19. Crecimiento de rametes y yemas del rizoma durante el periodo completo de
cultivo con ANA 0.1: Yemas del rizoma: F (11,36) = 3.7955, p = 0.0012, Rametes: F
(11,36) = 3.4136, p = 0.0026. ANA 0.5: Yemas del rizoma: F (11,25) = 2.0127, p'=
0.0716, Rametes: F (11,25) =28.5456, p =0.0000.
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El crecimiente de rametes en GA3 0.1mg/L inicio en los primeros seis dias aumentando
su desarrollo a los 40 dias, en cambio en GAs 0.5 mg/L a los 9 dias inici6 el desarrollo
de rametes aumentando a los 40 dias. El desarrollo de las yemas de rizoma en
tratamientos con GAs 0.1 inici6 a partir de los 6 a 16 dias, aunque decliné a los 19 dias
manteniendo su desarrollo. En GAs 0.5 inicié su desarrollo a los 9 dias las yemas de
rizoma alcanzaron su'maximo desarrollo a los 40 dias (Fig. 20).

Crecimiento de rametes y yemas del rizoma
>

1 M

0

36 9121619232630333740 3 6 9 {2 16 19 23 26 30 33 37 40 * Yemasdelrizoma
# Rametes

GA; 0.1 GA; 0.5
Dia

Figura 20. Crecimiento de rametes y yemas del rizoma durante el periodo de cultivo con
GA3 0.1 mg/L: Yemas del rizoma: F (11,33)=1.0681, p =0.4147, Rametes: F (11,33)
=0.3803, p =0.9547. GA3 0.5 mg/L: Yemas del rizoma: F (11,36)=0.4785,p =0.9044,
Rametes: F (11,36) =0.5334, p =0.8674.

6.6.3 Plantas modulares unisexuales - bases de hojas

El crecimiento en numero de hojas, raices y rizoma fue mas rapido en las plantas
femeninas comparadas con masculinas. Las femeninas incrementaron el numero de

hojas a los 6 dias y simultdneamente raices y rizoma a los 15 dias. Cada tipo sexual
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regenerd hasta 5 hojas y entre 2 y 3 raices con tiempos pico menos definidos respecto a
las plantas“madre unisexual. Al finalizar el tiempo de cultivo el maximo porcentaje de
regeneracion foliar fue cercano entre ambos sexos (45%/sex0), no asi en regeneracion
de raices que fue/L.5 veces mayor en femeninas (Fig. 21).

El maximo incremento_.de rizomas femeninos por planta fue de 1.5 a los 15 dias y se
mantuvo en 0.5 el crecimiento desde los 21 dias. La superioridad de rametes femeninos
fue 3.3 veces mayor respegcto a masculinos a partir de los 21 dias, en los dias posteriores
fueron equiparables. Comparativamente, el follaje, raices y los rametes regenerados
fueron parecidos a las plantas‘madre unisexuales del control (Fig. 9).

Crecimiento de hojas, raices y rizomas

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 3 6 9 12 15 18 20 24 27 30 *NR
# Rizomas
Sexo: F Sexo: M
Dia

Figura 21. Crecimiento de nuevas estructuras vegetativas en las bases de hoja
masculinas y femeninas. Sexo femenino: Numero de hojas (N°H): F (9;230) = 0.7745,
p = 0.6402, Numero de raiz (N°R): F (9,230) = 1.0702, p = 0.3857, Rizomas:# (9,230) =
2.0688, p = 0.0332. Sexo masculino: Numero de hojas (N°H): F (9,230) = 1.1947, p =
0.2992, Numero de raiz (N°R): F (9,230) = 1.0222, p = 0.4229, Rizomas: F (9,230) =
0.9639, p = 0.4708.
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6.7 Morfologia foliar y de los rizomas de plantas madre unisexuales

En la Figura 22"se muestran los cortes laminares de las plantas unisexuales cultivadas
de bases de hoja..Los asteriscos indican los puntos de observacion del apice y parte
media de la lamina feliar femenino (a), masculino (b) en las bases de hoja femenina (c),
y bases de hoja masculina (d). La arquitectura estructural de las hojas present6 apice
agudo (a, b), el margen de la’base foliar es entero (c, d) dentado y fue similar en planta
femenino (e) y masculino (f). Ambos sexos presentan venacion tipo paralelodroma que
origind en posicién basal, 3 a.4 venas primarias con recorrido derecho (g, h), y otras
veces curvadas (i) hasta el apice-dende convergen (f), estrias transversales visibles en
la base laminar femenina (g) y poco~visibles en la lamina foliar femenina (i). Por el
contrario, en la base laminar (h) y lamipafoliar masculina (j) la distribucién de las estrias
transversales se observd mas divididas y.unarcadamente visibles respecto a la femenina.
En la misma (fig. 22), se observa el rizoma femenino (k) mas alargado comparado con el
rizoma masculino (l). Las caracteristicas morfelogicas de la estructura indeterminada

mostraron un patron celular tipico del rizoma.

6.8 Perfil y contenido de clorofilasy carotenoides y feofitinas de plantas

silvestres e inducidas a floracion con ANAY GAa«

Las hojas de las plantas silvestres femeninas y masculinas mostraron perfiles
pigmentarios parecidos en extractos etandlicos (Fig.23) y acetonicos (Anexo 1). Por lo
tanto, el analisis comparativo sexual del contenido de pigmentos de plantas precultivadas
versus inducidas fue analizado en extractos etandlicos. Las plantas silvestres femeninas
y masculinas mostraron contenidos estadisticamente similares de clorofilas’a, b, c y total,
asi como carotenoides y clorofilas a y b feofitinizadas (Fig. 24). En acetona‘el’contenido
de clorofilas fue méas bajo (Anexo 2). La Tabla 2 representan los pardmetros estadisticos

de los datos pigmentarios de extractos etanolicos y de extractos acetonicos (Anexo(3).
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Caracteristicas microscopicas de plantas unisexuales

-

=&
a) Puntos de observacion b) Puntos de observacion c) Puntos de observacion d) Puntos de observacion
en hojas F en hojas M en bases de hojas F en bases de hojas M

i) Lamina foliar media F j) Lamina foliar media M k) Rizoma F 1) Rizoma M

Figura 22. Caracteristicas morfolégicas de las hojas y rizomas dedas plantas unisexuales
en cultivo in vitro a 30 dias de cultivo. Observaciones esteomicroscoépicas: réplicas con
secciones marcadas para observacion en puntos del apice y parte intermedia de la hoja
femenina F (a) y masculina M (b), margen dentado del apice de la hoja_F (e), margen
dentado del apice de la hoja M (f) morfologia de la lamina foliar intermedia.F (i) y
morfologia de la lamina foliar intermedia M (j). Réplicas con secciones marcadas de las
bases de hojas F (c) y M (d), nervaduras de la base foliar F (g), nervaduras de la base
foliar M (h), morfologia del rizoma F (k) y M (I). Las evidencias corresponden a

repeticiones de tres hojas de diferentes cultivos principalmente las mas desarrolladas.
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Tambiénlas_plantas in vitro inducidas a la diferenciacion sexual fueron parecidas a las
hojas de campo en la significancia de todos los contenidos pigmentarios. Por magnitud
de concentracion’ se revelaron diferencias en las hojas femeninas silvestre ligeramente
superiores en clorefilas b, c y total y la feofitina b, mientras que los carotenos solo se

presentaron en el sexo.masculino en bajas concentraciones (~ 0.1 mg/g peso fresco).

Las plantas in vitro sinducidas a la diferenciacion sexual presentaron menores
concentraciones de pigmentos fotosintéticos respecto a las plantas precultivadas. En 0.5
mg/L de ANA mayores contenidos de clorofilas respecto a la concentracion baja y fue
inverso en carotenoides (0.1 mg/L) yla feofitina b se duplicé. En las dos concentraciones
de GAg, las clorofilas de hojas mostraron magnitudes parecidas a las hojas silvestres de
ambos sexos, asi como vestigios dexcarotenos y feofitinas similares. Por lo que los
marcadores pigmentarios in vitro no coineidieron con la definicion sexual de las plantas

silvestres, excepto por la mayor presenciasde carotenoides.

12|
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Figura 23: Perfil espectral de extractos etanélicos de hojas femeninas y masculinas.de

vallisneria americana.
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Figura 24. Comparacion de los contenidos de clorofilas Cla, Clb, Clc,

(0]

carotenoides y feofitinas a y b en extractos foliares etandlicos de las plantas de

en microcosmos y las plantas in vitro inducidas a dimorfismo sexual con ANA y GA3

concentraciones de 0.1 y 0.5 mg/L.
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Tabla 2. Parametros estadisticos de los datos pigmentarios de extractos etanolicos

Plantas precultivadas

Cla: F(1,7)=0.2331, p = 0.6439
Clb: F(1,7) =0.8528, p = 0.3865
Clorofilas Clc: F(1,7)=0.9492, p = 0.3624

Total Cl: F(1,7) =0.6733, p =0.4389
Carotenoides Carotenoides: F (1,7) =2.4409, p =0.1622

Feofitina a: F (1,7) = 0.0529, p = 0.8246
Feofitinas

Feofitinab: F (1,7) = 0.6967, p = 0.4315

Plantas in vitro FR (ANA)

Cla: F(1,6)=12.789, p=0.0117

Clb: F(1,6) =58.7141, p = 0.0003

Clorofilas
Clc: F(1,6),=72649, p = 0.0001
Total Cl: [£.(156) = 39:2482, p = 0.0008
Carotenoides Carotenoides: \F (1,6) =(24.5605, p = 0.0026
Feofitinaa: F (1,6)= 0.9463,p™=0.3682
Feofitinas

Feofitina b: F (1,6)'= 39.9756, p’= 0,0007

Plantas in vitro FR (GA3) ‘

Cla: F(1,6)=3.6018, p = 0.1065

Clb: F (1,6) =0.9596, p = 0.3651

Clorofilas
Clc: F(1,6) =0.4522, p=0.5263
Total Cl: F (1,6) = 1.5615, p = 0.2580
Carotenoides Carotenoides: F (1,6) =0.0252, p =0.8791
Feofitinaa: F (1,6) =1.9211, p =0.2151
Feofitinas

Feofitina b: F (1,6) =1.8292, p = 0.2250
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7. DISCUSION

La aplicacion de Ja tecnologia de floracion in vitro para inducir cambios fisioldgicos en
plantas madre de.sexo indeterminado de Valisneria americana, mediante el uso de
fitorreguladores resulté insatisfactoria, ya que los 6rganos florales masculino y femenino
completos no se definieron en ninguna concentracion de giberelina y acido
naftalenacético. Por el contrario, la propagacion de morfotipos unisexuales a partir de
plantas regeneradas de explantes vegetativos unisexuales de bases foliares fue la
alternativa mas adecuada e“ipmejorable respecto a las bases de rizomas debido al

resultado de menor mortalidad delmaterial de cultivo.

La morfologia de las plantas modulares fue reproducible conforme a los trabajos pioneros
(Bautista-Regil et al., 2016). Sin embargo,-los criterios foliares utilizados de hoja verde y
hoja necrosada para el diagnostico de_la viabilidad de bases de hoja maduras
pronosticaron la pérdida masiva desexplantes. En oposicion, el indicador de flotabilidad
facilitd un mejor reconocimiento de la“supervivengia, dando lugar la modularidad en la
mitad de los cultivos. El diagnostico de"la flotabilidadede las bases de rizoma fue dificil

debido a la grave contaminacion algal y mierobiana.

En el aspecto reproductivo, la floracion femenina y masculina de las plantas unisexuales
in vitro fue imperceptible durante el tiempo de induccién ypost-induccion fisiolégica con
ANA (0.1, 0.5 mg/L) y GAs (0.1, 0.5 mg/L), incluso en los‘controles. Es decir, no se
pudieron describir como estructuras florales visuales, como sépalos, pétalos, estambres
y pistilos, debido a que los fitorreguladores provocaron morfologias~indefinidas, aun
cuando se fijaron criterios de la literatura, por ejemplo, el fotoperiodo‘de dia largo. Es
probable que los rasgos microscépicos asociados a la morfologia floral rudimentaria de
esta especie sean desapercibidos, lo que resulta en una floracion con caracteristicas
incompletas o subdesarrolladas (Lowden, 1982). Para mejorar la interpretacion de la
formacién de estructuras morfolégicas atipicas que sugieren la manifestacion’de la
reduccion floral primitiva, es conveniente el antecedente del proceso de floraeion

compleja de Vallisneria (Lowden, 1982).

Segun estudios previos de floracién in vitro de V. americana en ausencia y presencia de

ANA con acido ascorbico (Martinez, 2018), se esperaba optimizar el desarrollo del
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primordia floral hasta el desarrollo del sector del rizoma alargado, gravitrépico, enjuto y
verde, que“identificaron como el rizoma vegetativo con pérdida de flotabilidad. Este
rizoma coincidi@ con la morfologia del rizoma blanco truncado, que presento

cromoplastos, aungue en este caso su crecimiento se detuvo.

Con GAs, la posible microfloracién fue mas evidente, pero en este caso presentaron
rizomas duplicados en«GAs 0.5 mg/L, similar al primordio floral reportado en Martinez
(2018), los que elongaron mas,y simultaneamente. Aunque fueron similares en la turbidez
inicial del medio de cultivo con Rérez (2017). En especies dioicas y en el espéarrago las
concentraciones de ANA para indugir floracién se han rebasado y en plantas acuaticas
solo ha sido posible con GAs, per@ _ne en una monocotiledénea dioica como Vallisneria,

de la cual solo se mencionan las floraciones esporadicas en condiciones de vivero.

Algunas otras posibles coincidencias con\os trabajos de microfloracion previos fueron
los cambios de forma en la punta de yemas; incluso se lograron hacer descripciones mas
precisas basados en Les et al. (2008)-TFal es el\caso de las formas de yemas de capullo

con GAs y ovoide con ANA, indistinto de\la,concéntracién milimolar.

Una rareza en los cultivos fue la formacion sucesiva) de desarrollos translicidos en
presencia de GAs muy parecidos a una“floracion “precoz, pero mostrando raices
rudimentarias. El crecimiento fue irregular, no solo por las formas de la yema descrita
también en Martinez (2018), sino también por la distancia_extensiva entre nudos de
rizomas. Estas descripciones morfolégicas irregulares en presencia de ANA y GAs
generaron confusion, por lo que se nombran estructuras indeterminadas o inusuales en

lo sucesivo.

Cabe destacar que la diferenciacion sexual basada en la respuesta hormonal se ha
considerado como un continuo de diferentes sistemas genéticos de determinacion del
sexo (Golenberg y West, 2013). En particular, las especies dioicas se agrupan/en dos
clases en funcion del mecanismo de desarrollo que da lugar a una flor unisexual (Mitchell
y Diggle, 2005). El mecanismo floral tipo | es mas definido, comienza desarrollando una
flor perfecta y se convierte en unisexual al terminar el desarrollo del androceo fase del

aborto de 6rganos que se produce durante el desarrollo es especifico de cada especie.
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El mecanisme unisexual tipo Il esta destinado a convertirse en pistilada o estaminada
durante la transicion a la floracion o poco después. El primordio floral de una especie de
Tipo Il s6lo iniciaun tipo de 6rgano sexual y, por lo tanto, no requiere un aborto controlado
de 6rganos; sin embargo, a veces se confunden con especies de Tipo | que abortan muy
pronto. En las especies dioicas, el desarrollo floral hermafrodita se convierte en
unisexual, haciendo que”los estambres de las flores masculinas dejen de crecer y
degeneren, y que los ovarios de las flores femeninas dejen de crecer sin degeneracion
asociada (Komai et al., 2016)..Esta diferenciacién sexual se produce mediante el aborto
selectivo del 6rgano floral opuesto. Dicho antecedente se ha citado en V. americana, sin
embargo, el mecanismo floraciGn™ en especies dioicas acuaticas ha recibido poca

atencion.

En cuanto al desarrollo de las plantas<modulares sin definicion sexual, durante la
induccion floral con fitorreguladores ceincidieron parcialmente en el tiempo de
regeneracion de hojas, raices Y/ rizomasseincluso fue parecido al control. En
contraposicion, la regeneracion en®lafase post inductiva en general fue lenta y
presentaron mayores incrementos de clerosis y negrosis. Este comportamiento cinético
durante la induccion floral y postinduccion mestrd ‘caracteristicas similares a las dos
etapas descritas en Martinez (2018). Independientemente_del fitorregulador aplicado, el
desarrollo del rizoma fue normal a una concentracion 0.1mg/L«y.en el control se ralentizo,
asi como en concentraciones de 0.5mg/L. Aunque fue en esta_concentracion donde se

presentaron las morfologias inusuales mostradas en la (Fig. 15):

En el cultivo in vitro de Spathiphyllum (Araceae) usando una concentracion mucho mas
alta de GAs (10 mg/L) se desarroll6 una morfologia floral anormal, ‘hubo.tendencia a
aumentar la longitud de los brotes y disminuyeron el nimero de hojas, el’peso fresco y
seco con el tratamiento GAs (Dewir et al., 2007). Parecido a las plantas“asexuales y
unisexuales perdieron funcion foliar siendo una condicion comun en el cultivo'invitro de
plantas acuaticas sumergidas. Las plantas de Thalassia hemprichii cultivadas‘en
invernadero presentaron incidencia hojas translucidas/necrosadas en proporcCion
aproximada de 30:70 (Zheng et al., 2018). El dafio visual de las hojas se atribuye‘a
condiciones de estrés asociadas a deficiencias de algunos minerales y enfermedades,

sin embargo, en los pastos acuaticos se adjudica a un mecanismo natural de
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translocaciénrsde nutrientes del ramete madre a la progenie para garantizar la extension
vegetativa.‘Menos favorecido fue el crecimiento modular en ausencia de fitorreguladores
(control), aunque hubo sobreestimulacion a mayor concentracion de ANA ya que
regeneraron suficientes raices y follaje y varios presentaron actividad estolonifera. Esto
se puede atribuir a 10s_diferentes origenes espaciales del material de cultivo y al estrés
in situ diagnosticado en_Bautista-Regil et al. (2016).

No se descarta que el fendmeno morfoldgico floral indeterminado haya sido provocado
por un efecto de estrés toxico'delfitorregulador o por sobrecalentamiento ambiental. Un
aspecto importante por tomar en»consideracion es la imprevista temperatura alta
alcanzada debido a una falla generalizada en el suministro de aire artificial de la
infraestructura que afecto las condiciones controladas del cuarto de cultivo. En analogia,
experimentos controlados que evaluaronssiel calentamiento global puede desencadenar
la floracion de Posidonia oceanica, simularon una ola de calor de seis semanas en
condiciones de mesocosmos de /laboratorie:?» Los resultados mostraron que el
calentamiento afectaba negativamenteta-las tasas de crecimiento de las hojas. Sin
embargo, al final del experimento, la mayoria deslas plantas calentadas florecieron,
mientras que las plantas de control no lo hicieron, aunssiendo genéticamente similares.
Se comprobo que la intensidad de la floracion(estaba significativamente correlacionada
con lariqueza alélica y la heterocigosidad. Este hecho sin preeedentes demuestra que la
respuesta de las praderas marinas al calentamiento sera“mas plastica, compleja y

potencialmente resistente de lo que se pensaba (Ruiz et al., 2017).

Favorablemente con el cultivo in vitro de Vallisneria usando el explante de base de hoja,
se logr6 propagar el tipo unisexual femenino y masculino y se-describieron los
pardmetros morfologicos de crecimiento y la predominancia de marcadores pigmentarios
de la sexualidad. Similar a Jiménez-Pérez et al. (2022), el género masculino de'la.especie
V. americana subtropical analizada en este estudio registr6 mayor longitud ‘de la raiz
principal, aunque la magnitud de la superioridad masculina fue estadisticamente
descartada entre los géneros sexuales. En este estudio dicha magnitud de la raiz fue
reproducible y junto con la cantidad de biomasa resultaron Utiles para registrar la
variabilidad de cada unidad de cultivo en los microacuarios y para estandarizar el tamafio

del material vegetal en experimentos sucesivos.
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En relacion cen los pigmentos foliares de las plantas unisexuales in vitro no se marcaron
diferenciasde sexualidad por el contenido ni en el perfil UV-Vis, sin embargo, en el sexo
masculino se detectaron vestigios de carotenoides y la feofitina b parece destacar. La
clorofila ¢ fue importante para informar sobre la asociacién de algas como marcadores
sexuales. Hipotesis“de. microalgas asociadas por temporada quiza hizo la diferencia.
Numerosos estudios “han tratado de determinar si existe una interaccion entre el
dimorfismo sexual y el contenido de pigmentos, por ejemplo, en hojas de cafamo se
demostro que el contenido de.carotenoides tiende a ser mayor en hembras que en los
machos Galoch (1978), lo cual‘€oincidio parcialmente en la estimulacién sexual con ANA
0.1 mgl/L.

Respecto a las descripciones morfolégicas de la hoja no marcaron diferencias sexuales.
Se distinguié una banda llamativa formada de pares de células de colores mas claros
gue rodean la vena media de la hoja llamada-banda lacunal encontrada V. americana de
Minnesota, (Martin y Mort, 2022)/ Las caracteristicas morfolégicas y anatémicas
inicialmente descritas en plantas” wivas des Vallisneria (Hydrocharitaceae), se
reconocieron como caracteres taxondmiees-indecises, lo que incluyé el largo y ancho de
las hojas y la presencia/ausencia de estrias.en los margenes, de acuerdo con Lowden
(1982).

Adicionalmente, las mediciones u observaciones comparativas fueron inconsistentes con
los estados morfolégicos de Vallisneria sp definidos por Les et<l., (2008) de 27 fuentes
diferentes. Incluso Martin y Mort (2022) establecieron nuevos estados para reducir los
caracteres polimérficos en la matriz filogenética con el fin de anularias plantas del jardin
comun usadas para diseflar el conjunto de datos morfolégicos™ vegetativos y
reproductivos de la informacion recopilada. Antes, McConchie y Kadereit (1987),
sugirieron profundizar sobre la morfologia floral pérdida o compactada de Vallisneria, por
la presencia de pelos androeciales que representaban una condicion evolutivamente
derivada. Los estudios de estos autores no incluyeron a los homdélogos masculinos y
femeninos para cada taxon, por lo que resulto dificil unir nuestros datos para distinguir

los caracteres sexuales de las plantas in vitro.
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De acuerdo.con Martin y Mort (2023), algunas caracteristicas de habito han sido
distintivas ¥ consistentes entre especies de Vallisneria, particularmente aquellas
relacionadas con‘la morfologia floral de las inflorescencias umbeladas en poblaciones de
Vallisneria americana de Florida Central. Las estructuras umbeladas inusuales fueron
descritas por Lowden (1982). Una hipétesis que se ha formulado sobre la inflorescencia
umbelada es que puedenser relictos de estirpes ancestrales que sobrevivieron mediante
reproduccion asexual, rasgos hereditarios dignos de reconocimiento taxonémico o
especimenes teratologicos resultantes de lesiones durante la formacion de flores. En
campo algunas flores umbeladas presentan tamafio floral miniaturizado y un nimero
reducido de partes, y las flores masspequefias muestran un cambio en la tendencia sexual
a partir de estigmas y rudimentos de*pétalos reducidos. En un caso, una inflorescencia
umbelada tenia flores pistiladas, asi como_las partes de una flor masculina, o que ha
sugerido una reversion mondica. Por estas rarezas se puede inferir la probabilidad de
gue esta floracion se haya potencializado en los_cultivos in vitro de Vallisneria en este

estudio, lo cual es una posible hipotesis_preliminar.

En analogia con los posibles vestigios florales o morfologias inusuales, el cultivo in vitro
de plantas suele producir rarezas como la embriogénesis somatica primaria y secundaria,
la organogénesis indefinida de raices, y raices peludas y embriones somaticos
agrotransformados que se han convertido en procesos biotecnologicos innovadores.
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8. CONCLUSION

Por la incertiddmbre de la floracion in vitro basada en el desarrollo de flores perfectas se
descart6 como /método para reproducir plantas modulares unisexuales regeneradas a
partir de semillas. A’ cambio se ofrece el método organogénico estable genéticamente
para propagar las plantas viables unisexuales femeninas y masculinas. La determinacion
del sexo por induccién fisioldgica con aplicaciones de ANA y GAs en concentracion
limitada o exceso, tampoce.dio evidencias de una floracion rudimentaria definida. En
cambio, la investigacion fue parcialmente reproducible respecto a estudios previos de
vestigios de microfloracion con los*fitorreguladores ANA y GAs, con la revelacion de
posibles marcadores morfolégicos'conspicuos, que son indicios para reformular hipétesis
sobre el mecanismo de floracién deseonocido en el cultivo in vitro de especies dioicas

acuaticas.

Estos son los primeros marcadores.morfologicos en su tipo en un cultivo in vitro de
plantas acuéticas basada en ciertas” sefnales reveladas en la fase inductiva y
postinductiva como fueron las irregularidades morfolégicas de las yemas y el crecimiento
atipico del rizoma, incluso el lento crecimiento. en-fase postinductiva de ambos
fitorreguladores. La sexualidad femenina y masculina con,los marcadores pigmentarios
revelados no fue cuantitativamente en los extractos foliares etanolicos de plantas in vitro,
aunque por la magnitud de concentracién se inclinaron al sexo femenino las Cla, Clb,
Clc, ClI total y feofitina b, respecto al sexo masculino los B_earotenos fueron mas
sobresalientes presentaron similitud en plantas in vitro. Los hallazgos de este estudio son
importantes para monitorear la diferenciacion sexual en futuras investigaciones de campo

y reduccionistas.
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Anexo 2. Contenidos de clorofilas Cla, Clb, Cle, total Cl,.carotenoides y feofitinas ay b

en extractos foliares de acetona de las plantas de campeten microcosmos.

Tabla 3. Parametros estadisticos de los datos en extractos de acetona

Plantas silvestres

Cla: F(1,7)=2.0864, p =0.1918
Clorofilas Clb: F(1,7) =1.6955, p =0.2341
Clc: F(1,7)=1.1388, p = 0.3213
Total Cl: F (1,7) =1.8964, p=0.2109

Carotenoides Carotenoides: F (1,7) = 1.5007, p = 0.2602

Feofitinas Feofitinaa: F (1,7)=0.7975, p =0.4015 Feofitinab: F (1,7)=2.0167, p =0.1985

Anexo 3: Tabla de parametros estadisticos de extractos aceténicos.
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