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Abreviaturas

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético
AIA  Acido indol-3-acético

AIB  Acido indol-3-butirico

ANA  Acido-naftalenacético

BAP  Bencilaminopurina

BGA  Base de germinado aislado
BGC  Base de germinado completo
BRA (" Base de rameto aislada
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PIC Picloram
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Resumen general
Los métodos de repoblacion sustentable son urgentes en los humedales que registran declinacion de
vegetacion acuatica sumergida por estrés abidtico. En Vallisneria americana, el protocolo de
induccion“directa de embriones somaticos fue optimizado en medio de cultivo MS (0.5X) liquido y
heterotrofo para-analizar el efecto de los fitoreguladores (FR) 2,4-D, BAP y TDZ, separar la influencia
de la complejidad‘de la base caulinar, asi como para masificar las masas proembriogénicas a través

de sistemas de embriogénesis de alta frecuencia.

La asepsia y sensibilidadesde)las bases caulinares de germinados, aislada y usando el germinado
completo, a los fitoreguladores individuales se evalu6 en concentraciones de 2.4-Dde1y2mg L'y
BAP y TDZ de 0.6 X 103y 0.6 x105mg L' con un control de MS. Las respuestas de células
suspendidas, callo café, callo crema; pelicula de células adherida a la superficie del recipiente,
medio oleoso y contaminacion (expresadas.en % de cultivos) se registraron cada semana durante 30
dias. El 77-98 % de los cultivos de explantes aislados y completos presentaron asepsia similar y
predominio de células suspendidas procedentes de callo embriogénico. Las condiciones in vitro que
promovieron sensiblemente las dispersienes celllares embriogénicas en base caulinar aislada
fueron 2,4-D elevado y TDZ bajo y en la base compleja.fue BAP bajo; mientras que en el resto los
tratamientos y en el control de ambos explantes, las suspensiones celulares inespecificas estuvieron

presentes en mayor porcentaje.

Los resultados de la sensibilidad obtenida en las bases de germipades se utilizaron para mejorar el
disefio experimental de induccion celular embriogénica usando las bases caulinares de germinados
y rametos, aisladas y completas. En condiciones de cultivo in vitro-anteriormente indicadas fue
evaluada la complejidad entre bases caulinares de germinados y las de‘ramétos bajo los efectos
interactivos de la auxina 2,4-D de 2 mg L' y de las citocinas BAP de 1 mg -y TDZ de 0.6x10-3, asi
como por sus concentraciones individuales. En los cultivos se formé callo embriogénico por via
indirecta, masas proembriogénicas que desarrollaron hasta embriones, asi‘_como células
suspendidas. El proceso embriogénico de V. americana fue sobresaliente en bases caulinares de
germinados aisladas y complejas con el suministro individual de 2,4-D y en menor magnitud’de<TDZ,
por presentar mejores dispersiones celulares para obtener los cultivos embriogénicos de”alta

frecuencia.
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INTRODUCCION
Las ‘angiospermas sumergidas enraizadas representan un componente clave para mantener los
servicios.ambientales en los ecosistemas acuaticos (Hobbs y Harris 2001), ya que juegan un papel
relevante enda.dindmica tréfica, benefician la abundancia y diversidad de la fauna acuatica asociada,
y la purificacién. del, agua (Sanchez et al. 2012). Sin embargo, la vegetacion sumergida comparte
problematicas ecolégicas similares en los ecosistemas de limnéticos, estuarinos y marinos (Ailstock
y Shafer 2006, Orth et al~2006, 2010, Roca et al. 2016, Wuang et al. 2016, McSkimming et al. 2016);
donde presentan registros-de declinacion drastica o pérdida y los escenarios de manejo para su

restablecimiento han sido desfavorables y complicados (Dewsbury et al. 2016).

Las causas de la vulnerabilidad de_lavegetacion acuatica sumergida han estado mas asociadas a
factores antropicos con efectos deforma periddica y circunstancial, como la eutrofizacion,
salinizacion, sobrepesca y navegacion que a los naturales como la dinamica del ambiente (del
Milenio EDLE 2005, Sanchez et al. 2007, Sanchez et al. 2012, Ogdahl y Steinman 2015, Roca et al.
2016). Existe consenso mundial qué |a recuperaeién del habitat de vegetacion acuética es clave para
sustentar la operatividad de un programa‘de manejos€n los ecosistemas acuaticos impactados (Best
et al. 2008, Pan et al. 2016); asi, los estudios de la vegetacion acuatica sumergida promueven el
cuidado de los bienes y servicios de los ecosistemas acuatices (Sanchez et al. 2007, Porrier et al.
2010). Sin embargo, la repoblacién de angiospefmas acuétieas-sumergidas a través del trasplante
de organismos de poblaciones donadoras naturales no ha sidosexitosa por presentar variacion
genética reducida y por los procedimientos mecanicos invasivos quesse usan en la extraccion de
material vegetal original (Kujawshi y Thompson 2000), no se ajustan al‘paradigma general de gestion

de recuperacion en los humedales (Poirrier et al. 2010).

Incluso la ventaja de la dispersion de semillas, que comienza a ser el método.de ‘siembra més
aplicado en diversos proyectos de repoblacion, presenta también limitaciones de indole’ ecoldgica y

complicaciones tecnolégicas (Iriondo 2001, O" Donnell et al. 2016).

En los humedales costeros del territorio mexicano, ha sido registrada la vulnerabilidad™ de
angiospermas sumergidas, pero sin reportes de alguna accién de repoblacion emprendida (Sanchez

y Barba 2005, Sanchez et al. 2007, Ruiz-Carrera y Sanchez 2012a). En el caso del humedal fluvial



Pantanos de Centla, la produccién de plantas de Vallisneria americana para iniciar proyectos de
repoblaCion se esta enfrentando mediante tecnologias in vitro (Cruz 2010, Ruiz-Carrera y Sanchez
2008, 2042a.y2012b).

La tecnologia in Vitro favorece la propagacién masiva de plantas asépticas, en menor tiempo y en
espacios reducidos; aunque es mas reciente su aplicacion en especies de angiospermas sumergidas
(Kujawshi y Thompson 2000, Ke y Li 2006, Ruiz-Carrera y Sanchez 2014). Ademas, el sistema in
vitro permite el desarrollod€"os estudios sobre la biologia basica y reproductiva de estas especies
enfocadas a mejorar su propagaeion in vitro (Ailstock y Shafer 2006, Ke y Li 2006, Marion y Orth
2010, Cruz-Cruz et al. 2013). La propagacion in vitro por las vias de organogénesis y embriogénesis
somatica (ES) conducen a la morfogénesis (Davey y Anthony 2010). Ambas vias, representan una
enorme capacidad de multiplicacion en”angiospermas sumergidas, ya que a partir de estructuras
pequefias se generan propagulos con apice y raiz, o semillas desnudas. La tecnologia in vitro por
embriogénesis somatica resulta el métodotprometedor para masificar plantas de V. americana
porque incrementa la posibilidad de/Suministrar-germoplasma sustentable para la repoblacion de

ecosistemas sin restricciones ambientales\normativas‘de bioseguridad (CIBIOGEM 2010).



ANTECEDENTES

Generalidades de Vallisneria americana

Vallisneria americana Michx es una angiosperma acuatica sumergida arraigada al sustrato arcilloso,
arenoso o ambos’(Moore y Jarvis, 2007, Ruiz-Carrera y Sanchez 2012b). La colonizacién de esta
especie se ve reducidaien altas condiciones de salinidad y turbidez, ya que su habitat preferencial es
oligohalino (Novelo 2006, Moore y Jervis 2007. La especie es considerada indicadora de

enriquecimiento de nutrienteSy(Benson et al. 2008).

La especie es dioica, perenne y con formas de reproduccion por semillas, rizomas y estolones
(Novelo 2005 y 2006). La floracién.y la fructificacion tipicamente ocurre en verano produciendo
aproximadamente unas 168 semillas por fruto; y la produccion de semillas depende de la extensidn
de la poblacion siendo su rango de 1,0000m? a 16,000 m2. Vallisneria americana presenta flores
pistiladas que elongan hacia la superficie del~agua (Moore y Jarvis, 2007). La especie muestra
distribuciéon amplia y es representativa_en.varios-ecosistemas acuaticos de Norte y Centro América,
en el Atlantico y el Golfo de México y/eninteriores” de Nueva Escocia y Sur de Dakota, Asia y
Australia (Moore y Jarvis, 2007, Les et al-:2008). Enda Republica mexicana se encuentra en los
estados de: Campeche, México, Morelia, Quinta“Roo, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz (Lot et al.
1986, Novelo 2006). Sin embargo, las poblaciones de V. ameficana presentan declinacién masiva o

desaparicidn progresiva (Sanchez et al. 2007 y 2012, Ruiz-Carreray*Sanchez 2012a).

Vallisneria americana es una especie valiosa por las diversas funciones,ecologicas que redundan en
servicios ambientales del ecosistema acuético, como los humedales ((RAMSAR 2000). En el
ecosistema sus poblaciones incrementan la disponibilidad de alimentos, ya_gue funcionan como
habitat que provee sustrato y aportan detritus, refugio y area de cria, reclutamiento”de organismos
asociadas a la actividad pesquera de los habitantes de la zona del sitio RAMSAR; Reserva de la

Biosfera Pantanos de Centla (Arévalo y Mendoza 2012 y Sanchez et al. 2012).

Técnicas para la repoblacion de angiospermas acuaticas
La dispersion de semillas y la propagacion in vitro son las técnicas mas recientes que se estan

explorando a gran escala para repoblar angiospermas acuaticas como: Posidonia oceanica,



Vallisneria, americana y Zostera marina (Balestri y Bertini 2003, Zhonggiang et al. 2005, Ailstock y
Shafer2006, Ke y Li 2006, Moore y Jarvis 2007, Schloesser y Manny 2007, Marion y Orth 2010,
Zarranz et al.*2010, Kauth y Biber 2015, Cai et al. 2016). La propagacién de angiospermas de
ecosistemas/_marinos y estuarinos ha recibido mayor atencion que los limnéticos. Aunque
permanentemente’ se estan mejorando las tecnologias para determinar el medio de cultivo y las
condiciones &ptimas yde propagacion in vitro (Davey y Antony 2010), que por métodos

biotecnoldgicos se efectuela conservacion de plantas (Cruz-Cruz 2013).

La enmarcada importancia” de«conservar la biodiversidad mediante métodos efectivos de
preservacion de variabilidad genética y de repoblacién por medio de técnicas de cultivo in vitro
ofrece un potencial amplio para la reproduccion y multiplicacion de Embrion somatico (Es) a partir de
suspensiones celulares embriogénicas mediante la evaluacion de explantes y fitorreguladores (Freire
2003, Zarranz 2010, Hernandez, 2012, Mukul-Lopez et al 2012, Espinoza 2014, Subhashini 2014).

Embriogénesis somatica (ES)

La ES un proceso celular in vitro que™potencializa”la totipotencia y la competencia de células
haploides o diploides, principalmente de fas-células de“tejidos vegetales jovenes (explantes) para
formar una nueva planta (Pierik 1990), solo basta tener ‘¢élulas competentes para responder a las
vias de la ES. Esta via de regeneracion somaclonal, €S-empleada como herramienta de

conservacion y mejoramiento genético vegetal.

El método de ES ha favorecido la obtencién de germoplasma de genotipos modelos que regeneran
in vitro con poca dificultad (Zavattieri et al. 2010). Este proceso de regeneracion requiere de dos
fases, induccion embriogénica y expresidn de los embriones resultantesv(Freire 2003). La
diferenciacion celular o su inhibicién depende del genotipo, su potencial embriogénico y para ser
responsivo se necesita la participacion de los reguladores de crecimiento (Zavattieri et.al. 2010). La
induccion de las células a embriones somaticos necesita la sefial de auxina o citocininas 0 ambos
para la polarizacién celular, la divisién asimétrica y la reorganizacidn celular, como ocurre cen su

homdlogo cigético (Fehér 2008, Pagnussat et al. 2009, Gutiérrez-Mora et al. 2012).



El embtion somatico pasa por los estados de desarrollo y diferenciacion igual que el tipo cigético,
hasta-alcanzar el estado cotiledonar (George et al. 2008). Por lo tanto, las fases criticas de la ES,
son la pelaridad del cigoto y su elongacién, la activacion del genoma, la division del cigoto, la
separacién de.a célula basal y apical, la diferenciacion de la hipéfisis y formacién de la raiz, del
protodermo y ¥adial, meristemo y la iniciacién cotiledonar (Lau et al. 2012). En Picea abies se
analizaron tres linea$ ¢elulares para el desarrollo Es, y se encontrd con metabolismos significativos
para el desarrollo del‘Esylo que indica una sefializacion de bloqueo de auxina enddgena y el azlcar
en etapas iniciales del desarrollo del Es, estrés por la presencia de metabolitos estimulantes de la
etapa tardia del embrion (Businge et al. 2012). EI dominio apical del embrién si es adecuado,
prolifera y, finalmente, da lugar a.laptantula, mientras que la parte basal, el suspensor del embrion y
cuando ocurre la diferenciacién terminal, se elimina poco a poco a través de la muerte celular
programada (Smertenko y Bozhkov;»2014). A partir de suspensiones celulares de lineas no
embriogénicas y lineas inducidas embriogénicamente de las especies Coffea canephora y C. arabica
se identificaron un total de 173 las proteinas‘secretadas, de ambos cultivos, destacando que algunas
exclusivas de las condiciones embriogénicas y otras de condicion no embriogénica (Mukul-Lopez et
al. 2012).

El proceso de la ES requiere diferentes concentraciones+y.combinaciones de fitoreguladores en
diferentes etapas con el fin de producir finalmente el embrién. Las etapas mas importantes,
induccion embriogénica, proliferacion de productos embriogénicos™y desarrollo de embriones, se
benefician por relacién de los nutrientes presentes en medio de cultivo, la adicién de nitrégeno en
este, las condiciones de incubacion, los FR, y por la presencia de varias'sustancias secretadas por
las células somaticas (Gutiérrez-Mora et al. 2012, Mukul-Lépez et al. 2012).,/Ademas la ES como
herramienta de esclarecimiento de los procesos celulares, bioquimicos y moleculares que se llevan a

cabo durante el desarrollo de embriones (Mukul-Lopez et al. 2012, Smertenko y Bozhkov 2014).

Las fitoreguladores son fitohormonas que actian como sefiales quimicas en varias zonas.del cuerpo
de la planta en concentraciones relativamente bajas y se transportan a través el sistemagvascular
para activar diversas respuestas celulares y fisiologicas; pero altas concentraciones inhiben su
accién. De acuerdo con su accion fisiologica los fitoreguladores que funcionan como auxina natural

son &cido indol-3-acético (AlA) y &cido indol-3-butirico (AIB) y entre los sintéticos se encuentran el



acido-naftalenacético (ANA), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), etc. (Freire 2003, Pierik et al. 1990). La
citocinina.natural mas usada es la zeatina, en los sinteticos se encuentran la KIN, tidiazuron (TDZ),
benciladenilpurina (BAP) (Gutiérrez-Mora et al. 2012). Los FR sintéticos muestran una actividad

similar o mayor-a las hormonas endogenas.

En la ES in vitro, |as citocininas se utilizan en combinacién con auxinas y desempefian un papel
importante en la proliferacion celular. Los FR de plantas son criticos en la determinacién de la via
celular de la ES y sus efectds se han estudiado en una variedad de especies reducidas de plantas
(Gutiérrez-Mora et al. 2012).

En varias angiospermas acuaticas (Anthurium andraeanum, Oryza sativa, Oryza australiensis, Typha
domingensis y Vallisneria americana)yha, sido favorable la induccion y desarrollo de embriones
somaticos (Blackhall et al. 1999, Alvarez/2007, Del Rivero et al. 2008, Zarranz 2010, Hernandez
2012, Espinoza 2014), pero en las dos ultimas la obtencion del sistema embriogénico de alta
frecuencia no ha sido exitoso. En la induccion embriogénica se han aplicaron concentraciones de 0,
1y2mg L de 2,4-D en el medio de cultivo)MS (0.5X) a pH de 5.8 suplementado de sacarosa al 1y
3% (Alvarez, 2007). En este primer esfuerzo de investigacion la embriogénesis de V. americana fue
ubicada sobre la base caulinar del germinado. Los“reSultados fueron prometedores por la
identificacion de las masas proembriogénicas (MPES) y su estade de transdiferenciacion a embrion
somatico (Alvarez 2007). Sin embargo, el sistema de cultivo reporté.baja eficiencia embriogénica y
fue impreciso en relacion a la ruta del proceso embriogénico. El"método de alta frecuencia
embriogénica requiere de dos etapas de cultivo, una para iniciar los callos embriogénicos (CE) y el

subcultivo para desarrollar la ES de células embriogénicas.

En este trabajo la investigacion fue enfocada hacia la proliferacion de estrueturas y células
embriogénicas, ensayando diferentes auxinas y citocininas sobre base caulinar aislada y.compleja

para guiar el proceso embriogénico de Vallisneria americana a sistemas de alta frecuencias



JUSTIFICACION
La presente propuesta esta sustentada en la necesidad de mitigar o rehabilitar globalmente
ecosistemas.del Atlantico occidental y localmente a Pantanos de Centla por la condicién de elevada
vulnerabilidad..que reporta la vegetacién acuatica sumergida. La rehabilitacion de Pantanos de
Centla mediante 1a repoblacién de la angiosperma acuatica dominante V. americana es urgente por
los diversos servicios \ambientales que ésta brinda como fuente de alimentacion, reproduccion y
proteccion para las €species acudticas relacionadas, ademas de su funciéon en la captacion vy

limpieza del exceso de nutriéntes aportados por la contaminacion antropogénica.

El desarrollo de protocolos de, propagacion in vitro por ES de angiospermas sumergidas es
estratégica por la necesidad de contar'con métodos de siembra fluida desvinculado al suministro de
semillas del ecosistema. La limitada,Capacidad de crecimiento ex situ de estas plantas y la
necesidad de producirlas en grandes cantidades para los programas de rehabilitacion sin afectar las

poblaciones in situ justifican esta investigacion:

En Vallisneria americana, hay avanges) en la gproduccion de células embriogénicas (callo
embriogénico) hasta el desarrollo de masas; proembriogénicas. La produccién de mayor nimero de
callos por via heterotrofa se obtuvo con tratamientas en relacion 1 mg L' de 2,4-D y 3% de sacarosa
en ambientes de obscuridad, después de 30 dias de cultivo (Alvarez 2007). La transferencia de los
productos a medio fresco con 2 mg L' de 2,4-Dy 3% de sacarosa, sin fitoreguladores, produjo
MPEs sobre el explante. Sin embargo, el método requiere ser mejorado por la baja frecuencia y
asincronia en el proceso embriogénico, lo que implica seleccionar”el cultivo de las células
suspendidas y derivadas de callo o MPEs. La eficiencia de la ES requiere de"la multiplicacion de
callo friable por ser la etapa clave para guiar el proceso de la ES por la via de'dispersiones celulares,
ya que garantiza la (ES indirecta) en consecuencia lograr la multiplicacion de Es enssistemas de alta
frecuencia. Comparada a otras técnicas biotecnolégicas, la ES indirecta presenta_Vventajas en la
proliferacion, sincronizacion celular, hasta la formacion de Es. El desarrollo del protocolo de
propagacion ES de V. americana es importante debido a su limitada capacidad de crecimiento ex
situ y a la necesidad de producir las plantas en grandes cantidades para los programas de

rehabilitacion sin afectar las poblaciones in situ.



HIPOTESIS
La embriogénesis somatica de Vallisneria americana sera mejorada por la via de proliferaciéon de
células embriogénicas mediante la interaccién de la auxina 2,4-D con citocininas, como el BAP el
TDZ a partir.de la base caulinar aislada del germinado o del rameto, como alternativa para la

masificacion de.embriones.

OBJETIVOS
General
Mejorar el proceso de embriogénesis somatica indirecta de V. americana usando bases caulinares

de germinados y rametos in vitro frente a auxinas y citocininas.

Especificos
¢ Analizar la via de embriogénesis indirecta en bases aisladas y de la planta juvenil y adulta
completas.

X/

++ Caracterizar la eficiencia aséptica.y la sensibilidad del material vegetal.
+¢+ Evaluar efectos individuales y combinados de los fitorreguladores 2,4-D, BAP y TDZ en la
etapa de induccion embriogénica.

+¢+ Identificar condiciones de cultivo que favorecen la-proliferacion de células embriogénicas.
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Sensibilidad De V. americana A Fitoreguladores Embriogénicos

SENSIBILIDAD DE Vallisneria americana (MICHX.) A FITOREGULADORES EN LA
INDUCCION EMBRIOGENICA

INTRODUCCION

La produccién de Es-deda angiosperma sumergida Vallisneria americana representa una opcion
innovadora para su propagacion e incrementa la posibilidad de suministrar germoplasma de manera
sustentable para proyectos-de rehabilitacion de humedales. En Norte y Centro América, es una
especie estenoica con reportes‘de declinacion progresiva o pérdida por eutrofizacion y anoxia
(Sanchez et al. 2007), ya que la perturbacion antropogénica ha generalizado la magnitud del
desequilibrio ambiental y la degradacion de muchos ecosistemas acuaticos (O'Donnell et al. 2016).
La dispersion de semillas es la estrategia‘de'repoblacion inmediata aplicada en los ecosistemas
perturbados por la disminucién de las poblaciones de Zostera marina, Cymodosea nodosa,
Posidonia sp., Rupia sp. y V. americana (Orth'et al. 2000 y 2010, Marion y Orth 2010, Tanner y
Parham 2010). Este método de repoblacién presenta mayor correlacion positiva con la variabilidad
genética, menor esfuerzo de plantacién e-impacto que.los.métodos mecanizados que se han usado
mediante el transplante de organismos sanos (Fanner y Parham, 2010). Sin embargo, la sustraccién
masiva de semillas de poblaciones naturales, la-baja.tasa de‘germinacion natural y su inevitable
dependencia estacional han sido los factores que han limitado este’método. Para cubrir la demanda
de germoplasma de especies sumergidas se ha recurrido a los métodos propagacion in vitro por ES.
El método basico involucra el cultivo de microestruturas reproductivas o-vegetativas en medios
quimicamente definidos, en heterotrofia y con induccién de la competencia embriogénica conducida
por fitoreguladores (FR). El 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ha sido el FR mas eficiente en macrdfitas
acuaticas (Alvarez 2007, Zarranz et al. 2010, Hernandez 2012), sin embargo la adiciéh de otros
fitorreguladores como acido-naftalenacético (ANA), belciladenilpurina (BAP) y Picloram(PIC), tienen
la capacidad de regenerar plantas por esta via (Zavattieri et al. 2010). También, la BAP ha“inducido
mejores respuestas en la formacion de callos (Montero-Cortés et al. 2011, Gutiérrez-Mora et.al.
2012). Por ejemplo, Cocos nucifera con 2,4-D: BAP en relacion 0.65:1 expresada en mg L' farmé
callo embriogénico en el 50% de germinados después de 150 dias (Montero-Cortés et al. 2011)En
especies de vegetacion sumergida inducidas a procesos de regeneracion, organogénesis o
embriogénesis (Balestri y Bertini 2003, Zhonggiang et al. 2005, Ailstock y Shafer 2006, Alvarez 2007,
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Hernandez 2012, Ke y Li 2006, Marion y Orth 2010, Zarranz 2010 y Zarranz et al. 2010) los aspectos
criticosdel cultivo in vitro han sido la generacidn de explantes asépticos y su elevada sensibilidad a
los FR (Garcia=Jiménez et al. 2006. Zavattieri et al. 2010, Gutiérrez Mora et al. 2012).

En Vallisneria.americana, la asepsia fue superada en heterotrofia y con 2,4-D con la mezcla de
plantas juveniles Yy sus bases aisladas; y en etapas de proliferacién embriogénica produjo masas
proembriogénicas por Via directa en 2 mg L' de 2,4-D y 3% de sacarosa. La finalidad de este
estudio fue mejorar el'cultivo_ embriogénico de V. americana como alternativa de propagacion de
germoplasma masivo a mediano plazo. La sensibilidad de germinados de V. americana y sus bases
caulinares aisladas a los fitoreguladores 2,4-D, BAP y TDZ puede conducir a la seleccion de lineas
celulares con mayor capacidad de diferenciacion y dispersion embriogénica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y almacén. Vallisneria'americana Michx. (Hydrocharitaceae) forma parte de las
poblaciones naturales de vegetacidn acuética sumergida de la laguna San Pedrito (17° 57’ 53"y 18°
39" 03" Ny 92° 06’ 39"y 92° 47’ 58” O), ubicada'en el humedal Reserva de la Biosfera de Pantanos
de Centla. Alli, se cosecharon los frutes. maduros-durante la temporada de inundacion baja. El fruto
fue trasladado en un recipiente de plasticd,con aguade la laguna. Los frutos se conservaron a 5° C,
con recambio de agua estéril cada tres meses=Las semillas (3.3 mm x 1 mm, n=10) con mucilago se
extrajeron de los frutos cortando su superficie conel bisturizfueron lavadas con abundante agua de
la llave, escurridas y refrigeradas (5° C) en agua purificada® (10-2000:2001) durante 15 d.

Cultivo de semillas. La desinfeccion de semillas se realizé en 10,% de solucion de Cloralex® (1 g
/50 ml) a 250 rpm por 10 min, y se enjuagaron tres veces con agua estéril, Alrededor de 50 mg de
semillas asépticas fueron establecidas en 60 ml de agua dulce estéril (Eaton 2000) con 3% de
sacarosa (p/v) y pH 7.5 + 0.2. El recipiente de cultivo fue de vidrio (4 cm de'didmetro y 7 cm de alto)
cubierto con tapa magenta®. La esterilizacion se realiz6 en autoclave a 1.05 Kg cm2y 121 °C
durante 15 min. Una vez cultivados los explantes, los frascos se taparon con plastico estirable y
autoadherible (Bolsipack®). Los germinados regeneraron en ambiente fisico controlade’a.30 °C
(Thermo-Hygro® Control Company), luz tenue de 2 umol de fotones m2 s (Light Meter®Extech
Instruments) y para los experimentos se us6 el fotoperiodo de 16 h.

Cultivo de explantes vegetativos. El medio de cultivo (Phytotechnology® Laboratories M519) de
Murashige y Skoog (1962) fue utilizado con la mitad de la fuerza iénica (0.5 MS), més vitaminas, 3%

de sacarosa, 10 mg L' de acido ascorbico y antes de agregar los FR, el pH fue ajustado a 5.8 +0.2.
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Los germinados completos y las bases caulinares disectadas se colocaron por separado en la
unidad-de.cultivo estéril preparada con 20 ml de medio de cultivo y estuvieron en agitacién de 125
rpm durante_todo el experimento. Se usaron procedimientos de esterilizacién y unidades de cultivo
similares a las.de semillas.

Experimento. Enel.experimento de induccion embriogénica de Vallisneria americana se analizé el
efecto individual de,1as\FR (2,4-D, BAP y TDZ) en base caulinar del germinado aislado (BGA) y del
germinado completo (BGC). Los niveles de concentracion de FR (mg L) fueron 1, y de 2,4-D y BAP,
y 0.6 x103 y 0.6 x10-° de " TBZ; El control fue el MS sin FR. La asepsia y sensibilidad de los explantes
alos FR fue calificada en escalaporcentual. La asepsia del cultivo fue diagnosticada por la
presencia 0 ausencia de microrganismos (bacterias, hongos, etc). Asi mismo, a los 7, 14 y 21 dias
del inicio del cultivo se registraron las.respuestas celulares caracteristicas del proceso de
embriogénesis somatica (Filinova et af;2000): callo embriogénico, masas proembriogénicas,
embrion somatico y células suspendidas.

El promedio porcentual de cultivo de todas lasrespuestas celulares y de diferenciacién embriogénica
se analizaron por su tendencia a disminucion o ineremento en el tiempo.

RESULTADOS

Todos los explantes fueron sensibles frenteates ER, y también las del control. Las bases de rizoma
mostraron elevada asepsia (Figura 1) y sensibilidad (Figura-2 y.3) en los cultivos in vitro. La
sensitividad de la base del rizoma al juego de FR fue.incrementando en el tiempo con la
manifestacion de un gradiente de respuestas celulares inherentes ada formacion de callo
embriogénico (agregados celulares adheridos alrededor del frasco, Callo café, callo crema y células
suspendidas). El porcentaje de no sensibles fue bajo o inhibido por la centaminacion.

Las respuestas registradas en los cultivos de los explantes BGA y BGC se imugstran en la Figura 2 y
3. BGA registr6 5 categorias de respuestas celulares que se observan en la Figura 2). La suspension
celular en 80 y 100% de los cultivos. El callo café se formé entre un 20 y 100% con.2;4-D en ambas
concentraciones, BAP de 1 mg L-'y TDZ de 0.6x10-3 mg L-1.

En BGA la interaccion del perfil lineal entre las respuestas de callo café y células suspendidas fue
acoplado en los tratamientos de 2,4-D de 2 mg L'y TDZ 0.6X10-3 mg L' (Fig. 4). El callo presentd
el porcentaje méas elevado de cultivos a los 7 dias y las células suspendidas fueron a los 14 dias:"Sin

embargo se presentaron otras respuestas como se observa en la figura 2, con un patron diferente
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para BGC. Estas concentraciones presentaron mejores condiciones en la proliferacién celular de
origen-embriogénico.

En BGC,l peffil fue similar entre BAP 2 mg L1, TDZ 6x10-3 mg L-1, TDZ 6x10° mg L'y MS, es
decir primera@_formaron células suspendidas y posteriormente formaron callo café, pero con elevado
porcentaje de células suspendidas a los 7 dias.

DISCUSION

Los FR provocaron formaeion en los explantes. BGA a los 21 d los callos (p<0.5) a los 21d. El
porcentaje de cultivos en células suspendidas fue similar entre TDZ 0.6X10-5mg L', BAP 2 mg L'y
2,4-D 1 mg L, junto con el controlexcluido; TDZ 0.6x10-3 mg L-1y 2-4,D 2 mg L-1. Se pudo
determinar las lineas celulares, una.en produccién de células suspendidas y la otra en produccion de
callo embriogénico, principalmente'de-callo café, como mejor respuesta a la obtencidn de produccion
de embriones. Las diferencias significativas respecto a los explantes y en ambas.

La seleccion de FR y explantes son factores\que determinan el éxito de la via morfogenética por
embriogénesis somatica y en Vallisneria ameticana influyeron, la asepsia de los cultivos, la
estructura del explante y su sensibilidad.celular a-es fitoreguladores. La garantia para iniciar el
protocolo de cultivos celulares embriogenicos fue |a elevada asepsia de los explantes en cultivo,
debido a que la contaminacion ha sido el factor-critico parainiciar cultivos in vitro en especies
sumergidas (Zarranz 2010 y et al. 2010, Hernandez 2012,'Rdiz-Carrera y Sanchez 2012).

La sensibilidad celular embriogénica se potencializo en presencia-de los FRs, ya que en ausencia de
FRs el registro de sensibilidad celular a la inducciénde callo embriogénico se manifestd y fue
independiente a la condicion estructural de la base caulinar del germinado. En muchas especies, la
falla para desarrollar el Es en medio de cultivos libres de FRs ha indicade’la esencialidad de bajas
concentraciones de 2,4-D para el disparo del proceso de ES. En otros casos el'desarrollo de los
tipos de células embriogénicas y no embriogénicos de células pueden ser influenciadas por el estrés,
pH 'y la concentracién de 2,4-D.

En ausencia de FRs, el estimulo embriogénico fue atribuido a factores de estrés mecanico y
osmético (Jiménez 2005, George et al. 2008, Zavatieri et al. 2010, Fehér 2015). El primero.se
relaciond a la condicion de cultivo agitado. El segundo factor, que ha sido menos citado, fue@la
concentracion salina del medio de cultivo o sinergia hormonal para propiciar la formacion de masas
proembriogénicas (Bernal-Flores et al. 2015). Probablemente el proceso embriogénico fue

desencadenado por ser esencialmente una especie acuatica limnética (Fehér 2015).
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En lamayoria de los cultivos la formacién de callo embriogénico y suspensiones celulares fue
favorable el TDZ en concentracién menor y el 2,4-D y BAP en concentracién mayor, mostrando
menor proporcion y retraso las bases caulinares de germinados completos. Especialmente, se
comprueba que-el 2,4-D en concentracién de 2 mg L' es una concentracion adecuada para la
induccion de la.embriogénesis somatica de Vallisneria americana, conforme a Alvarez (2007). La
induccion de callo embriogénico en un medio de cultivo suplementado en dosis de moderada a
reducida de la auxina2,4=D, se ha indicado en un alto numero de plantas como las 25 especies
mencionadas por Jiménez(2005) y otras més (Tripathy et al. 2013, Salam et al. 2015, Steinmacher
et al. 2016).

El efecto que favorecié del TDZ la formacion de callo embriogénico fue expresado en la base
caulinar aislada del germinado mas.que en el explante complejo. Se ha citado que el efecto
constante de TDZ interrumpe el metabelismo hormonal de las células proembrionarias siendo
probable que el TDZ en mayor concentracién haya afectado la callogénesis en Vallisneria americana
por estrés toxico (Kodja et al. 2015). Se_ha generado conocimiento acerca de los procesos
bioquimicos-moleculares involucrados’en.la morfegénesis inducida por esta fitohormona. Uno de
ellos relacion¢ la formacion de callo embriogénico con'el estimulo del metabolismo enddgeno de
auxinas y acido abscisico (ABA). En un estudiorealizade’en Arabidopsis thaliana sobre la
interaccion entre auxina y citocinina, se encontréque esto-es reprimido por ciertos genes en la
direccion de la iniciacion de callo (Naik y Al-Khayri 2016). En eorrespondencia a la hipétesis
planteada: la influencia de la complejidad del explante la combinacion.del 2,4-D con otros
fitorreguladores, como el BAP y el TDZ, desencadenaran la embriogenesis somatica en V.
americana o propiciaran la proliferacion de células embriogénicas como-yia alternativa para la
masificacion de embriones, ambos mecanismos genéticos pudieron ser desfavorables en la
embriogénesis somatica de V. americana debido a la complejidad del explante.(Freire 2009, Fehér
2015). Durante la iniciacion de la ES las condiciones ambientales determinan la tasa<delineas de
células embriogénicas que se forman y asi mismo la cantidad de embriones somaticas(Salam et al.
2015, Garcia-Mendiguren et al. 2016, Widuri et al. 2016).

Finalmente, el transcurso del tiempo entre la formacién de callo embriogénico y suspensidn-eelular
definié la seleccion de tres lineas celulares embriogénica de cada fitorregulador. La declinacion del
callo embriogénico a los 14 dias rindié cultivos de suspension embriogénica de caracteristicas

similares a otros estudios (Morini et al. 2000). La asincronia entre en estos dos procesos fue mas
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claro_en bases caulinares aisladas con mayor numero de cultivos. Las células suspendidas

representan productos mas homogéneos que el callo embriogénico para el analisis de procesos,

bioquimices y moleculares que se requieren para interpretar el proceso de embriogénesis (Mukul-

Lopez et al. 2042); que el andlisis protedmico revelaria diferencialmente las proteinas implicadas en

la ES (Tchorbadjieva 2016).

En conclusion, la reduccion anatomica de la base caulinar fue apropiada para iniciar la

embriogénesis somatica-en V. americana y siendo sensible a un rango mayor de FRs; pero fue méas

sensible en 2,4-D, para callegenesis en suspensiones celulares. Estos resultados conduciran a la
embriogénesis promisoria defaltafrecuencia.
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Figura 1./Poreentaje total de asepsia en los cultivos de V. americana. Base de germinado aislado
(BGA) y base.de-germinado completo (BGC). Categoria: rayado (contaminados) y blanco
(asépticos).
Figura 2. Porcentaje total de la sensibilidad base del germinado aislado de V. americana a los FR
(expresados en %). Categerias: = =células suspendidas; mm =callo café; = callo crema; == = film

decélulas adheridos al recipiente; mm =0leoso; mm = contaminado.

Figura 3. Porcentaje total de la sensibilidad base del germinado complejo de V. americana a los FRs
(expresados en %). Categorias: r=*=células suspendidas; mm =callo café; = callo crema; == = film

de células adheridos al recipiente; mm =oleoso; mm = contaminado.
Figura 4. Tiempo de cultivo de V. americana‘conformacion de callo café (ccf) y células suspendidas

(cs). BGA=base caulinar de germinado aislado. BGC=base caulinar de germinado complejo. Barras

= promedio + error estandar
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Proliferacion De Células Embriogénicas En V. americana
PROLIFERACION DE CELULAS EMBRIOGENICAS EN BASE CAULINAR AISLADA Y
COMPLEJA DE Vallisneria americana

Embryogenic cell proliferation in caulinar basis isolated and complex of Vallisneria Americana

INTRODUCCION

La vegetacion de la angiosperma acuatica Vallisneria americana Michx. (Hydrocharitaceae) es un
componente ecoldgico funcional que sustenta servicios ambientales en ecosistemas de aguas
frescas y salobres (Hobbs y Harris 2001). Entre sus funciones ecoldgicas se reconoce su capacidad
para oxigenar el agua, filtrar xenobiéticos, estabilizar los sedimentos, regular la temperatura
ambiental, asimilar CO2 y constituir el habitat acuatico que incrementa la abundancia y diversidad de
la fauna acuatica asociada y especies defimportancia pesquera (Sanchez et al. 2012). La
permanencia de V. americana en el ecosistemadepende de la propagacion clonal estolonifera para
recolonizar; y la produccidn de semilla‘que preserva la variabilidad genética (Lloyd et al. 2012,
Marsden et al, 2013). Sin embargo, sus.poblaciones/registran marcadas fluctuaciones espaciales y
temporales en los humedales eutrofizados (Sénchez'etal,2007). Por consiguiente, los métodos de
repoblacion deberan ser efectivos para revertir.st declinacion ¢ pérdida en los ecosistemas que
presentan eutrofizacion.

Sin duda, para sustentar la operatividad de un proyecto de repoblacion de humedales es primordial
contar con el suministro de germoplasma sustentable (Ruiz y Sdnchez'2012a, 2012b). Sin embargo,
la sustraccion de semillas y plantas del ecosistema y las plantas reproducidas en vivero han
presentado limitaciones de indole ecoldgica y tecnoldgica (Balestri y Bertini 2003, Zhongqiang et al.
2005, Ailstock y Shafer 2006, Tanner y Parham 2010, Lloyd et al. 2012). La alternativa de la
propagacion in vitro por embriogénesis somatica es una biotecnologia inexplorada para este fin
(Iriondo 2001, Marion y Orth 2010). Las técnicas de propagacion in vitro por organogénesis y
embriogénesis somatica, asi como la produccidn de suspensiones celulares han sido deseritas en
especies sumergidas para diferentes aplicaciones biotecnolégicas (Subhashini et al. 2014)yha
favorecido estudios basicos sobre biologia reproductiva, propagacion masiva y sanidad de
germoplasma (Blackhall et al. 1999, Krikorian y Simola 1999). En especifico, el proceso
embriogénico ha iniciado sobre el explante y a través de suspensiones celulares siendo la via de

proliferacién celular el sistema de mas alta eficiencia (Malinowski y Filipecki 2002, Radice 2004,
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Freire2009, Subhashini 2014, Von Arnold 2016). La induccién de embriones somaticos en los
germinddos de las especies acuaticas Oryza sativa, Oryza australiensis fue favorecida en 2,4-D y
oscuridad«(Blackhall et al. 1999). En Cymodosea nodosa regeneraron in vitro con 106 M de Kinetina
(KIN) y Tidiazuren (TDZ) el 5 % de explantes apicales cultivados, excepto el 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), bencilaminopurina (BAP) y Acido Giberélico (AG) en la misma dosis (Garcia-Jimenez et al.
2006). La monocotileddnea Anthurium andraeanum produjo 84 % de embriones en etapa coleoptilar
en explantes de callo€on10 mM de BAP (Del Rivero et al. 2008). Asi mismo el estrés mecanico,
osmotico por elevada congentracion de sales, toxico por metales pesados, asi como la dosis de
fitoreguladores (auxinas, citocininas, acido abscisico, AG, TDZ) o su balance han disparado el
proceso embriogénico (Guo et al, 2011, Gutiérrez-Mora 2012 et al.). El proceso de embriogénesis
somatica incluye la induccién, multiplicacion y expresion de los embriones resultantes (Freire 2009,
Zavatieri 2010, Gutiérrez-Mora et al. 2042, Mukul et al. 2012, Fehér 2015). En esta investigacion los
experimentos se establecieron con fitoreguladores en la etapa de induccion para evaluar la hipétesis
que los explantes complejos de V. americanafavorecen la diferenciacién de masas
proembrogénicas a embriones a través de.un sistema de embriogénesis somatica de alta frecuencia.
MATERIALES Y METODOS

Preparacion de cultivos asépticos. La asepsia-de semillas se realizo en 10 % de solucién de
Cloralex® (1 g/ 50 mL) a 250 rpm por 10 min, y’S& enjuagaron.tres veces con agua estéril.
Alrededor de 50 mg de semillas asépticas fueron establecidas€n-60 mL de agua dulce estéril (APHA
2000) con 3 % de sacarosa (p/v) y pH 7.5 + 0.2 usando recipiente.de vidrio (4 cm didmetro y 7 cm
alto) cubierto con tapa magenta®. La esterilizacion se realizé en autoelave a 1.05 Kg cm2y 121 °C
durante 15 min. Los cultivos se taparon con plastico estirable y autoadherible (Bolsipack®) y las
germinado regeneraron en ambiente fisico controlado a 30 °C (Thermo-Hygro® Control Company),
luz tenue de 2 pmol de fotones m2 sy fotoperiodo de 16 horas luz/oscuridad'(Light Meter® Extech
Instruments).

Los germinado de 30 dias fueron tres veces transferidoss cada mes a medio fresco en.condicion de
luz de 100 umol de fotones m2s-!. Cuando el rizoma estol6nifero mostrd tres rametos (60-dias) fue
utilizado en el experimento. En el Ultimo mes se uso otro lote de germinados para el mismo fin.(En
ambos casos, el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) mas vitaminas (Phytotechnology
Laboratories M519) fue preparado con la mitad de la fuerza i6nica (0.5 MS), 3% de sacarosa y 0.1%
de &cido ascorbico. EI medio de cultivo fue suplementado con los fitorreguladores 2,4-D (Sigma®
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7299)#BAP (Sigma® 7199) y TDZ (Sigma® 7293), y luego el pH se ajusté a 5.8 £ 0.2. Las
condiciones de esterilizacién y ambientales fueron similares respecto a la germinacion, excepto que
en la unidad.de cultivo se usaron 25 mL de medio nutritivo. Las bases caulinares fueron disectadas
con el bisturi:

Experimento de Induccion embriogénica. En la etapa de induccién embriogénica se analizé el
efecto de la interaccién de 2,4-D/BAP (2:1 mg L") y 2,4-D/TDZ (1:0.6 x10-3 mg L") y la misma
concentracion individual.de, cada fitoregulador sobre cuatro explantes, que fueron de base caulinar
aislada (BGA) y en el germirfado completo (BGC) y de base aislada del rameto (BAR) y en el rameto
completo (BCR). El control fue MSrsin fitoregulador de BGA y BGC (MS1) y BRA 'y BRC (MS2).
Cada tratamiento presentd cinco réplicas y dos explantes. Los cultivos embriogénicos fueron
transferidos a medio fresco con fitoregulador en un intervalo de 14 dias. El porcentaje de cultivos con
las respuestas embriogénicas de formagion de indirecta de callo, masas proembriogénicas y
embriones, fue registrado a 7 y 14 dias, sin‘destruccion de los cultivos. En el estereomicroscopio
Olympus a 10X se confirmé la morfogénesis delcallo embriogénico, y para las masas
proembriogénicas se usé el Carl Zeiss'modelo Axiestar Plus en 5.6X, equipado con camara
digitalizadora modelo Axiocam modelo MRCS5. La conc€entracion de células fue determinada en el
espectrofotometro Genesys 2 midiendo la abserbancia @600 nm.

Analisis estadistico. A través del analisis de varianza paramétrico se analizaron los efectos de
primer orden de las variables dependientes categéricas multiples.para el explante de germinados,
fitoreguladores y tiempo de cultivo. En las variables Callo embriogénico y embrion somatico del factor
explante de rametos la varianza y la de concentracion celular mostr6 heterocedasticidad por lo que
se uso el analisis de Kruskall Wallis de comparacion de medianas. En todos los casos el nivel de
confidencia fue establecido a p<0.05. El analisis estadistico fue desarrollado usando el programa
Statistica V8 (Stat Soft Inc.).

RESULTADOS

Morfologias celulares embriogénicas. Los callos embriogénicos fueron cafés, proliferaron y se
diferenciaron en masas proembriogénicas, formaron embriones somaticos tempranos y ademas
produjeron suspensiones celulares (Figura 4). El callo embriogénico fue de estructura compacta-y en
todos los explantes, se observé suspendido en el medio de cultivo. Las masas proembriogénica
fueron estructuras de color crema, muy pequefias y alargadas, de talla2 211 umy 1 378 yma 5.6 X

(Figura 1). El embrién somatico se identific por su estructura globular de coloracion blanquecina
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transparente. La suspension fue granular de coloracién café; mientras que la fina fue blanca y
unicelular.y sus caracteristicas se muestran en la Figura. 1.

Inducciéon’embriogénica. En los cultivos de V. americana, la suspension celular granular y fina se
registrd en el 100 % de los cultivos. En el proceso embriogénico fue menos eficiente la base caulinar
de rameto en forma.compleja (Figura 2). Mientras que las bases aisladas o completas de
germinados sobresalieron sobre las de rametos, y mostraron similitud en la proporcion de cultivos
con callo embriogénico,/masas proembriogénicas y embrién somatico (p>0.05). En estas tres
respuestas, los fitoreguladergs individuales fueron invariablemente mas efectivos que las
combinaciones de auxina y citocinina quienes formaron un subgrupo estadistico con los controles
(p<0.05). La proporcion de cultivos embriogénicos fue similar en el tiempo (p<0.05).

Células suspendidas. La concentracién celular fue similar entre bases caulinares de germinados
aisladas y complejas (p<0.05), y su promedio fue 1.7 veces mayor comparado con la contraparte de
rametos (p<0.05). Entre los fitoreguladores'evaluados registraron mejores dispersiones celulares el
2,4-D y TDZ en forma individual (p<0.05), siniembargo el efecto del 2,4-D fue sensiblemente superior
a TDZ (p<0.05). Entre BAP y el control MS,y entreslas'combinaciones de fitoreguladores la diferencia
en concentracion celular fue menor (p<0/05).

DISCUSION

El protocolo de embriogénesis somatica de Vallisheria americana fue adecuado al conseguir la
estimulacion de agregados de callo embriogénicoly el desarrollo.de masas proembriogénicas (tipo )
y embriones somaticos tempranos, no asi de embriones somaticos.maduros (Businge et al. 2012).
La estimulacion embriogénica en los explantes cultivados se suscitd sobre la base caulinar, pero
fueron dos fitoreguladores individuales mas efectivos que el balance de-atixina y citocininas, y
propiciaron mayor proliferacion de células suspendidas.

El registro de callo embriogénico es aproximado comparado al obtenido en la especie acuatica mas
investigada, Oryza australiensis, ya que alrededor del 90% de las bases caulinares produjeron callo
que fueron liberados en pequefios agregados de células en el medio liquido (Blackhall ‘ef'al,. 1999).
Los agregados embriogénicos forman masas proembriogénicas, y en base a su morfologia«y patrén
de desarrollo se han clasificado en los tipos I, Il y lll deacuerdo a Filonova et al. (2000).

Sin embargo, los cuatro explantes mostraron capacidades diferentes en las respuestas
embriogénicas y en el nivel de la frecuencia de proliferacion celular. Las bases aisladas de plantas

juveniles que en plantas con rametos completo como explante en la combinacion 2,4-D/TDZ. La
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densidad celular incrementd en las bases que conduce a sistemas de produccion de alta frecuencia
en una-gran variedad de especies de plantas (Gutiérrez-Mora et al. 2012). Bajas concetraciones de
BAP y mayor.nimero de transferencias en los cultivos mejoraron el establecimiento y multiplicacion
de embriones.sematicos en los cultivos en suspensién de la monocotiledonea palma (Phoenix
dactylifera) porelobscurecimiento oxidativo asociado con altos niveles de fenoles y actividades de
peroxidasas (Abohatem et al. 2011). En cultivos embriogénicos de abeto rojo proliferan las masas
proembriogénicas enpresencia de auxina y citocinina (Businge et al. 2012). Sorprendentemente, el
callo embriogénico se formé.en los cultivos de bases de germinados completos y disectadas en
ausencia de fitoregulador y atinque fue menos abundante respecto al efecto individual y combinado
en todos los explantes. (George et al. 2008), las fitohormonas enddgenas juegan un papel de
regulacion, muy importante en el desencadenamiento de sefiales de iniciacidn del proceso de
embriogénesis somatica (Jiménez 2004).El estudio metaboldémico en diferentes lineas
embriogénicas de Picea abies reveld que la‘auxina endogena y la sefializacion de azucar afectan el
desarrollo del embrién somatico en etapa inicial;"ademas destacaron la importancia de una
respuesta de estrés temporal y la presencia de metabolitos estimulantes durante las etapa final del
desarrollo embrionario (Freire 2009, Zavatieri 2010, Basinge et al. 2012). Lo anterior se observo en
los cultivos de V americana con el estimulodel<TDZ. El modo de accion del TDZ cumple con
funciones de metabolito de estrés y respuestas de'regulacién de proteinas, aunque se encuentre
categorizado como citocinina (Guo et al. 2011).

La formacién y evolucién del callo embriogénico a otros desarrollossmarfoldgicos en los explantes
mas maduros se ha explicado con base a moléculas activas producidas'por sintesis o degradacion
de pared celular que actian como sefiales en la regulacion de la embriogénesis. La molécula sefial
identificada pertenece a oligosacaridos de las proteinas arabinogalactanashidrelizados por accién
de una quitinasa durante la estimulacion de la embriogénesis (Egertsdotter y Arneld 1998, Van
Hengel et al. 2001, Malinowski y Filipecki 2002). También el estrés mecanico por la.eondicion de
agitacién en los cultivos pudo influir en los cultivos el desencadenamiento de un patrén‘genético por
factores diversos intrinsecos del complejo de la plantula al diferenciarse la estructura vegetal como
el potencial embriogénico, sumado con la fuerza ionica, el balance de las sustancias inorganicas,
adicion de antioxidante, la expresion de los genes participantes en el proceso de induccion de la
embriogénesis somatica, la transcripcion de factores (Radice 2004, Jiménez 2005, Von Arnold 2008,

Freire 2009, Zavatieri et al. 2010, Fehér 2015). En este estudio, el estrés en la embriogénesis fue
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inhibiterio en la base de germinados y de rametos aislada, asi mismo en una de las combinaciones
en base completa de rametos y su control.

CONCLUSION

La formacion de-masas proembriogénicas (tipo |) de V. americana guia hacia futuros experimentos
enfocados a la‘conclusién del protocolo de embriogénesis somatica; ya que representa la tecnologia

de repoblacion masivaa mediano plazo.
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iNDICE DE FIGURAS
Figura-1. Establecimiento y desarrollo de la embriogénesis somatica de Vallisneria americana: a)
germinades invitro b) rametos in vitro c) base de germinado aislada, d) callogénesis masiva a 14
dias en 2 mg'L:1-2,4-D, e) embrién somatico, f) biometria de la masas proembriogénicas (escala
1:200 um).
Figura 2. Respuestas de induccion embriogénica producidas en las bases caulinares de Vallisneria
americana con fitoreguladeres. BGA (base de germinado aislada), BGC (base de germinado
completa), BRA (base de rameto aislada), BRC (base de rameto completa). Literales diferentes
indican diferencias significativas ap<0.05. Promedio + error estandar.
Figura 3. Comparacion de efectos embriogénicos de Vallisneria americana inducidos con
fitoreguladores individuales y combinados sobre las bases caulinares. BGA (base de germinado
aislada), BGC (base de germinado completa), BRA (base de rameto aislada), BRC (base de rameto
completa). Literales diferentes indican diferencias significativas a p<0.05. Promedio + error estandar.
Figura 4. Concentracion celular en bases cadlinares de Vallisneria americana. BGA (base de
germinado aislada), BGC (base de germinado completa), BRA (base de rameto aislada), BRC (base
de rameto completa). Literales diferentes’indican diferéncias significativas a p<0.05. Promedio +

error estandar.
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CONCLUSIONES
El estudio.de induccién embriogénica de V. americana determind, que la sensibilidad al 2,4-D, TDZ y
BAP en las bases caulinares de germinados fue diferenciada entre explantes disectados y
completos, siendo también disimilares en la sincronia de formacién de callo y la suspension celular

embriogénica.

Las bases caulinares aisladas de rametos, procedente de plantas clonadas, ofrecieron una via
novedosa para la embriogénesis indirecta de V. americana que puede ser aplicable a otras

macrofitas sumergidas, que persiguen la finalidad de la propagacion sustentable.

El efecto inductor de la embriogéneésis-se expreso con y sin FR; por lo que se concluye que la
elevada concentracion salina y la agitagién.del cultivo, 0 ambos, manifestaron efectos de estrés que

dispararon la determinacion y competencia‘€elular embriogénica.

Las caracteristicas del callo embriogénico,masas-proembriogénicas, en términos de color, tamafio y
morfologia fueron similares entre los cuatfo tipos de explantes, sin embargo estos evolucionaron

diferencialmente.

Se concluye que las bases caulinares de germinados’y clonessmostraron mayor proporcién de
cultivos de callo embriogénico con BAP y en segundo término el TDZ;.ambos en su efecto individual.
En similitud, el 2,4-D favorecié méas a las masas proembriogénicas y a.su vez proporcioné mayor

densidad celular.

Las suspensiones celulares seleccionadas para obtener cultivos embriogénicos de alta frecuencia
fueron las concentraciones de 2,4-D alta y TDZ bajo usando explantes aislados y de-BAP bajo en

explante completo.
Los efectos inhibitorios en la formacion de callo embriogénico fueron obtenidos con 2,4-D y-2,4-

D/TDZ. A su vez, el TDZ inhibi6 las masas proembriogénicas en mayor magnitud sobre bases

aisladas.
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Se comprueba que la via de formacién del embridén somatico de v. americana ocurre a través de
masas~ proembriogénicas. Y el presente estudio determind una medida biométrica, una
caracterizacion mas precisa del tamafio de la masa proembriogénica en la transicion a embrion

somatico.

El experimento desafrallado mejord el protocolo de embriogénesis somatica de la macrdfita
sumergidla V. americanara,través de la produccion del callo friable que produjo dispersiones
celulares de caracter embriegénico en un periodo corto de tiempo (15 dias) y fue mas eficiente

comparado con el sistema de’explantes mezclados de germinados.

La accién de los FR ensayados debera’ser analizada en las etapas de maduracion del embrién

somatico para definir la influencia de la,complejidad del explante.
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