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Embriogénesis somática en Typha domingensis 

1 

Resumen general 

 

En los humedales la vegetación acuática emergente, se encuentra amenazada por 

la desaparición de este territorio a causa del cambio de uso del suelo, la 

eutrofización, el cambio climático y por su reciente interés como fuente 

bioenergética y alimenticia. Las hidrófitas emergentes en los humedales del 

continente americano están dominadas por Typha domingensis y por su amplia 

distribución representa la especie ecológica clave para conservar la funcionalidad 

y los servicios ambientales del ecosistema acuático. Para profundizar en los 

aspectos biológicos de la reproducción de esta hidrófita es factible la 

embriogénesis somática. La técnica in vitro de embriogénesis somática permite 

desarrollar un sistema modelo para estudios embriológicos y constituye la 

estrategia ideal para las aplicaciones inmediatas de repoblación y conservación de 

germoplasma de T. domingensis. 

 

En la embriogénesis somática de T. domingensis el explante fue el germinado 

aséptico cultivado en medio de cultivo MS0.5 enriquecido con 3% de sacarosa. El 

método de embriogénesis fue dividido en dos fases. La fase I se desarrolló con 

etapas de inducción durante 56 días y maduración de embriones somáticos por 30 

días. La fase II, comprendió las etapas embriogénicas de inducción y expresión y 

la de maduración, cada una de 28 días.  

 

La inducción embriogénica de la fase I se evaluó en concentraciones de 0.5, 1.0 y 

2.0 mg·L-1 de 2,4-D en ambientes de luz y oscuridad y la de maduración del 

embrión fue sin 2,4-D en luz y oscuridad. Las respuestas sobre el explante fueron 

el abultamiento en la base caulinar y la formación de callo blanco, callo amarillo 

nodular adherido y embrión somático. En el medio de cultivo las respuestas fueron 

el microcallo amarillo friable, las células suspendidas y la turbidez. El 2,4-D influyó 

en el porcentaje de cultivos que presentaron abultamiento y callo amarillo nodular 

(p ˂ 0.05) y la frecuencia de abultamientos y callo nodular fue mayor en 

concentraciones de 0.5 y 1 mg·L-1 de 2,4-D. Durante la etapa de maduración los 
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Embriogénesis somática en Typha domingensis 

2 

callos embriogénicos y los embriones somáticos mostraron obscurecimiento 

progresivo. Los resultados de la fase I que condujeron al desarrollo de embrión 

somático maduro se usaron para diseñar la fase II de embriogénesis somática 

para T. domingensis. 

 

En la fase II, el medio de cultivo presentó 10 mg L-1 de ácido ascórbico para 

prevenir la oxidación de embriones. La inducción embriogénica se estableció en 

oscuridad y 0.5 mg·L-1 de 2,4-D. En la etapa de expresión embriogénica el efecto 

del 2,4-D en 0.5, 1 y 2 mg·L-1fue analizado en oscuridad. En la última etapa fue el 

ambiente de luz y oscuridad sin 2,4-D. El 2,4-D mostró efecto significativo en la 

formación de callo amarillo, café y en las células suspendidas. La adición de ácido 

ascórbico retrasó el obscurecimiento y aceleró la formación de embriones 

somáticos. En todas las etapas la asíncronia en el desarrollo del embrión somático 

fue persistente, predominando la forma oblonga más que la cotiledonar. El mapa 

destino y la aproximación al modelo básico de embriogénesis somática indirecta 

de T. domingensis son descritos, así como otras vías embriogénicas y 

organogénicas para masificar embriones somáticos de esta hidrófita emergente.  

La ruta morfogénica y el estado de madurez de los embriones somáticos de T. 

domingensis se caracterizaron mediante el estudio histológico del 30% de las 

muestras de cada tratamiento y etapas de la Fase II. Los callos sobre el explante 

revelaron zonas de células meristemáticas y embriogénicas de elevada actividad y 

un gradiente de diferenciación del embrión somático en todas las fases de cultivo. 

La morfogénesis de T. domingensis mostró una ruta embriogénica indirecta y 

unicelular. El embrión evolucionó hasta la etapa cotiledonar en ausencia y 

presencia de luz, y presentó capa, masa y tubo proembrional y suspensor.  

En la presente investigación se generó el modelo in vitro de morfogénesis 

embriogénica de T. domingensis y la ruta descrita culminó con el desarrollo de un 

embrión somático maduro. Aunque el cultivo embriogénico fue diagnóstico de baja 

frecuencia, la vía de suspensiones celulares para la embriogénesis somática 

representa una alternativa para la obtención del protocolo eficiente y sincrónico de 

T. domingensis. 
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Introducción 

 

Enfoque del problema 

Los estudios científicos biológicos, ecológicos y tecnológicos que involucran a las 

plantas acuáticas de las zonas costeras incrementaron sustancialmente en las 

últimas décadas. El interés por estudiar las plantas acuáticas ha resurgido por su 

condición de vulnerabilidad ante las diversas amenazas antropogénicas y 

ambientales sobre lagunas, estuarios, manglares y humedales. Entre estos 

destaca el desplazamiento físico para otro uso de suelo, los desarrollos urbanos, 

portuarios y turísticos, la ampliación de la frontera agropecuaria y acuícola, el 

enriquecimiento de nutrientes, así como el presente cambio climático (Dokulil & 

Teubner 2011; ECOred 2011; Kirwan & Guntenspergen 2010; Kirwan et al. 2010; 

Nicholls 2004; Gibbs 2000).  

 

De todos los ecosistemas, los humedales son los más productivos de la biosfera 

(Junk 1989) y esta característica es conferida por la amplia distribución y 

abundancia de comunidades de hidrófitas emergentes en el ecotono, mismas que 

hasta hace poco eran consideradas malezas (Brugnoli & Boccardi 2005; Zedler & 

Kercher 2004). En contraste la habilidad de crecimiento de las malezas ha sido 

trascendental para desarrollar y comprobar teorías ecológicas en aguas someras 

(Brix et al. 2002; Smith & Newman 2001; Miao et al. 2001; Lorenzen et al. 2000). 

La destrucción de humedales del último siglo, así como los cambios climáticos 

recientes, los sitúan entre los de mayor riesgo de desaparición en el planeta 

(Erwin 2009; Touchette & Steudler 2009; Hershner & Havens 2008; Nicholls 2004). 

El dilema ambiental de los humedales genera una crisis significativa en la 

disponibilidad de diversos recursos potencialmente valiosos para la vida acuática y 

en los servicios ambientales que sustenta. En la zona costera del Golfo de México 

se augura una reducción de más del 40% (Pachauri & Reisinger 2007) y se 

desconoce las consecuencias de este impacto en particular sobre la vegetación 

acuática emergente.  

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



Embriogénesis somática en Typha domingensis 

5 

Recientemente, las hidrófitas emergentes son valoradas y estudiadas como 

recursos por presentar composición química con perspectivas potenciales para su 

aprovechamiento integral, ya que solo Oryza sativa es la única planta acuática 

emergente cultivada para consumo humano. El uso limitado de otras especies  de 

este grupo ecológico coincide con la escasez de información científica, biológica,  

ecológica y tecnológica debido a su condición de marginación (Cronk & Siobhan 

2001). Diversas especies acuáticas emergentes forman ahora parte de varios 

programas de investigación para su producción masiva, conservación y/o 

aprovechamiento potencial (Sheehan et al. 1998) en la industria farmacéutica 

(Abu-Ziada et al. 2008; Basso et al. 2005), alimenticia (Banack et al. 2004; Arenas 

& Scarpa 2003; Pemberton 2000; Stevens & Hoag 2000) de fitorremediación 

(Skinner et al. 2007; Sheoran 2006; Paris et al. 2005; Hidalgo et al. 2005; Odjegba 

& Fasidi 2004; Vara Prasad & De Oliveira 2003; Estime et al. 2003; Rogers, 2003) 

y energética (Hernández-Piedra 2009; Suda et al. 2009; Li et al. 2009; Sheehan et 

al. 1998)  

 

Entre la vegetación acuática emergente la más común en los humedales de Norte 

y Centro América es Typha domingensis. El desconocimiento social del valor 

ecológico de Typha, su uso comercial limitado y proliferación en las lagunas y 

humedales ha conducido a la implementación de prácticas inadecuadas en el 

manejo de este ecosistema (Linz & Homana 2011; T´ulbure et al. 2007). Typha 

domingensis se emplea en la construcción de humedales artificiales para 

descontaminar aguas residuales, así como especie de ornato y recurso alimenticio 

(Arenas & Escarpa 2003; Stevens & Hoag 2000). El enfoque más reciente es su 

aprovechamiento como fuente de biocombustible (Hernández-Piedra 2009; Suda 

et al. 2009) e industrialización para generar diversos productos.  

 

Lo anterior, potencializa la vulnerabilidad ecológica de T. domingensis en los 

humedales costeros y crea la necesidad de desarrollar investigación básica con 

herramientas in vitro que permitan entender la biología del desarrollo y la 

propagación de la especie sin comprometer el funcionamiento y manejo del 
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ecosistema; y además por la ventaja que ofrece este conocimiento hacia las 

aplicaciones tecnológicas.  

 

Enfoque científico 

En la producción y conservación de plantas se ocupa cada vez más la 

embriogénesis somática porque ofrece múltiples ventajas respecto a los métodos 

convencionales de investigación básica. La embriogénesis somática es una 

herramienta moderna basada en el cultivo in vitro. La generación de embriones 

somáticos debe su éxito a la multiplicación práctica y porque representa una forma 

eficiente para la conservación del germoplasma. Incluso, constituye el sistema 

ideal para cualquier tipo de mejoramiento genético. Colateralmente esta estrategia 

biotecnológica augura un gran potencial para generar el conocimiento básico y 

aplicado de hidrófitas emergentes económicamente potenciales o ecológicamente 

valiosas. Hoy en día, la regeneración por embriogénesis somática es aplicada en 

las hidrófitas emergentes Phragmites australis (Máthé et al. 2000; Lauzer et al. 

2000), Brasenia schreberi (Oh et al. 2008) y Sium latifolium (Popova & Ivanenko 

2007). La producción de embriones somáticos in vitro presenta una enorme 

capacidad de multiplicación aplicable, ya que en un solo proceso produce 

estructuras completas con ápice y raíz para diferentes fines de investigación, por 

lo que presenta muchas ventajas frente a otros sistemas de propagación de 

plantas.  

 

Recientemente el sistema in vitro está ofreciendo posibilidades únicas para la 

investigación básica en el entendimiento de la totipotencialidad y los factores que 

controlan la dirección y el ritmo del desarrollo posterior del embrión (Santa-

Catarina et al. 2006; Blanco et al. 2003; Krikorian & Simola 1999). La 

embriogénesis somática constituye un sistema modelo para estudios 

embriológicos, principalmente por su factibilidad, rápida respuesta y alta 

productividad (Von Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003). 

Dicha técnica se fundamenta en el uso de fitorreguladores sintéticos de 

crecimiento para inducir la transición de una célula somática a una embriogénica 
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(Fehér et al. 2003). El 2,4-D es la auxina más empleada por sus múltiples efectos, 

como en la activación de las diferentes fases del ciclo celular que es un proceso 

clave en la diferenciación (Fehér et al. 2003). La composición del medio y la luz, 

son otros factores que regulan el proceso de embriogénesis ya que estos 

elementos pueden controlar la división celular, elongación, polaridad y 

diferenciación (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman et al. 1997; Roca & 

Mroginski 1991). La optimización del sistema depende entonces en gran medida 

del esclarecimiento de los requerimientos ambientales y nutricionales necesarios 

para la especie. 

 

Los diferentes estados del desarrollo embriogénico asociados a la diferenciación 

embriogénica, permiten aportar información que enriquece la biología del 

desarrollo. Sin embargo la correlación entre la apariencia de una estructura tipo 

embriogénica y una verdaderamente embriogénica solo puede confirmarse por 

estudios histológicos (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Rugkhla & Jones 1998). Otros 

métodos promisorios para identificar los mecanismos regulatorios responsable de 

los eventos claves de la embriogénesis son los de análisis molecular y genéticos 

(Dodeman et al. 1997).  

 

En consonancia a lo expuesto es necesario impulsar estudios que permitan 

entender procesos básicos reproductivos de T. domingensis, ya que es una 

especie emergente abundante con riesgo de pérdida o declinación en sus 

poblaciones como consecuencia de un estrés múltiple producto del trinomio 

cambio climático - contaminación – cultivo potencial.  

 

Aunque la embriogénesis somática se ha estudiado en diferentes especies 

modelos estas no son comparables (Dodeman et al. 1997), por lo tanto la 

aplicación de esta técnica a T. domingensis proporcionará información valiosa 

para aplicaciones inmediatas con perspectiva ambiental o tecnológica. 
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Planteamiento de la hipótesis  

En la investigación fue relevante definir las condiciones óptimas de cultivo in vitro y 

la ruta morfogenética de Typha domingensis que culminan en la formación de 

embriones somáticos maduros.  

 

La hipótesis de investigación se formuló con base en los factores críticos que 

desencadenan y regulan el proceso de embriogénesis somática, como la 

influencia de la complejidad del explante, la concentración del fitorregulador 

embriogénico 2,4-D y la variación de luz en los cultivos in vitro. En T. domingensis 

la hipótesis fue que “el 2,4-D estimula la embriogénesis en los explantes de 

germinados y la expresión de la competencia embriogénica conduce a la 

morfogénesis del embrión somático maduro en las etapas secuenciales de cultivo 

in vitro”.  

 

Definición de Objetivos 

 

Objetivo General 

Describir el modelo de embriogénesis somática en la hidrófita emergente Typha 

domingensis y la relación de los factores que condicionan la formación de 

embriones maduros. 

 

Objetivos específicos 

 Iniciar el sistema de embriogénesis somática de T. domingensis utilizando 

como explante germinados in vitro completos.  

 Evaluar el efecto del 2,4-D en condiciones de luz y obscuridad en la 

formación de callo embriogénico y el desarrollo de embriones somáticos.  

 Caracterizar la morfogénesis progresiva de las estructuras embriogénicas 

inducidas. 

 Establecer el modelo de embriogénesis en secuencia multietapas. 

 Determinar el origen del embrión somático. 
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Caracterización del proceso de embriogénesis somática  

en Typha domingensis 

 

Resumen  

El proceso de embriogénesis somática de la hidrófita emergente Typha 

domingensis se caracterizó en las etapas de inducción y maduración 

embriogénica. Los germinados asépticos de T. domingensis fueron cultivados 56 

días en medio nutritivo de MS0.5 en agitación. En la inducción embriogénica se 

usaron concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 mg·L-1 de 2,4-D en ambientes de luz y 

oscuridad. La maduración del embrión fue evaluado en medio de cultivo fresco sin 

2,4-D y con luz por 30 días. Los marcadores embriogénicos desarrollados 

secuencialmente sobre el explante fueron el abultamiento en la base caulinar, 

callo blanco, callo amarillo nodular adherido y embrión somático. En el medio de 

cultivo surgió el microcallo amarillo friable, células suspendidas y la turbidez. El 

2,4-D influyó en el porcentaje de cultivos que presentaron abultamiento y callo 

amarillo nodular (p ˂ 0.05). La frecuencia de abultamientos y callo nodular fue 

mayor a concentraciones de 0.5 y 1 mg·L-1 de 2,4-D. Durante la etapa de 

maduración los callos embriogénicos y los embriones somáticos mostraron 

obscurecimiento progresivo. El tiempo de máxima producción de cultivos con las 

estructuras morfológicas que condujeron al desarrollo de embrión somático 

maduro fue usado para diseñar la embriogénesis somática de T. domingensis en 

un protocolo multietapas para futuras investigaciones.  
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Introducción 

La espadaña (Typha domingensis) es una planta acuática emergente que muestra 

amplia distribución y elevada productividad en los ecosistemas limnéticos 

someros. Actualmente, el espadañal enfrenta dos dilemas: ser tratado como 

maleza y la amenaza de sobreexplotación. Las malezas acuáticas son 

consideradas un riesgo natural dentro de los intereses y actividades económicas 

del hombre por su elevada productividad (Auld 1996), no obstante que la 

abundancia de esta vegetación constituye un componente clave para la 

sustentabilidad ambiental del ecosistema acuático (Zedler 2004; Lorenzen et al. 

2000). A escala mundial las malas prácticas de manejo, sumadas a los impactos 

del cambio climático, amenazan la dinámica y el tamaño de las comunidades de 

vegetación acuática emergente (Pachauri 2007; Auld 1996) y se prevé que ambos 

afectarán negativamente los servicios ambientales que estas brindan al 

ecosistema. 

 

La amenaza de sobrexplotación del género Typha reside en su potencial como 

materia prima para biocombustible de tercera generación (Hernández-Piedra 

2009; Suda et al. 2009; Czakó et al. 2006; Estime et al. 2003; Rogers 2003). 

También es usado con menor impacto en la construcción de humedales artificiales 

para remediar aguas eutrofizadas (Sheoran 2006; Paris et al. 2005; Hidalgo et al. 

2005; Odjegba & Fasidi 2004; Vara Prasad & De Oliveira 2003; Estime et al. 2003; 

Rogers 2003), como especie de ornato, recurso alimenticio (Stevens & Hoag 2000; 

Arenas & Escarpa 2003) y otras aplicaciones medicinales menos conocidas. La 

vulnerabilidad potencial de T. domingensis requiere desarrollar investigación sobre 

su biología del desarrollo y generar métodos de propagación modernos y 

eficientes que eviten la sobreexplotación o probable erradicación de esta especie 

por el manejo inadecuado del ecosistema acuático.  

 

El cultivo in vitro ofrece la oportunidad de desarrollar ciencia básica sobre la 

biología del desarrollo de T. domingensis, ya que existe poco conocimiento al 

respecto y a su vez, permite producir a mayor escala y alta velocidad plantas a 
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través de la manipulación de los componentes químicos y físicos del sistema de 

cultivo. El cultivo in vitro inicia con el establecimiento de microestructuras 

vegetales que se regeneran mediante procesos de organogénesis y 

embriogénesis somática directa e indirecta (Roca & Mroginski 1991). La 

embriogénesis somática ha sido usada como un sistema modelo clave para 

estudios embriológicos (Von Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman 

et al. 1997).  

 

La embriogénesis somática directa deriva de células predeterminadas 

embriogénicamente, mientras que en la indirecta generalmente es de un callo 

(Von Arnold 2008). En la división, elongación, polaridad, diferenciación celular que 

conduce a la embriogénesis somática participan una amplia variedad de señales 

moleculares y ambientales (Roca & Mroginski 1991; Dodeman et al. 1997). Las 

moleculares incluyen compuestos exógenos, como los reguladores de crecimiento 

y nutrientes, y compuestos extracelulares entre las que se han citado a los 

polisacáridos de pared celular y glicoproteínas (Von Arnol 2008; Quiroz-Figueroa 

et al. 2006; Fehér et al. 2003). La auxina 2,4-D ha sido el fitorregulador 

comúnmente empleado en las rutas embriogénicas directa o indirecta (Machakova 

et al. 2008; Jenik & Barton 2005). En Vallisneria americana (Álvarez 2007), 

Phragmites australis (Máthé et al. 2000), Brasenia schreberi (Oh et al. 2008) y T. 

domingensis usaron el 2,4-D en concentraciones de ≤1, ≥ 4, ≤ 3 y ≤ 2 mg·L-1, 

respectivamente para la inducción embriogénica directa. En Nymphoides cristatum 

(Niranjan et al. 2008), Typha latifolia (Rogers et al. 1998) y Picea abies (Filonova 

et al. 2000) se ha combinado el 2,4-D con otras fitohormonas como picloram, 

tiaduzuron y benziladenina. En muchos sistemas, el proceso de maduración del 

embrión somático procede en condiciones libres de auxina (Fehér 2008). En las 

especies como T. latifolia (Rogers et al. 1998), P. abies (Filonova et al. 2000), P. 

australis (Máthé et al. 2000), V. americana (Álvarez 2007), B. schreberi (Oh et al. 

2008) y N. cristatum (Niranjan et al. 2008), la iluminación de los cultivos (presencia 

o ausencia) fue un factor en la inducción del embrión somático.  
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En esta investigación el interés fue describir el desarrollo morfológico de 

embriones de T. domingensis a través del proceso progresivo de embriogénesis 

somática en relación con un gradiente de 2,4-D en la etapa de inducción, y la 

ausencia de 2,4-D en la etapa de maduración del embrión somático. Ambas 

etapas fueron evaluadas en condiciones de luz y oscuridad. La descripción 

morfológica del proceso de embriogénesis somática es relevante para ampliar el 

conocimiento de la biología reproductiva de T. domingensis y puede mejorar las 

aplicaciones prácticas al conducir a una alternativa de propagación sustentable y 

de rehabilitación de ecosistemas limnéticos impactados (Linz & Homana 2011; 

T´ulbure et al. 2007).  
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Método 

Especie de estudio 

Typha domingensis Pers. forma parte de la vegetación acuática enraizada 

emergente. Se encuentra a lo largo de todo el continente Americano (Lot et al. 

1999; Novelo & Ramos 2007) y en México está ampliamente distribuida en las 

regiones cálido húmedas por debajo de los 1000 m de altitud (Rzedwski & 

Rzedwski 2005). Esta planta herbácea perenne presenta un rizoma estolonífero, 

hojas simples lineares y tallos que emergen del agua alcanzando una altura 

máxima de 2.5 m. La inflorescencia terminal de color café claro en forma de 

espiga alargada y cilíndrica se sitúa sobre una bráctea linear. La espiga masculina 

hasta de 42 cm de largo y 1.5 cm de ancho se encuentra sobre la espiga femenina 

de 48 cm de largo y 2 cm de diámetro. Esta especie llega a producir 250 000 flores 

por inflorescencia. Los frutos son secos tipo aquenio de aproximadamente 1.5 mm 

de largo (Figura 2.1), el cual contiene una semilla diminuta de endospermo 

farinoso (Judd et al. 2008; Stevens & Hoag 2000). El aquenio está cubierto de un 

folículo persistente denominado perianto que le ayuda a su dispersión (Novelo & 

Ramos 2007; Lot et al. 1999). 

 

Figura 2.1. Morfología de Typha domingensis. (a): esporofito. (b): inflorescencia 

estaminada (estrella) y carpelada (circulo). (c): aquenio con perianto. (d): semilla. 

(e): disección de semilla en testa (estrella) y embrión cigótico (flecha). (c) = 16x y 

(d) (e) = 32x. 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



Embriogénesis somática en Typha domingensis 

15 

 

Material vegetal  

Las semillas de T. domingensis provinieron de aquenios almacenados 18 meses 

en un desecador de sílica gel. Los aquenios se recolectaron en el año 2008 en un 

microembalse artificial urbano (17º 59´26” y 17º 59´17” N y 92º 58´16” y 92º58´37” 

O) ubicado en la ciudad de Villahermosa, Tabasco, México. El almacén de 

aquenios del año 2008 se usó en esta investigación porque en los años 2009 y 

2010 fue difícil la renovación. Lo anterior debido a que las plantas no presentaron 

sincronía en su ciclo reproductivo por el estrés hídrico que causó la precipitación 

pluvial excesiva durante este periodo en la zona costera de Tabasco (López 2009; 

Motivans & Apfelbaum 1987; Apfelbaum 1985).  

 

Viabilidad de semillas 

La viabilidad de las semillas de T. domingensis se comprobó mediante ensayos de 

germinación in vitro en cultivo estático. El aquenio fue agitado cuatro ocasiones en 

agua purificada (Corning Stirrer-Hot plate) en una proporción de 1:100 g/mL para 

desprender el perianto (Lorenzen et al. 2000; Sobrero et al. 1993). A cada 

intervalo de 20 min se separó parte de perianto suspendido del sobrenadante. Las 

semillas fueron preesterilizadas 10 min en 30% de etanol, esterilizadas 10 min en 

solución NaClO (10% de Cloralex® v/v) y lavadas tres veces en agua estéril. En 

cada transferencia se aplicó agitación manual. La prueba de germinación se 

realizó con 10 (±1) semillas. La unidad de germinación fueron frascos comerciales 

cilíndricos de vidrio (Ø 5 cm: h 7 cm) con 50 mL de agua purificada y esterilizados 

con tapas de policarbonato Magenta® a 121° C y 104 kPa durante 25 min. Las 

plantas se regeneraron en cuartos de cultivo con temperatura ambiental de 25±5 

°C, luz blanca de 20 mol m-2·s-1 y fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad (Control 

Stanley, modelo 51191).El porcentaje de germinación se estimó a 9 días [% G= 

(semilla germinadas/semillas totales) x 100] usando como referencia la morfología 

descrita para germinados del orden Poales (Tillich 2007). El procedimiento de 

germinación se repitió para proporcionar plantas in vitro en la etapa experimental, 

las cuales se regeneraron en lotes de 100±50 semillas.  

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



Embriogénesis somática en Typha domingensis 

16 

 

Evaluación experimental 

Medio de cultivo  

En los experimentos el medio cultivo fue el de Murashige & Skoog (1962) con 

vitaminas, a la mitad de su fuerza iónica o MS0.5 (Phytotechnology Laboratories 

M519), con 3% de sacarosa y el fitorregulador embriogénico 2,4-D (Sigma, 

D7299). El pH del medio nutritivo fue ajustado a 5.8±2. Las unidades de cultivo 

fueron esterilizadas con 25 ml de medio. La unidad de cultivo y la esterilización 

fueron similares a la etapa de germinación.  

 

Diseño experimental 

Para la inducción de embriones somáticos de T. domingensis se usó el diseño 

factorial aleatorio 2 x 3. Los factores y sus niveles fueron: el ambiente luz y 

oscuridad y concentraciones de 0.0, 0.5, 1 y 2 mg·L-1 de 2,4-D. Los controles sin 

2,4-D se usaron en los dos tratamientos ambientales. En la unidad experimental 

se cultivaron tres explantes y cada tratamiento fue de ocho réplicas. El explante 

fue el germinado in vitro completo de nueve días de edad. El juego experimental 

luz fue colocado en el cuarto de cultivo en las condiciones normales citadas 

previamente. El de oscuridad se aisló de la luz en caja de cartón cerrada. 

 

El experimento permaneció ocho semanas (sin subcultivos) y cada siete días se 

registraron visualmente los cambios en la morfología del explante y las estructuras 

que desarrollaron en el medio de cultivo. Los cambios morfológicos registrados 

sobre el explante fueron abultamiento, callo amarillo compacto o nodular, callo 

blanco, callo café o necrótico y embriones somáticos. Las respuestas registradas 

en el medio de cultivo fueron células suspendidas, callo amarillo friable, callo 

blanco friable y turbidez. Con la finalidad de explorar si las estructuras 

morfológicas denominadas embriogénicas pueden evolucionar hasta embrión 

maduro fueron subcultivadas en medio fresco MS0.5 sin fitorregulador y colocadas 

en condiciones de luz y oscuridad. Las observaciones fueron realizadas 

semanalmente por un periodo de 30 días. 
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Resultados  

El porcentaje de germinación del banco de semillas de T. domingensis fue de 

60±10. El germinado presentó hipérfilo cotiledonar largo y delgado con la testa en 

su parte superior, el cual produjo un fanerómero verde. El hipocótilo fue corto con 

un estrecho collar de rizoides largos y densos. La raíz primaria fue delgada y 

pronto se hizo acompañar de una fuerte raíz que nació del brote. Las primeras 

hojas plumulares fueron eófilos lineares (Figura 2.2). 

 

 

 

Figura 2.2. Germinado in vitro de Typha domingensis de 9 días de edad. c: 

cotiledón. hc: hipérfilo cotiledonar. fc: funda cotiledonar. t: testa. f: fanerómero. h: 

hipocótilo. rp: raíz primaria. rb: raíz del brote axilar. eo: eófilo. 8X. 

 

En la etapa de inducción embriogénica, derivaron diversas estructuras 

embriogénicas sobre el germinado y el medio de cultivo de T. domingensis 

inherentes al proceso de embriogénesis somática.  

 

En el germinado, las morfologías identificadas secuencialmente fueron el 

engrosamiento de la base caulinar o abultamiento, formación de callo blanco y 

callo amarillo nodular y embrión somático (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 Morfología generada sobre el explante de Typha domingensis en la 

etapa experimental I, sobre el explante (a) (b) (c) (d) y desprendida del explante 

(e) (f) y (g). (a): Callo amarillo nodular. (b): Callo amarillo nodular con necrosis 

moderada. (c): callo amarillo nodular con necrosis intensa. (d): Embrión somático. 

(e): Células suspendidas. (f): Turbidez. (g): Callo amarillo nodular friable. (h): T. 

domingensis de 30 días de edad en oscuridad. (i): T. domingensis de 30 días de 

edad con luz. (a) (b) y (c) =8x y (d) (g) = 16x. 

 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



Embriogénesis somática en Typha domingensis 

19 

 

El callo amarillo del explante fue compacto e irregular, de aspecto nodular y 

pequeño de aproximadamente 0.5 cm (Figura 2.3 a), mientras que el callo blanco 

fue globular translúcido y se mantuvo disperso alrededor del explante. El embrión 

somático surgió del callo amarillo. Los embriones somáticos con forma de cono 

alargado en color café (Figura 2.3 d y 2.4) con una base o suspensor unida al 

explante y a una semiesfera de color beige en el extremo distal (Figura 2.4 b).  

 

Las morfologías desarrolladas en el medio de cultivo fueron el callo amarillo friable 

o microcallo y las células suspendidas; también se produjo turbidez (Figura 2.3 e y 

f). El microcallo friable pudo ser diferenciado del callo nodular por la permanencia 

del coleóptilo y la raíz principal del explante (Figura 2.3 g y 2.4 a).  

 

 
 

Figura 2.4. Embrión somático sobre callo amarillo nodular. (a): Embrión somático 

sobre callo amarillo. (b): Detalle de embrión somático. rz: raíz. ca: callo amarillo 

nodular. caf: callo amarillo friable. col: coleoptilo persistente. te: testa. cs: células 

suspendidas. s: suspensor. es: embrión somático. (a) =16x  

 

La cinética de desarrollo de las estructuras y morfologías celulares derivadas del 

explante proporcionaron datos cuantitativos sobre la eficiencia de la 

embriogénesis somática. El abultamiento del explante se observó a los 14 días, 

pero alcanzó en 21 días el porcentaje más alto en los cultivos que estuvieron 

expuestos a 2,4-D en 0.5 y 2 mg·L-1, con luz y en oscuridad (Figura 2.5). En el 

abultamiento se desarrollaron el callo amarillo y el callo blanco a los 21 y 28 días, 

respectivamente (Figura 2.5).  

a b 
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En la producción de callo amarillo nodular sobresalió por su elevado porcentaje las 

concentraciones de 0.5 y 1 mg·L-1 de 2,4-D y presentó un máximo incremento 

entre los 44 y 58 días (Figura 2.5). Los cultivos con mayor porcentaje de callo 

blanco fueron los de 2 mg L-1 de 2,4-D en ambos ambientes y su nivel de 

producción no varío desde los 28 días. Los porcentajes con callo blanco fueron 

relativamente muy bajos respecto a los de callo amarillo (Figura 2.5). 

 

En secuencia a los 44 días, el 50% de los tratamientos mostraron embriones 

somáticos. En los siguientes 15 días destacó la producción de embriones del 40% 

en 2 mg·L-1 de 2,4-D en oscuridad. El callo amarillo nodular y el embrión somático 

presentaron obscurecimiento. En ambos casos el obscurecimiento que se tuvo a 

partir del día 28 alcanzó su valor máximo al día 44 en el 37.17% de los cultivos. 

 

En la tabla 2.2 se indican los tiempos seleccionados de cada variable y las 

diferencias significativas que presentaron las diferentes concentraciones de 2,4-D 

sobre el abultamiento y la formación de callos en el explante. El efecto de la 

concentración de 2,4-D y el tipo de ambiente en los tiempos de cultivos de T. 

domingensis con máximos porcentajes de respuestas in vitro sobre el explante y el 

medio de cultivo fue significativo con 2,4-D y se presentó en las variables de 

abultamiento y callo amarillo sobre el explante (p ˂ 0.05).  

 

El abultamiento de la base caulinar fue superior en la concentración 0.5 mg·L-1 

respecto a los cultivos que presentaron 2.0 mg·L-1 y fue similar a 1 mg·L-1. En las 

concentraciones de 0.5 y 1.0 mg L-1 de 2,4-D también superior el porcentaje de 

cultivos con callo amarillo. El embrión somático no registró diferencias 

significativas en las concentraciones de 2,4-D y condiciones de cultivo ensayadas 

(p > 0.05).  

 

En el análisis cinético de embriogénesis sobre el medio de cultivo los microcallos 

friables amarillos y obscuros fueron registrados entre la tercera y quinta semana 

de evaluación (Figura 2.7). En las comparaciones entre los tiempos de máxima 
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producción, el 2,4-D y el ambiente de cultivo no afectaron la formación de 

microcallos friables, células suspendidas y turbidez (p > 0.05), (Tabla 2.1).  

 

Perfiles similares en el tiempo de formación de las estructuras embriogénicas y no 

embriogénicas del explante y generadas en el medio se observaron en relación a 

los registros de callo friable, células suspendidas y la condición de turbidez del 

medio de cultivo (Figura 2.5 y 2.6). Los microcallos o callos amarillos friables se 

formaron entre los días 14 y 21 en 2 y 1 mg·L-1 de 2,4-D, respectivamente, 

aunque su producción máxima la alcanzó el día 28 en 25.53% de los cultivos 

(Figura 2.6).  

 

La respuesta más sobresaliente fue la formación de células suspendidas las 

cuales se observaron como múltiples estructuras diminutas solo observables a 

contra luz. En el medio de cultivo las células suspendidas fueron visibles a partir 

del séptimo día en la concentración de 2.0 mg·L-1 de 2,4-D en oscuridad y el día 

14 en las de 1.0 y 2.0 mg·L-1 de 2,4-D, con luz. El promedio de cultivos con 

células suspendidas fue  mayor de 80 % en presencia de luz y con 0.5 mg·L-1 de 

2,4-D entre los días 51 y 58 (Figura 2.6). 
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Figura 2.5. Cinética de callo amarillo, callo blanco y embrión somático sobre el 

explante con factores combinados 2.4-D (mg·L-1) y ambiente: a) 0.5 +L, b) 0.5 +O, 

c) 1.0 +L, d) 1.0 +O, e) 2.0 +L, f) 2.0 +O. L = Luz y O= Oscuridad. Línea sólida con 

cuadrados = abultamiento, línea discontinua con rombos = callo amarillo, línea 

punteada con triángulos = callo blanco. Líneas verticales = promedios ± error 

estándar. 
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Figura 2.6 Cinética en la formación de las células suspendidas, callo amarillo 

friable y turbidez en el medio de cultivo de Typha domingensis con factores 

combinados 2.4-D (mg·L-1) y ambiente: a) 0.5 +L, b) 0.5 +O, c) 1.0 +L, d) 1.0 +O, 

e) 2.0 +L, f) 2.0 +O. L = Luz y O= Oscuridad. Línea punteada con triángulos = 

turbidez, línea sólida con cuadrados = células suspendidas, línea discontinua con 

rombos = callo friable. Líneas verticales = promedios ± error estándar. 
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Figura 2.7 Grado de necrosis de los embriones somáticos formados en los 

cultivos de Typha domingensis expuestos en combinación de 2.4-D (mg·L-1) y tipo 

de ambiente: a) 0.5 +L, b) 0.5 +O, c) 1.0 +L, d) 1.0 +O, e) 2.0 +L, f) 2.0 +O. L = 

Luz y O= Oscuridad. Línea sólida con cuadrados = embrión somático, línea 

discontinua con rombos = necrosis. Líneas verticales = promedios ± error 

estándar. 
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En algunos casos el medio también presentó un aspecto blanquecino (Figura 2.5 f) 

que se denominó turbidez. La turbidez del medio de cultivo se registró a partir del 

día siete en el tratamiento 2,4-D 2 mg·L-1 de en un ambiente con luz y hasta los 28 

días en el tratamiento 2,4-D 1 mg·L-1 de en ausencia de luz. El aumento de 

números de cultivos con turbidez se mantuvo asociado al incremento en la 

concentración de 2,4-D. 

 

Con el conjunto de todos estos resultados se identificaron las condiciones para 

mejorar la embriogénesis somática de T. domingensis distinguiendo las etapas 

criticas que detonaron el proceso progresivo del embrión somático, inducción, 

expresión embriogénica y maduración del embrión somático, las cuales definieron 

la segunda fase experimental. El mapa destino de las morfologías celulares del 

explante en función de la concentración de 2,4-D y el ambiente de cultivo en luz y 

oscuridad se muestra en la Figura 2.8. 

 

En la etapa de maduración, el necrosamiento del callo amarillo nodular, microcallo 

y el embrión somático persistió y sin haber reportado diferencias respecto a la de 

inducción embriogénica.  
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Figura 2.8. Mapa destino que ilustra la morfología in vitro de Typha domingensis a 56 días con diferentes 

concentraciones de 2,4-D en ambientes de luz y oscuridad. 
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Tabla 2.1.- MANOVA  Variación estadística en las respuestas embriogénicas de T. 

domingensis en tiempos de máxima producción. Interacción =  Luz/Oscuridad x 

2,4-D. 

Nivel 
Variable 

dependiente 
Factor Parámetros estadísticos  

Explante 

      Abultamiento SS MS F P 

 
Luz/Oscuridad 0.00 0.00 0.00 1.00 

 
2,4-D 15416.67 7708.33 5.18 0.01 

 
Interacción 1250.00 625.00 0.42 0.66 

Callo amarillo nodular 
    

 
Luz/Oscuridad 5685.22 5685.22 3.43 0.07 

 
2,4-D 19421.67 9710.84 5.85 0.01 

 
Interacción 558.04 279.02 0.17 0.85 

Callo necrótico 
    

 
Luz/Oscuridad 2492.73 2492.73 1.87 0.18 

 
2,4-D 727.98 363.99 0.27 0.76 

 
Interacción 699.57 349.79 0.26 0.77 

Callo blanco 
    

 
Luz/Oscuridad 813.95 813.95 0.53 0.47 

 
2,4-D 2798.30 1399.15 0.92 0.41 

 
Interacción 411.93 205.97 0.14 0.87 

Embrión somático 

    

 
Luz/Oscuridad 934.39 934.39 0.64 0.43 

 
2,4-D 292.21 146.10 0.10 0.90 

 
Interacción 5292.21 2646.10 1.81 0.18 

Medio 
de 

cultivo 

Callo amarillo friable 

   

 
Luz/Oscuridad 813.95 813.95 0.43 0.52 

 
2,4-D 3579.55 1789.77 0.95 0.40 

 
Interacción 7613.64 3806.82 2.01 0.15 

Células suspendidas 

    

 
Luz/Oscuridad 1345.51 1345.51 0.55 0.46 

 
2,4-D 3155.44 1577.72 0.65 0.53 

 
Interacción 6905.44 3452.72 1.42 0.25 

Turbidez 
    

 
Luz/Oscuridad 4.15 4.15 0.00 0.96 

 
2,4-D 7295.05 3647.52 2.14 0.13 

 
Interacción 1385.96 692.98 0.41 0.67 
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Tabla 2.2 Porcentajes de cultivo con las estructuras embriogénicas sobre el 

explante y el medio de cultivo.  

 

0.5 1 2

Abultamiento 21 100
a

81.85
ab

56.25
b

Callo blanco 28 6.66 18.75 25.00

Callo amarillo nodular 44 86.66
a

87.50
a

43.75
b

Callo necrótico 44 36.66 40.62 56.25

Embrion somático 51 13.33 18.75 56.25

Friabilidad 58 13.33 31.25 31.25

Turbidez 28 6.66
b

18.75
ab

37.50
a

Células suspendidas 58 66.66 68.75 50

Variable dependiente
2,4-D (mg·L

-1
)

Explante

Medio 

de 

cultivo

Nivel Tmax

 

Promedios con literales iguales no fueron significativamente 

diferentes (p ˂ 0.05). Tmax= Tiempo de máxima producción en días.  
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Discusión 

La eficiencia germinativa de 60±10% en las semillas de T. domingensis en 

almacenamiento prolongado fue inferior al reportado por Lorenzen et al. (2000) 

quien en esta misma especie presento una eficiencia de 85%. Así como en otras 

especies como T. sabulata y T.a latifolia que han registrado más de 84% de 

germinación (Sobrero et al. 1993, Rogers 2003). Este género ha demostrado 

viabilidad en sus semillas aun después de un almacenamiento superior a los 12 

meses (Lorenzen et al. 2000; Sobrero et al. 1993). 

Los germinados in vitro de T. domingensis demostraron ser una buena fuente de 

explante al no presentar contaminación y ser de fácil manipulación. Lo anterior 

concuerda con Rogers (2003) y Rogers et al. (1998) que destacaron las ventajas 

del empleo de germinados in vitro de T. latifolia en el desarrollo de protocolos de 

regeneración eficientes. 

Evaluación morfológica de la embriogénesis somática  

En el explante de T. domingensis y el medio de cultivo se revelaron estructuras 

celulares ampliamente descritas por la literatura como precursoras del embrión 

somático (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003; Dodeman et al. 1997). El 

abultamiento sobre la conexión hoja-raíz que en el germinado de T. domingensis 

corresponde a la sección del hipocótilo y la funda cotiledonar fue la señal primaria 

del efecto embriogénico del 2,4-D. Otras plantas acuáticas como T. latifolia, 

Cymodosea nodosa y V. americana (Álvarez 2007; Pérez et al. 2007; Rogers 

2003; Rogers et al.1998) han reportado respuestas similares referente al sitio de 

acción para este tipo de explante. El abultamiento ha sido descrito como una 

etapa previa a la formación de callo debido a que el sitio presenta características 

fisiológicas y anatómicas que influyen en el desarrollo de la planta. Desde el punto 

de vista estructural el hipocótilo y el hipérfilo cotiledonar pertenecen a un complejo 

órgano de almacenamiento del embrión, el cotiledón (Tillich 2007), y ambos 

abrazan una zona meristemática perteneciente al brote apical del germinado que 

es la fuente de auxina endógena (Fehér et al. 2003). En monocotiledóneas este 

brote se conoce como plúmula (Tillich 2007).  
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A consecuencia, de este abultamiento se derivó el callo amarillo nodular. La 

exposición de explantes al 2,4-D y a otros factores condicionantes de la 

embriogénesis somática como el ambiente y la composición del medio inducen 

rediferenciación celular y proliferación embriogénica (Von Arnold 2008; Quiroz-

Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003). El callo de T. domingenesis fue similar a 

las descripciones morfológicas y de coloración descritas en germinados de las 

plantas acuáticas T. latifolia, T. angustifolia (Nandakumar et al. 2005; Rogers 

2003; Rogers et al. 1998), V. americana (Álvarez 2007) y Cimodoseae nodosa 

(Pérez et al. 2007), embriones cigótico de Oryza sativa (Menesses et al. 2005; 

Mariani et al. 2002) e inflorescencias de P. australis (Lauzer et al. 2000) y Panicum 

virgatum (Burris et al. 2009). La coloración amarilla del callo en T. domingensis 

indicó su carácter embriogénico, pero fue concluyente cuando del callo amarillo 

formado sobre el explante se originaron embriones somáticos.  

 

Los callos de T. domingensis presentaron necrosis moderada a severa al finalizar 

el experimento de inducción embriogénica, sin embargo la mayoría de los callos 

registraron carácter embriogénico. El necrosamiento progresivo de las estructuras 

celulares embriogénicas fue adjudicado al estrés oxidativo que provocó el 

envejecimiento del cultivo (Benson 2000). No obstante varios autores han 

notificado que el tejido café o necrótico no es necesariamente perjudicial en la 

morfogénesis, inclusive se ha observado la formación de embriones somático 

alrededor de las áreas necrosadas, señalando que esta característica puede ser 

esencial para la iniciación de la embriogénesis (George & Davies 2008). En 

plantas terrestres como Coffea arabica el callo embriogénico se ha reportado café 

(fenolizado) (Quiroz-Figueroa et al. 2006) mientras que en Tehobroma cacao esta 

característica inhibe la embriogénesis considerándose una especie recalcitrante 

(Alemanno et al. 2003).  

El callo blanco y los microcallos suspendidos de T. domingensis no presentaron 

potencial embriogénico u organogénico. En P. australis el callo blanco se ha 

reportado como no embriogénico y se caracterizó por su superficie viscosa 

(Lauzer et al. 2000) pero en otros como P. virgatum este tipo de callo, denominado 
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tipo II, fue ideal para iniciar cultivos de suspensiones celulares al ser altamente 

friables, de rápido crecimiento y sumamente regenerativo (Burris et al. 2009). En 

N. cristatum los dos tipos de callos blanco y amarillo formaron embriones 

somáticos, solo que en el callo blanco se produjeron tardíamente y después de 

varios subcultivos (Niranjan et al. 2008). No se descarta la posibilidad que en T. 

domingensis el callo blanco evolucione a la condición embriogénica en otras 

condiciones experimentales.  

La morfogénesis de los embriones somáticos de T. domingensis fue similar a la 

reportada en otras plantas acuáticas emergentes como Oryza sativa (Vega et al. 

2009; Menesses et al. 2005; Mariani et al. 2002), T. latifolia (Rogers 2003), P. 

communis (Yang et al. 2003), P. australis (Máthé et al. 2000) y especies terrestre 

P. abies (Filonova et al. 2000), Cocus nucifera (Azpeitia et al. 2009), Phoenix 

dactilifera (Sané et al. 2006). Lo anterior, porque la morfogénesis de embriones 

somáticos puede ocurrir por diferentes vías de desarrollo (Von Arnold 2008; 

Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman et al. 1997). La embriogénesis somática no 

es del todo clara, la hipótesis señala que la vía de desarrollo directa se obtiene de 

células embriogénicamente predeterminadas mientras que la vía indirecta surge a 

partir de células indiferenciadas generalmente un callo (Von Arnold 2009). Los 

germinados de T. domingensis desarrollaron el callo y de él derivó él embrión 

somático. Al parecer esta vía ha sido la más recurrente en otras monocotiledóneas 

como O. sativa, T. domingensis, P. australis y C. nuciferas (Vega et al. 2009; 

Rogers 2003; Máthé et al. 2000; Azpeitia et al. 2009). Aunque la embriogénesis 

somática directa se ha observado en el embrión cigótico de Oryza sativa (Mariani 

et al. 2002) y Daucus carota (Nishiwaki et al. 2000). Otra vía de la embriogénesis 

somática corresponde a su origen unicelular o multicelular. La última se origina a 

partir de agregados de células simétricas o asimétricas denominados masas 

proembriogénicas, solamente diferenciadas por la presencia del suspensor cuando 

proviene de una sola célula (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman et al. 1997). T. 

domingensis presentó una estructura tipo suspensor. Esta estructura también se 

ha relacionado con el grado de desarrollo del embrión somático, por lo que esta 

vía unicelular se haya expresado en T. domingensis, pero para aseverar esta 
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interpretación hacen falta estudios histológicos que lo confirmen (Rugkhla & Jones 

1998). 

 

Efecto del factor auxina-ambiente en la competencia embriogénica de Typha 

domingensis  

La producción de callo embriogénico y algunas fases tempranas de formación del 

embrión somático en la especie T. domingensis fueron favorecidas por las tres 

concentraciones de 2,4-D ensayadas, en ausencia y presencia de luz. Aunque el 

2,4-D fue el único factor que controló significativamente (p ˂ 0.05) la formación del 

callo embriogénico en T. domingensis.  

 

Dentro del género Typha, las especies T. latifolia y T. domingensis han sido de las 

más estudiada para fines de propagación y transformación genética y en las 

investigaciones se han reportado numerosas respuestas callogénicas. Rogers et 

al. (1998) y Nandakumar et al. (2005) produjeron callo organogénico en 

germinados de T. latifolia en concentraciones 5 mg L-1 de 2,4-D a los 8 y 25 días 

respectivamente, mientras que Czakó et al. (2006) obtuvo callo organogénico y 

embriogénico en inflorescencias de esta misma especie en concentraciones diez 

veces menor de auxina. El último caso es similar a T. domingensis quien presentó 

callogénesis en el 80% de los cultivos en concentraciones bajas de auxina. Lauzer 

et al. (2000) también obtuvo callogénesis en P. australis en 1, 2 y 4 mg L-1 de 2, 4-

D a partir de inflorescencias inmaduras no obstante su mejor producción de callo 

embriogénico fue 4.5 veces menor y requirió el doble de la concentración de 2,4-D 

que indujo la misma respuesta en nuestra especie. Sin embargo la respuesta 

callogénica de P. australis fue tres veces menor que la reportada en T. 

domingensis.  

 

Al igual que en P. australis, O. sativa, P. virgatum y C. nucifera en la superficie del 

callo amarillo de T. domingensis derivaron los embriones somáticos (Burris 2009; 

Vega et al. 2009; Menneses et al. 2005; Azpeitia et al. 2003; Lauzer et al. 2000). El 

estado de desarrollo del embrión somático fue morfológicamente equiparable a las 
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estructuras descritas en varias especies. Los embriones somáticos de T. 

domingensis presentaron estructuralmente una masa embrional y suspensor muy 

similar al encontrado en el embrión somático temprano en la gimnosperma P. 

abies (Von Arnold 2008). En la monocotiledónea O. sativa la estructura tipo 

suspensor fue distinguida en el embrión somático en elongación (Vega 2009). La 

presencia del suspensor fue clave para dictaminar no solo el origen del embrión 

sino su estado de desarrollo. En las gimnospermas la embriogénesis temprana 

incluye las fases posteriores en que el suspensor comienza a elongar hasta el 

establecimiento de la radícula, mientras que en angiospermas son etapas de 

transición a la fase cotiledonar que es la esta estructura temporal en el desarrollo 

al promover el continuo crecimiento del propio embrión (Von Arnold 2008). Tanto 

en P. abies como en O. sativa esta diferenciación se da en un medio libre de 

auxina y  en algunos casos solo se reduce la concentración de 2,4-D. El tiempo 

entre la aparición del embrión somático y fases sucesivas de desarrollo es corto 

(Von Arnold 2008; Vega et al. 2009; Mariani et al. 2002). En el caso de T. 

domingensis la aparición del embrión somático sucedió mas tarde en presencia de 

2,4-D.  

 

Aunque la presencia de callo blanco fue relativamente baja en T. domingensis, se 

observó una tendencia correlativa entre los porcentajes de callo blanco, friabilidad 

y turbidez. En P. virgatum (Burris 2009) y Musa sp (Strosse et al. 2003) estas 

estructuras descritas como translúcidas y suaves representan una forma de callo 

sumamente quebradizo o friable denominado tipo II o ideal y es considerado 

excelentes para iniciar suspensiones celulares. 

 

La ausencia y presencia de luz no ha sido determinante en la expresión 

embriogénica del explante. En las especie acuáticas O. sativa (Mariani et al. 2002; 

Nandakumar et al. 2005), T. latifolia (Rogers et al. 1998), P. virgatum (Burris, 

2009), B. schreberi (Oh et al. 2008) y la terrestre P. abies (Filonova et al. 2000) la 

condición de oscuridad produjo callo embriogénico, mientras que en N. cristatum 

(Niranjan et al. 2008) y P. australis (Máthé et al. 2000) en presencia de luz 
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indujeron la respuesta embriogénica. No obstante T. domingensis produjo todas 

sus estructuras embriogénicas tanto en luz como en oscuridad. Aun cuando la 

producción de callo embriogénico y embrión somático evolucionaron 

morfológicamente de forma similar en presencia y ausencia de luz, no se descarta 

la trascendencia que puede representar el estímulo de la luz para guiar el proceso 

metabólico hacia una embriogénesis somática exitosa. La división, elongación, 

polaridad y diferenciación celular son respuestas desencadenadas por una 

variedad de señales no solo hormonales sino también ambientales, como la luz 

(Dodeman et al. 1997; Roca & Mroginski 1991). 

Los trabajos sobre embriogénesis somática han proporcionado una serie de 

conceptos relacionados al desarrollo de estructuras morfológicas que conducen a 

la obtención del embrión somático. Estos conceptos han sido resultados de 

estudios cualitativos basados en la apariencia de los desarrollos morfológicos. El 

tamaño, color, forma y otras características visuales de los callos y embriones 

somáticos de T. domingensis permitieron establecer el mapa de la vía 

embriogénica pero deben ser confirmados con estudios histológicos y 

metabolómicos. 
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Proceso multietapas de embriogénesis somática en Typha domingensis 

 

Resumen 

La alternativa biotecnológica de propagación por embriogénesis somática es ideal 

para las aplicaciones inmediatas de repoblación y conservación de germoplasma 

de T. domingensis. Con este propósito se diseñaron las etapas de inducción 

embriogénica (etapa 0), proliferación (etapa I) y de maduración del embrión 

somático (etapa II) con evaluaciones de 28 días por etapa. El medio de cultivo fue 

MS0.5 suplementado con 10 mg·L-1 de ácido ascórbico y 3% de sacarosa. La 

inducción embriogénica se estableció en oscuridad y 0.5 mg·L-1 de 2,4-D en 

explantes de germinados in vitro. El efecto 0.5, 1 y 2 mg·L-1  de 2,4-D fue evaluado 

en oscuridad en la segunda etapa. En la última etapa fue el ambiente de luz y 

oscuridad sin 2,4-D. Las estructuras morfológicas embriogénicas y no 

embriogénicas fueron descritas y cuantificadas en todas las etapas. El 2,4-D tuvo 

efecto significativo en la formación de callo amarillo, café y en las células 

suspendidas. Los embriones somáticos se registraron en todas las etapas  

predominando el tipo oblongo más que el cotiledonar. El cultivo de embriones 

somáticos fue de baja eficiencia y asincrónico. El mapa destino y el acercamiento 

al modelo básico de embriogénesis somática indirecta de T. domingensis son 

descritos. Otras vías embriogénicas y organogénicas fueron prometedoras para 

masificar embriones somáticos de esta hidrófita emergente en riesgo de 

declinación como consecuencia de un estrés ambiental múltiple o por la amenaza 

de sobreexplotación.  
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Introducción 

La destrucción de humedales en el último siglo aunado al cambio climático sitúa a 

estos entre los de mayor riesgo de desaparición en el planeta (Erwin 2009; 

Touchette & Steudler 2009; Hersner & Havens 2008; Nicholls 2004) y la función 

ecológica e integridad de este ecosistemas así como la disponibilidad y 

diversificación de recursos económicamente y potencialmente valiosos se ve 

comprometida. Entre la vegetación acuática que sustenta estos ecosistemas 

destacan las plantas emergentes siendo Typha domingensis la más común y 

abundante en los humedales de Norte y Centro América (Rzedowski & Rzedowski 

2005).  

 

Typha domingensis se emplea en la construcción de humedales artificiales, como 

especie de ornato y recurso alimenticio (Arenas & Escarpa 2003; Stevens & Hoag 

2000). Un enfoque reciente es su aprovechamiento potencial en la industria 

energética como fuente de biocombustible (Hernández-Piedra 2009; Suda et al. 

2009) entre otros subproductos. Por lo tanto es necesario impulsar estudios que 

permitan entender procesos básicos reproductivos de T. domingensis, ya que es 

una especie emergente abundante con riesgo de pérdida o declinación en sus 

poblaciones como consecuencia de un estrés múltiple producto del trinomio 

cambio climático - contaminación – cultivo potencial.  

 

La embriogénesis somática es un sistema modelo para estudios embriológicos, 

principalmente por su factibilidad, rápida respuesta y alta productividad (Von 

Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003). Aunque la 

embriogénesis somática se ha estudiado en diferentes especies modelos estas no 

son comparables (Dodeman et al. 1997). El desarrollo de esta técnica en 

secuencia multietapas proporciona detalles y precisión para comprender el 

proceso de embriogénesis somática y enfocarlo a aplicaciones inmediatas con 

perspectiva ambiental o tecnológica. Dependiendo del objetivo y la especie la 

secuencia de etapas para la obtención de embriones somáticos puede variar, por 
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ejemplo en las gimnospermas la regeneración de plantas vía embriogénesis 

somática incluye cinco etapas (Von Arnold 2008).  

 

La embriogénesis somática se fundamenta en el uso de fitorreguladores sintéticos, 

principalmente auxinas que permiten la activación simultánea de señales que 

inducen la reprogramación celular, lo que da como resultado la competencia 

embriogénica (Fehér et al. 2003). Gracias a los recientes avances en mecanismos 

moleculares de transporte y señales de auxina se ha descubierto su rol 

fundamental en las fases tempranas del desarrollo de la planta como es el 

desarrollo del eje apical-basal (yema-raíz) del embrión, así como en la formación 

del meristemo apical del brote y raíz y los propios cotiledones (Jenik & Barton 

2005). El 2,4-D es una fitohormona de efecto dual por su función propia como 

auxina y como estresor detonante de la inducción y expresión de la embriogénesis 

somática (Fehér et al. 2003; Jiménez 2001). La composición del medio y la luz, 

son otros factores que regulan el proceso de embriogénesis ya que estos 

elementos pueden controlar la división celular, elongación, polaridad y 

diferenciación (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman et al. 1997; Roca & 

Mroginski 1991).  

 

En T. domingensis es necesario la optimización del sistema de embriogénesis 

somática el cual depende en gran medida del esclarecimiento de los 

requerimientos ambientales y nutricionales necesarios para la especie en 

diferentes etapas de cultivo. El objetivo de esta investigación fue determinar la 

condición experimental que favorece la vía de desarrollo del embrión somático y 

modelar eficientemente el proceso básico de embriogénesis somática de T. 

domingensis en una secuencia de tres etapas. 
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Método 

El procedimiento metodológico general para desarrollar el protocolo de 

embriogénesis de Typha domingensis optimizado en secuencia multietapas se 

ilustra en el Anexo. Las plántulas de Typha domingensis se establecieron de 

cultivos in vitro iniciados de semillas. El origen, procedimiento de asepsia y las 

condiciones de germinación fueron similares a las citadas en el capítulo anterior. 

La plántula de nueve días fue el explante para establecer el método optimizado de 

embriogénesis somática. El método incluyó etapas experimentales separadas, de 

inducción embriogénica, formación y multiplicación de embriones y de maduración 

del embrión somático (Figura 3.1).  

 

 

Figura 3.1. Secuencia multietapas del proceso embriogénico de T. domingensis. 

Código de colores: ambiente obscuro      y ambiente con luz     . Tiempo en días 

entre cada subcultivo (   ). ES= embrión somático.  

 

En las tres etapas el medio de cultivo fue MS (Murashige & Skoog 1962) con la 

mitad de la fuerza iónica (MS0.5) y suplementado con sacarosa 3% y 10 mg·L-1 de 

ácido ascórbico. El ácido ascórbico se agregó como antioxidante para disminuir el 

elevado necrosamiento reportado previamente en los cultivos (Capítulo 1). El 

medio de cultivo fue esterilizado en autoclave a 121° C y 104 kPa durante 25 min. 

Las unidades de cultivo con tres plántulas cada una fueron incubadas a 25±5 °C y 

en agitación (125 rpm). Los cultivos expuestos a condiciones de luz recibieron 20 

mol de fotones m-2 s-1 y fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad. Los cultivos en 

oscuridad se mantuvieron en cajas de cartón cerradas. El proceso optimizado de 
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embriogénesis inició con 48 unidades de cultivo, de las cuales 48 continuaron en 

la etapa I y 40 en la etapa II. Las transferencias de todos los productos de cultivo, 

embriogénicos o no embriogénicos (de estructuras adheridas al explante y 

dispersas en el medio de cultivo) a medio de cultivo renovado en las etapas 

sucesivas se realizaron manualmente. Las transferencias fueron de 28 días cada 

una.  

 

En la etapa 0, los estados tempranos de la embriogénesis somática se 

identificaron con 2,4-D 0.5 mg·L-1 en ambiente obscuro. La concentración 2,4-D 

fue fijada para alcanzar su máximo abultamiento de explantes y masificar la 

producción de callo embriogénico, conforme a resultados anteriores (Capítulo 1).  

 

En las etapas siguientes se establecieron experimentos para propiciar el desarrollo 

y masificación de los estados tardíos del embrión somático. En ambas etapas el 

arreglo experimental fue unifactorial. 

 

En la etapa I, la variación de la concentración 2,4-D fue evaluada en 

concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg·L-1 de 2,4-D en MS0.5. Cada condición 

experimental fue establecida con 12 réplicas experimentales. La condición 

ambiental se manejó en completa oscuridad. 

 

En la etapa II, se analizó la variación del factor ambiente del cultivo en niveles de 

luz y oscuridad. El 2,4-D se eliminó del medio de cultivo ya que el experimento fue 

dirigido a lograr la maduración del embrión somático.  

 

Los detalles morfológicos de todas las estructuras embriogénicas u organogénicas 

se analizaron en un microscopio estereoscopio Zeiss Stemi DVA (8x-32x). Las 

diferentes morfologías se clasificaron por la ubicación, sobre el explante o 

disperso en el medio de cultivo.  
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Los datos registrados estimados en el explante fueron el porcentaje con 

abultamiento, callo amarillo nodular (adherido). También fueron registrados el 

porcentaje de cultivos con callo amarillo friable, callo blanco y células 

suspendidas.  

 

En las etapas I y II fueron registrados todos los datos de la etapa 0, excepto el 

abultamiento, más los estados de desarrollo embriogénico tardío que fue el 

embrión somático. La morfología de los callos y embriones somáticos en sus 

diferentes estadios de desarrollo fueron determinadas de acuerdo a revisiones de 

Von Arnold (2008), Quiroz-Figueroa et al. (2006), Feher et al. (2003) y Dodeman et 

al. (1997). La regeneración directa o indirecta de hoja y/o raíz o cualquier señal de 

necrosis en las estructuras citadas fue caracterizada y cuantificada en todos los 

casos.  

 

Análisis estadístico 

Los datos de las Etapas I y II fueron analizados para verificar el cumplimiento o 

incumplimiento de las hipótesis de contraste de la normalidad y homocedasticidad. 

Según el caso, las variables cuantitativas fueron comparadas mediante ANOVAS 

paramétrico y no paramétrico complementadas con el contraste de medias de 

Fisher y KrusKall-Wallis. Se consideró estadísticamente significativo un valor de 

p< 0.05.  
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Resultados 

En la primera etapa embriogénica (Etapa 0) de Typha domingensis destacó el 

abultamiento de la base caulinar en el explante en el 100% de los cultivos y la 

formación del callo amarillo en el 73.44% y de callo café en el 30% con. El 50% de 

los cultivos presentaron células suspendidas. El total de embriones somáticos 

adheridos al explante y suspendidos en el medio de cultivo fue de 33.33% en esta 

etapa. Los embriones somáticos presentaron forma de cono y torpedo (Figura 3.2 

b y c) y predominaron en el explante en porcentajes de 6.25%. 

 

En la etapa I, el 2,4-D afectó significativamente la formación de callo amarillo y 

café sobre el explante y la producción de células suspendidas en el medio de 

cultivo (Tabla 3.1). Los porcentajes de explantes y/o cultivos de todas las 

respuestas de callos, embriones somáticos y células suspendidas se localizan en 

la Tabla 3.2. El porcentaje de explantes con callo amarillo fue comparable entre 

las concentraciones 0.5 a 2.0 mg·L-1 de 2,4-D (p˂0.05) y fue nueves veces 

superior al callo café y cuatro veces a los callos amarillos suspendidos en el medio 

de cultivo. 

 

Los callos cafés del explante presentaron mayor porcentaje comparados con los 

que se generaron en el medio de cultivo. La condición experimental sin 

fitorregulador mostró regeneración foliar indirecta de 52.77% por explante.  

 

El callo café sobre el explante fue mayor en los cultivos sin 2,4-D en la etapa I. 

Con 2,4-D desarrolló un callo amarillo nodular en igual magnitud en las tres 

concentraciones. En el medio de cultivo, el 2,4-D no reflejó diferencias 

significativas. 

 

En la producción de embriones somáticos totales el 2,4-D no provocó variación 

significativa (Tabla 3.1). El promedio total de embriones somático fluctuó entre 25 

y 42%. Tampoco hubieron diferencias significativas entre el embrión somático 
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oblongo y cotiledonar formados adheridos al explante y los suspendidos (Tabla 

3.2).  

 

 

Figura 3.2 Características morfológicas durante la secuencia multietapa de Typha 

domingensis en la etapa 0 (a) (b) (c), en la etapa I (d) (e) (f), en la etapa II (g) (h) 

(i). (a): Callo amarillo nodular. (b): ES globular. (c): ES cotiledonar. (d): Callo 

amarillo. (e): Callo necrótico con regeneración de hoja. (f): Callos amarillos y ES 

globular. (g): Callo necrótico con brotes. (h): Callo amarillo con regeneración de 

raíz. (i): ES. ES: embrión somático. (a) (d) (e) (g) (h) =16x y (c) e (i) =32x.  
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Tabla 3.1 ANOVA paramétrico y no paramétrico de las respuestas celulares y 

embriogénicas de la etapa I con variaciones en la concentración de 2,4-D. (% de 

cultivos).  

Sitio 
Variable 

dependiente 
 Parámetros estadísticos 

   gl SC CM H(N=48)  F P 

E
x

p
la

n
te

 Callo amarillo 3 45599.8 15199.9  12.358 0.0001 

Callo cafe  3 46649.83 15549.94  13.077 0.0001 

ES oblongo  3   4.523  0.210 

ES cotiledonar 3   3.849  0.278 

M
e

d
io

 Callo amarillo 3 4941.61 1647.20  1.076 0.369 

Callo cafe  3   3.000  0.391 
ES oblongo  3   3.562  0.312 
ES cotiledonar 3   6.127  0.105 

 Células suspendidas 3 36018.7 12006.2  6.441 0.001 

ES Total  3 2291.7 763.89  0.312 0.816 

ES= embrión somático, Total= La suma de ES en el explante y medio de cultivo. 
 
 

Tabla 3.2 Porcentajes de cultivo en las estructuras embriogénicas sobre el 

explante y el medio de cultivo en la etapa I con variaciones en la concentración de 

2,4-D. 

Nivel  
Variable 

dependiente 
2,4-D (mg·L-1) 

E
x

p
la

n
te

 

 0.0 0.5 1 2 

Callo amarillo 8.33b 75.75a 86.11a 75.00a 
Callo café 86.11a 9.09b 11.11b 25.00b 
ES o* 0.00 8.33 16.66 13.88 
ES c* 0.16 0.00 0.08 0.41 

M
e

d
io

 

Callo amarillo 16.66 45.45 33.33 27.77 
Callo café 8.33 0.00 0.00 0.00 
ES o* 0.00 16.66 13.88 5.55 
ES c* 8.33 0.00 0.00 0.00 
Células s 8.33b 75.00a 66.66a 75.00a 

 ES Total 25.00 41.66 33.33 41.60 

ES= embrión somático, o= oblongo, c = cotiledonar y s= suspendidas. Total= (ESo 
+ ESc del explante) + (ESo + ESc del medio). Los valores con literales iguales no 

fueron significativamente diferentes (p ˂0.05). 
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En la etapa II de la embriogénesis, el antecedente de 2,4-D de la etapa causó 

cambios significativos en el porcentaje de callo amarillo y café sobre el explante e 

influyó en el callo amarillo friable así como en las células suspendidas, 

indistintamente del ambiente luz y oscuridad del cultivo (Tabla 3.3). 

 

La producción de callo amarillo nodular, sobresalió en la concentración 2 mg·L-1 

de 2,4-D en oscuridad (p˂0.05). El resto de las concentraciones de 2,4-D mostró 

porcentajes similares entre las de 0.5 y 1.0 mg·L-1 en oscuridad y la de 2.0 mg·L-1  

en condición de luz (p˂0.05). En el medio de cultivo la concentración 2 mg·L-1 de 

2,4-D presentó elevados porcentajes de callo amarillo en el medio de cultivo en las 

combinaciones de luz y oscuridad (p˂0.05) (Tabla 3.4). 

 

Las células suspendidas reportaron máxima producción en las dosis 2,4-D y 

ambientes de luz y oscuridad en correspondencia con lo registrado al callo 

amarillo friable y con el callo nodular del explante. En las tres concentraciones 2,4-

D desarrollaron los callos café friable y blancos en el medio de cultivo. El callo 

blanco se manifestó en oscuridad a concentraciones 1 y 2 mg·L-1 de 2,4-D, 

aunque el 2,4-D no mostró efecto significativo. 

 

En esta misma etapa los embriones somáticos oblongo y cotiledonar formados 

sobre el explante y en el medio de cultivo no mostraron tendencias claras en 

relación al nivel de auxina. En cambio, el 2,4-D mostró efecto significativo en 

producción de embriones totales y el porcentaje de cultivo fue máximo 2 mg·L-1 

(Figura 3.3). En oscuridad las concentraciones 0.5 mg·L-1 de 2,4-D reportaron 

mayor porcentaje de explantes con embriones somáticos oblongos indistintamente 

de su posición adherida o desprendida del explante. El desarrollo de embrión 

cotiledonar fue más importante en la concentración 2 mg·L-1 de 2,4-D (Tabla 3.4). 
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Tabla 3.3. ANOVA paramétrico y ANOVA no paramétrico de las respuestas 

celulares y embriogénicas en la etapa II (% de cultivos). 2,4-D= Concentración 

antecedente de la Etapa I.  

Nivel 
Variable 

dependiente 
Fuente de 
variación 

Parámetros estadísticos 

   gl SC CM H(N=39)  F P 

E
x

p
la

n
te

 

Callo amarillo       

 2,4-D 3 31130.16 10376.72  7.953 0.000 

Luz/Oscuridad 1 5279.46 5279.46  4.046 0.053 

Interacción 3 1885.71 628.57  0.481 0.697 

Callo cafe        

 2,4-D 3 40177.22 13392.41  10.379 0.000 

Luz/Oscuridad 1 242.44 242.44  0.187 0.667 

Interacción 3 965.04 321.68  0.249 0.861 

ES oblongo        

 2,4-D 3   2.388  0.495 

Luz/Oscuridad 1   0.650  0.420 

ES cotiledonar       

 2,4-D 3   4.385  0.222 

Luz/Oscuridad 1   3.328  0.068 

Callo amarillo       

M
e

d
io

 

 2,4-D 3 26385.71 8795.24  5.963 0.002 
Luz/Oscuridad 1 15.15 15.15  0.010 0.919 
Interacción 3 6766.67 2255.56  1.529 0.226 

Callo cafe        
 2,4-D 3   3.866  0.276 

Luz/Oscuridad 1   1.154  0.282 
Callo blanco        
 2,4-D 3   4.132  0.247 

Luz/Oscuridad 1   3.002  0.083 
ES oblongo        
 2,4-D 3   2.245  0.523 

Luz/Oscuridad 1   1.140  0.285 
ES cotiledonar       
 2,4-D 3   6.846  0.076 

Luz/Oscuridad 1   1.951  0.162 

Células suspendidas       

 2,4-D 3 61542.9 20514.3  31.797 0.000 

Luz/Oscuridad 1 2181.8 2181.8  3.381 0.075 
Interacción 3 2685.7 895.2  1.387 0.264 

 ES Total        

  2,4-D  21471.4 7157.1  3.728 0.021 
  Luz/Oscuridad  136.36 136.3  0.071 0.791 
  Interacción  2385.7 2385.7  0.414 0.743 

ES= embrión somático, Total= La suma de ES en el explante y medio de cultivo. 
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Tabla 3.4 Porcentajes de cultivos de Typha domingensis con estructuras embriogénicas y no embriogénicas sobre el 

explante y el medio de cultivo en la etapa II. 2,4-D= Concentraciones antecedentes de la Etapa I. 

 
S

it
io

 

Variable 
dependiente 

Luz Oscuridad 

E
x

p
la

n
te

 

2,4-D (mg·L-1) 
0.0 0.5 1 2 0.0 0.5 1 2 

Callo amarillo 0.00 33.33bc 26.66bc 66.66ab 0.00 66.66ab 60.00ab 93.33a 

Callo café 93.33a 39.99cd 40.00cd 0.00 86.66ab 20.00cd 46.66bc 0.00 

ES o 0.00 0.00 6.66 16.66 0.00 20.00 13.33 6.66 

ES c 0.00 0.00 6.66 33.33 0.00 0.00 0.00 0.00 

         

M
e

d
io

 

Callo amarillo 0.00 20.00bc 60.00ab 75.00a 0.00 60.00ab 26.66abc 73.33a 

Callo café 33.33 0.00 0.00 41.66 6.66 13.33 0.00 0.00 

Callo blanco 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 20.00 

ES o 0.00 20.00 6.66 25.00 0.00 20.00 0.00 0.00 

ES c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 13.33 

Células s 0.00 60.00b 80.00ab 100.0a 0.00 100.0a 100.00a 100.0a 

o= oblongo, c = cotiledonar y s= suspendidas. Los valores con literales iguales no fueron significativamente diferentes    
(p ˂0.05). 
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Figura 3.3 Embriones somáticos formados en los cultivos de Typha domingensis 

por la concentración de 2.4-D (Etapa II). Línea sólida con cuadrados = ES total, 

línea discontinua con cuadrados color rojo = ES total en el explante, línea 

discontinua con cuadrados color verde = ES total en el medio de cultivo. ES= 

embrión somático. Líneas verticales = promedios ± error estándar. Literales 

diferentes indican diferencias a p˂0.05.  

 

La respuesta organogénica fue manifestada sobre el callo nodular mostrando 

efectos significativos sobre la regeneración de hojas del fitorregulador, en las 

raíces el ambiente de cultivo y la interacción de este con el 2,4-D (Tabla 3.5). Las 

hojas se regeneraron sin 2,4-D con luz y en oscuridad, aunque en la primera 

presentaron pigmentación verde (Figura 3.2 e). La formación de raíz sobre el callo 

fue altamente significativa cuando existió un ambiente sin luz (Figura 3.2 h). En un 

ambiente obscuro el 100% de los explantes forman raíces cuando fueron 

expuestas a 2 mg·L-1 de 2,4-D (Tabla 3.6), mientras que con luz el mayor 

porcentaje se presentó en aquello cultivos sin fitorregulador. 

 

Las morfologías de las estructuras embriogénicas y los diferentes estados de 

expresión del embrión somático en la secuencia del método optimizado 

multietapas de T. domingensis se visualizan en la Figura 3.2 y los cambios 

a 

ab ab 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



Embriogénesis somática en Typha domingensis 

49 

 

distintivos de los grados de desarrollo dentro del proceso global de embriogénesis 

somática en el mapa destino en la Figura 3.4. El mapa destino se reconstruyó en 

dos fases cruciales, subdivididas en vías morfogenéticas específicas. La primera 

fase indica las vías para la formación de callo embriogénico y su subsecuente 

diferenciación a embrión somático y la segunda fase se compone de las vía para 

callo organogénico y proliferación de hoja y raíz.  

 

Tabla 3.5. ANOVA paramétrico y no paramétrico con respuestas organogénicas 

de los explantes de Typha domingensis en las etapas I y II. 2,4-D= 

Concentraciones antecedentes de la Etapa I. 

E
ta

p
a

  

Variable 
dependiente 

Fuente de 
variación 

Parámetros estadísticos 

I 

  gl SC CM H(N=39)  F P 

Hoja       

 2,4-D 3   36.544  0.0001 

Hoja        

II 

 2,4-D  26742.860 8914.286  22.206 0.000 
Luz/Oscuridad  107.744 107.744  0.268 0.608 
Interacción  330.160 110.053  0.274 0.843 

Raíz        
 2,4-D  11249.210 3749.740  2.542 0.074 

Luz/Oscuridad  13335.020 13335.020  9.041 0.005 

 Interacción  14677.780 4892.590  3.317 0.032 

 

 

Tabla 3.6 Porcentaje de explantes de Typha domingensis con organogénesis de 

hoja y raíz en la etapa II. 2,4-D= Concentraciones antecedentes de la Etapa I. 

E
ta

p
a

  

Variable 
dependiente 

Luz Oscuridad 

 
2,4-D (mg·L

-1
) 

0.0 0.5 1 2 0.0 0.5 1 2 

II 
Hoja 66.6a 0.0 0.0 0.0 53.3a 0.0 0.0 0.0 
Raíz 66.6ab 0.0 0.0 25.0bc 40.0bc 60.0ab 40.0bc 100.0a 

Los valores con literales iguales no fueron significativamente diferentes (p ˂0.05). 
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Figura 3.4 Mapa destino de la vía de desarrollo embriogénica del embrión somático en Typha domingensis en sistema 

multietapas.

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



Embriogénesis somática en Typha domingensis 

51 

 

Discusión 

En la embriogénesis somática de Typha domingensis los resultados fueron 

favorables en términos de optimización del modelo de estudio en una secuencia 

de cultivo intermitente de tres etapas embriogénicas. Las etapas fueron diseñadas 

para cumplir objetivos específicos de iniciación de cultivo embriogénico (Etapa 0), 

proliferación de callo embriogénico (Etapa I) y maduración de embriones 

somáticos (Etapa II). Las respuestas de callo embriogénico, no embriogénico, 

células suspendidas y embriones somáticos presentaron morfologías y procesos 

similares al proceso de embriogénesis progresiva en cultivo por lote (Capítulo 1). 

Sin embargo, varias diferencias en el tiempo, calidad y cantidad en la etapa 0 

determinaron la secuencia y velocidad de la embriogénesis de las etapas 

posteriores. La regeneración de hoja y raíz fueron respuestas nuevas en esta 

etapa embriogénica.  

 

Las diferencias en la etapa 0 fueron registradas en los porcentajes de 

abultamiento del explante y callo embriogénico, la ausencia de callo necrosado y 

en la rapidez de la formación del embrión somático hasta formas oblonga y en 

menor proporción cotiledonar.  

 

El incremento de alrededor de 20 puntos porcentuales en el abultamiento en la 

base caulinar del germinado y 10 puntos porcentuales en callo embriogénico 

amarillo fueron importantes comparado con la misma condición ambiental y de 

regulador de crecimiento del estudio anterior. Los callos obtenidos en la 

concentración 0.5 mg·L-1 de 2,4-D a partir de germinados de Scirpus robustos y 

las inflorescencias de 41 especies de monocotiledóneas de humedales 

representadas en su mayoría por las familias Cyperacea, Juncacea, Poacea y 

Typhaceae (Wang et al. 2006, Czakó et al. 2006), mostraron competencia 

embriogénica y el desarrollo de embriones somáticos en las familias citadas. En 

Panicum virgatum el callo embriogénico fue inducido en oscuridad usando 10 

veces más la concentración de 2,4-D (Burris et al. 2009). Por lo tanto, la 

concentración 0.5 mg·L-1 de 2,4-D in vitro fue eficiente para producir callo 
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embriogénico usando explantes de germinados de T. domingensis. La ausencia de 

callo necrosado a 28 días fue adjudicado al efecto antioxidante del ácido ascórbico 

adicionado exprofeso al medio de cultivo. El efecto colateral del ácido ascórbico 

parece haber beneficiado la velocidad de formación y dio mayor definición visual 

del callo embriogénico y transición a la diferenciación de embriones somáticos de 

T. domingensis. El efecto antioxidante propició que los objetivos de las etapas 0, I 

y II se presentaran simultáneamente en todas las etapas del cultivo, ya que en la 

experiencia previa de embriogénesis progresiva de T. domingensis los embriones 

somáticos surgieron hasta el día 42. El ácido ascórbico ha mostrado un efecto 

potenciador en el desarrollo embriogénico de Artocarpus sp (Dan 2008) y redujo el 

porcentaje de obscurecimiento del explante en Rubus idaeus, Protea cynaroides y 

Adonis amurensis (Dan 2008). 

 

En este sentido, la eficiencia del cultivo en el tiempo produjo en Passiflora 

cincinnata el embrión somático globular a los 26 días y el embrión somático 

corazón, torpedo y cotiledonar hasta el día 32, en Cocos nucifera el embriones 

somático tipo torpedo se formó a los 15 días y en Phragmites australis los de tipo 

globular se obtuvieron en medio libre de fitorregulador a los 56 días (Rocha et al. 

2011; Azpeitia et al. 2009; Lauzer et al. 2000). Por la acelerada formación de 

embriones la generación del modelo de embriogénesis de T. domingensis 

sincrónico no fue factible, pero en términos de eficiencia técnica fue importante.  

 

Conforme a los resultados de las etapas I y II la mayor producción de callo 

embriogénico amarillo en el explante y el medio de cultivo en presencia de 2,4-D 

fue una característica distintiva que hizo predominante el embrión somático más 

orientado al desarrollo de formas oblongas que cotiledonares. Aunque en la etapa 

I la influencia de la concentración de fitorregulador y del ambiente de cultivo en la 

formación de los dos tipos de embriones o sobre el total no pudo ser discriminada 

estadísticamente. En la etapa de maduración este efecto benefició en el mayor 

porcentaje de embriones totales con 2.0 mg·L-1 de 2,4-D. El porcentaje total de 

cultivos con embriones somáticos fue mayor en luz que en oscuridad continuando 
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el predominio de embriones oblongos de la etapa anterior. En contraste, el callo 

embriogénico café que se manifestó en ausencia de 2,4-D solo registró 

incipientemente formas cotiledonares. Con 66.66% de embriones somáticos 

totales T. domingensis reportó en la etapa de maduración eficiencias mayores que 

las registradas en las inflorescencias de Phragmites australis y Panicum virgatum 

de 18.7 y 33% % con 2.0 y 0.5 mg·L-1 de 2,4-D respectivamente, estas especies 

son morfotipos ecológicos similares a la especie Typha (Burris et al. 2009; Lauzer 

2000) y germinados de T angustifolia formaron embriones somáticos con 0.25 

mg·L-1 de 2,4-D (Rogers 2003)  

 

Es relevante destacar que el callo blanco de aspecto globular-translúcido viscoso 

reconocido en el 20% de los cultivos en la concentración 2.0 mg·L-1 de 2,4-D hasta 

los 84 días en cultivo por lote se produjo limitadamente hasta la tercera etapa de 

embriogénesis. En Phragmites australis el callo blanco se ha descrito no 

embriogénico y se ha caracterizado por su superficie viscosa (Lauzer et al. 2000). 

Especies distantes como Panicum virgatum y Musa sp que han sido muy 

estudiadas por su importancia comercial y en fitorremediación, describen al callo 

blanco embriogénico, altamente friable, de rápido crecimiento y sumamente 

regenerativo ideal para iniciar suspensiones celulares (Burris et al. 2009; Strosse 

et al. 2003). La hidrófita flotante Nymphoides cristatum produjo tardíamente y 

después de varios subcultivos el callo blanco, pero independientemente del color 

formó embriones somáticos (Niranjan et al. 2008).  

 

En contraposición a la capacidad embriogénica del callo amarillo las evidencias 

fotográficas revelaron que el callo café manifestó organogénesis indirecta. La 

organogénesis de hoja en la etapa I se mantuvo hasta el final del experimento en 

ausencia de 2.4-D. La organogénesis indirecta de la raíz fue otro hallazgo que de 

acuerdo con el mapa destino de la embriogénesis permite definir una vía de 

propagación alternativa para esta especie como medida a corto plazo para las 

aplicaciones que dé lugar este conocimiento en materia de rehabilitación de 

ecosistemas acuáticos. Rogers et al. (1998) indujo callo organogénico en la misma 
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especie pero en oscuridad a 0.9, 4.58 y 9.17 mg·L-1 de 2,4-D a partir de 

germinados en solo 8 días con un 100% de producción en los explantes. Esta vía 

organogénica también se ha presentado en otras acuáticas emergentes como 

Juncus gerard con 0.5 mg L-1 de 2.4-D a partir de inflorescencias, Spartina patens 

y Juncus roemerianus con 1.0 y 0.5 mg L-1 de 2,4-D a partir de semilla y en 

Spartina alterniflora y Scirpus robustus con 1.0 y 0.5 mg L-1 de 2,4-D a partir de 

germinados (Wang et al. 2006).  

 

En Typha domingensis los resultados experimentales del sistema de 

embriogénesis somática favorecieron la diferenciación indirecta de embriones 

somáticos de los callos embriogénicos amarillos adherido al explante y 

suspendidos. La diferenciación organogénica de hojas y raíces se manifestó en el 

callo no embriogénico. El callo constituye una vía factible para la optimización del 

sistema multietapas, por lo cual se requiere continuar con nuevas estrategias de 

investigación que permitan esclarecer las diversas vías de desarrollo de 

novedosos modelos del proceso embriogénico y organogénico hasta ahora 

desconocidos en T. domingensis. 
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Histodiferenciación en embriones somáticos de Typha domingensis 

 

Resumen  

El estudio histológico se realizó para caracterizar el estado de madurez de los 

embriones somáticos originados de germinados in vitro de Typha domingensis. El 

método comprendió la inducción a callogénesis en 0.5 mg·L-1  de 2,4-D (Etapa 0), 

expresión embriogénica en tres concentraciones de 0.0 – 2.0 mg·L-1 de 2,4-D 

(Etapa I) y maduración del embrión somático en ambiente de luz y oscuridad 

(Etapa II). El 30% de las muestras y tratamientos de cada etapa fueron 

procesados usando técnicas histológicas convencionales. La tinción se realizó con 

azul de toluidina. El análisis histológico mostró que los callos sobre el explante 

presentaron zonas de células meristemáticas y embriogénicas de elevada 

actividad y un gradiente de desarrollo del embrión somático en todas las fases de 

cultivo. El embrión evolucionó hasta la etapa cotiledonar en ausencia y presencia 

de luz y presentó capa, masa y tubo proembrional y suspensor. La diferenciación 

de hojas y raíces derivó de la masa callogénica.  
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Introducción 

Typha domingensis (Espadaño) forma parte de las hidrófitas emergentes que 

habitan en los humedales (Novelo & Ramos 2007) y es la más común de Norte y 

Centro América (Rzedowski & Rzedowski 2005). Aunque esta especie es clave 

para la funcionalidad del ecosistema por su amplia distribución y abundancia es 

susceptible a las amenazas del cambio climático. Los diferentes modelos 

predictivos del cambio climático señalan que los humedales y sus especies son los 

más vulnerables a nivel global (Erwin 2009; Touchette & Steudler 2009; Hersner & 

Havens 2008; Nicholls 2004) y auguran para la zona costera del Golfo de México 

una reducción de más del 40% (Pachauri & Reisinger 2007).  

 

En la actualidad las hidrófitas acuáticas forman parte de varios programas de 

investigación básica y aplicada para su producción masiva, conservación y/o 

aprovechamiento potencial (Hidalgo et al. 2005; Sheehan et al. 1998). Por lo tanto 

las investigaciones en relación a la biología de su reproducción y conservación 

conviene que sean promovidas por el desconocimiento social del valor ecológico 

de Typha y por las prácticas inadecuadas de manejo de los humedales a nivel 

mundial (Tulbure et al. 2007; Linz & Homana 2011).  

 

La embriogénesis somática es una alternativa de investigación basada en el 

cultivo in vitro usada como sistema modelo para estudios embriológicos porque 

ofrece un panorama prometedor en la producción y conservación de plantas (Von 

Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003). Los resultados de la 

embriogénesis somática de T. domingensis usando germinados completos como 

explantes y medio nutritivo de MS0.5 reportaron baja eficiencia en proliferación de 

embriones somáticos (Capítulo 1 y 2) en concentraciones de 0.0 - 2.0 mg·L-1 de 

2,4-D.  

 

Asimismo, la calidad de los embriones somáticos producidos en la fase de 

maduración derivados del gradiente anterior 2,4-D fue ineficiente con los 

descriptores morfológicos que determinaron su estado de desarrollo hasta formas 
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globulares y cotiledonar. La correlación entre la apariencia callosa y la 

competencia embriogénica debe ser confirmada mediante análisis histológicos 

para definir estructuras típicas que conducen a la formación del embrión somático 

maduro. 

 

En esta parte de la investigación se describe la  histogénesis in vitro de Typha 

domingensis en las etapas de inducción proembriogénica, embriogénica y 

maduración del embrión somático, con énfasis en la determinación de la calidad 

del embrión somático en relación a la concentración de 2,4-D y el ambiente físico 

de cultivo y en la revelación del origen celular del mismo.  
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Método 

El manejo de material biológico de T. domingensis, la técnica de cultivo con 

condiciones de asepsia para la regeneración de los germinados y las condiciones 

químicas nutricionales y físicas establecidas para desarrollar la embriogénesis 

somática de Typha domingensis se concentran en la Tabla 4.1. El método de 

embriogénesis incluyó la etapa 0 o de inducción de callo embriogénico, etapa I o 

expresión de la diferenciación embriogénica y etapa II de maduración de 

embriones somáticos  

 

Tabla 4.1. Condiciones experimentales en el proceso de embriogénesis somática 

de Typha domingensis. 

 

 

Preparación y caracterización de tejidos  

El 30% de las unidades de cultivo fueron seleccionadas completamente al azar al 

finalizar el periodo de cada fase embriogénica (etapa 0, etapa I y etapa II) para el 

análisis histológico. Los productos embriogénicos generados sobre el explante y 

suspendidos en el medio de cultivo se fijaron en una solución de formol-aceto-

alcohol (FAA) durante 24 h (Sandoval 2005). Los tejidos fijados se deshidrataron y 

aclararon consecutivamente en concentraciones creciente de alcohol etílico 70 a 

100%, etanol-xilol 1:1 y xilol 100%, durante 30 min cada una, conforme a la 
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modificación de Filonova et al. (2000). Las muestras fueron incluidas en 

xilol:parafina (Paraplast Leyma microsistems) en relación 1:1, luego en parafina 1 

y parafina 2, durante 1 h cada una. Los bloques de parafina se obtuvieron con el 

inclusor automático (Tissue embedding center Reichert-Jung) y se dejaron enfriar 

por 24 h. Los cortes histológicos se realizaron con el micrótomo de deslizamiento y 

fueron transversales y seriados, de 6 µm de espesor (Reichert-Jung Hn 40). Los 

cortes se tiñeron con las técnicas de azul de toluidina y hematoxilina-eosina al 0.2 

%, después las secciones fueron preservadas con resina sintética. Las muestras 

se secaron a 40°C durante 7 días en estufa. El excedente de resina se eliminó 

limpiando con alcohol al 50%. Las preparaciones histológicas se analizaron en foto 

microscopio Carl Zeiss modelo Axiostar Plus, equipada con cámara digitalizadora 

Carl Zeiss Axiocam modelo MRC5 (Anexo 2). 

 

La organización celular y diferenciación histogénica durante el proceso de 

embriogénesis somática de T. domingensis se identificó con base en las 

características distintivas de la célula meristemática o embriogénica y de 

diferentes descriptores tisulares del embrión somático en sus diferentes estados 

de desarrollo que han sido citados en especies acuáticas como Panicum virgatum 

(Burris et al. 2009), Oryza sativa (Vega et al. 2009; Mariani et al. 2002), 

Phragmites australis (Máthe et al. 2000) y en referencias de especies terrestres 

monocotiledóneas que han sido objeto de análisis histológicos como Cocus 

nucifera (Azpeitia et al. 2009; Verdeil et al. 2001) y dicotiledóneas Phoenyx 

dactilifera (Sané et al. 2006), Passiflora cincinnata (Rocha et al. 2011) y Camellia 

japonica (Barciela & Vieitez 1993) y Picea abies (Filonova et al. 2000) una 

gimnosperma.  
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Resultados 

Los diferentes estadios de desarrollo de los embriones somáticos de Typha 

domingensis fueron identificados histológicamente basados en la arquitectura 

organizacional y características distintivas de células meristemáticas y/o 

embriogénicas y cinco tejidos diferenciados. Los tejidos presentes fueron 

embriogénico, meristemático, vascular, parenquimático y protector.  

 

Las células meristemáticas fueron pequeñas, esféricas, intensamente teñidas en 

azul y en algunos casos en púrpura. Los núcleos fueron grandes y los nucléolos 

prominentes a 1000x (Figura 4.1 a, b y c). Estas células se organizaron en forma 

de capas concéntricas conformando el tejido meristemático con zonas de gran 

actividad mitótica que dieron origen al crecimiento e histodiferenciación del callo. 

 

Las células embriogénicas se encontraron aisladas y/o en grupos pequeños de 

5±2 células, generalmente ubicadas sobre la misma dirección de crecimiento del 

tejido meristemático del callo amarillo (Figura 4.1b) hacia la periferia. Las células 

embriogénicas fueron ovaladas con gránulos intensamente teñidos en azul-verde y 

presentaron mayor tamaño que las meristemáticas; en algunos casos se apreció 

su actividad mitótica y la formación de masas proembriogénicas (Figura 4.1d). 

 

El tejido de parénquima que constituyó la mayor parte del callo se visualizó en la 

zona no embriogénica. Este tejido se identificó por la forma prismática de las 

células, el borde redondeado, el núcleo poco visible y una gran vacuola central 

con paredes fuertemente teñidas en azul. El tejido epidérmico se conformó de 

células de aspecto rectangulares y/o estrelladas, generalmente transparentes a 

excepción de la pared celular que se tiñó levemente de azul-verde.  
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Figura 4.1 Células meristemáticas y embriogénicas en cortes histológicos de callo amarillo de Typha domingensis. (a): 

Secciones transversales de callo amarillo de 28 días. (b): Ampliación de la zona meristemática y embriogénica de callo 

amarillo (c): Detalles de las células meristemática (d): Detalle de la masa proembriogénica. ZM: Zona meristemática. ZE: 

Zona embriogénica. CM: Células meristemáticas. CE: Células Embriogénicas. MPE: Masa proembriogénica. Pa: 

Parénquima. Azul de Toluidina. (a) =100x, (b) =400x, (c) y (d) = 1000x 
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El proceso regenerativo fue visualizado solo en los callos cafés. Ninguna 

regeneración fue evidenciada de embriones somáticos. Las hojas que se derivaron 

del callo presentaron parénquima clorofílico, haz vascular y meristemo apical. En 

el caso de las estructuras que desarrollaron raíz mostraron meristemo radical, 

zona de diferenciación celular y la caliptra. Estos tejidos fueron clave en la 

identificación de estructuras organogénicas. 

 

La histodiferenciación del callo amarillo a embrión somático de Typha domingensis 

durante las etapas embriogénicas de inducción, expresión y maduración se ilustra 

en la Figura 4.2. Los estados de desarrollo identificados fueron: proembriogénesis, 

embriogénesis temprana (sin polaridad y meristemos fundamentales) y 

embriogénesis tardía (con polaridad y meristemos fundamentales) caracterizados 

en cinco estados de histodiferenciación que fueron las masas proembriogenicas, 

embrión somático tipo globular, oblongo, escutelar y maduro (Figura 4.2). Todos 

los estados embriogénicos se observaron simultáneamente en las tres etapas de 

cultivo. La variabilidad morfológica en la formación del embrión somático en todas 

las concentraciones de 2,4-D y el ambiente de oscuridad o luz fueron registrado 

histológicamente. 

 

 

Figura 4.2 Modelo esquemático del patrón de desarrollo de embriogénesis 

somática en Typha domingensis. Código de colores: amarillo: tejido fundamental, 

verde: procambium, azul: protodermo y naranja: suspensor. 
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El callo amarillo o embriogénico presentó zonas celulares claramente delimitadas 

por la actividad meristemática, embriogénica, no embriogénica y de transición. Las 

células del callo amarillo se caracterizaron por presentar crecimiento periclinal y 

anticlinal, y un crecimiento masivo de células esféricas. Este conglomerado celular 

en división formó un complejo de aspecto globular irregular con múltiples nódulos 

constituidos en su mayoría de tejido parenquimático ó no embriogénico y nuevas 

zonas meristemáticas (Figura 4.3 a).  

 

En dirección a la periferia del callo se distinguió: la zona meristemática que 

comprendió un conjunto de capas desorganizadas de células pequeñas e 

isodiamétricas intensamente teñidas en azul o púrpura (Figura 4.3 b y c). La capa 

externa a estas zonas meristemáticas se caracterizó por presentar sitios con 

adquisición de la competencia embriogénica misma que fue determinada por la 

individualización de células embriogénicas intercaladas en el tejido meristemático 

formando las masas proembriogénicas (Figura 4.3 c).  

 

La proembriogénesis se atribuyó a los racimos de células embriogénicas o masas 

proembriogénicas situados sobre la periferia del callo (Figura 4.1 b y d). Estas 

masas proembriogénicas crecieron hasta formar una esfera que sobresalió del 

callo y se denominó embrión somático globular (ESg) (Figura 4.4 a y b). El ESg 

presentó una capa de protodermo que envuelve a la capa de meristemo 

fundamental y el procambium (Figura 4.4 b). El conjunto de tejidos se sitúan sobre 

un suspensor rudimentario en forma de abanico. El ESg presentó polaridad radial 

más no sobre el eje. El embrión somático tardío mostró parénquima de reserva y 

polaridad sobre el eje. Todos los embriones somáticos mostraron una conexión 

entre el tejido callogénico y el embrión somático, esta conexión se denominó tubo 

suspensor. 
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Figura 4.3 Histodiferenciación en los callos de Typha domingensis. (a): Sección transversal de callo amarillo de 56 días. 

(b): Zona de tejidos; meristemático [●], transición [      ] y no embriogénico [        ]. (c): Detalle de zona de transición con 

actividad meristemática y embriogénica (d): Detalle de células embriogénicas. CM: Células meristemáticas. CE: Células 

Embriogénicas. MPE: Masa proembriogénica. Pa: Parénquima. ZM: Zona meristemática. Nd: Nódulo. Azul de Toluidina. 

(a) =100x, (b) =200x, (c) =400x y (d) =1000x.  
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Figura 4.4 Histodiferenciación de embrión somático globular de Typha domingensis. (a): Embrión somático globular sobre 

callo amarillo de 56 días. (b): Sección transversal de embriones somáticos globulares en diferentes grados de desarrollo. 

(c): Diferenciación de tejidos en embrión somático globular (d): Detalle de células embriogénicas. ESg: Embrión somático 

globular. MF: Meristemo fundamental. PD: Protodermo. PC: Procambium. S: Suspensor. Hematoxilina-eosina. (a) =10x, 

(b) =400x, (c) y (d) = 1000x.    
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La elongación del ESg tomó un aspecto oblongo (Figura 4.5 a) que da inicio a una 

polaridad apical. En el embrión somático oblongo (Eso) se observó una mayor 

histodiferenciación de la protodermis, procambium y meristemo fundamental 

(Figura 4.5 b y c). En esta etapa tanto el embrión como el suspensor alargan sus 

formas en una proporción 1:1 (Figura 4.5 b). El ESo presentó parénquima en 

cuyas vacuolas mostró acumulación de almidón en estructuras de amiloplastos. 

Los amiloplastos fueron abundantes y se observaron como esferas trasparentes 

con mayor birrefrigencia en el centro (Figura 4.5 c). 

 

El ESo dio origen a un embrión somático morfológicamente más complejo (Figura 

4.6 a), de aspecto cilíndrico con uno de sus extremo ensanchado y el otro con 

forma de punta o carente de esta, rodeado de una envoltura elipsoide de 

apariencia globosa y transparente. El análisis histológico permitió discernir a la 

estructura cilíndrica como el escutelo, atribuible al embrión somático escutelar 

(ESesc). El ESesc en su fracción ensanchada alojó un eje procambial con células 

pre-vasculares esporádicas (Figura 4.6 b). La estructura globosa que encapsuló al 

embrión estuvo constituida de tejido epidérmico. En este grado de desarrollo el 

suspensor fue pequeño (Figura 4.6 c). 

 

Del total de embriones somáticos analizados, éste patrón histogénico fue similar, 

en la mayoría de los casos. No obstante un embrión somático proveniente de un 

ambiente iluminado presentó un mayor grado de diferenciación. Esta estructura se 

caracterizó por presentar un eje meristemático definido, donde se observó 

claramente el meristemo apical y el meristemo radicular (Figura 4.7 d). Sobre el 

meristemo apical se volvió evidente una protuberancia denominada coleóptilo. El 

embrión somático coleoptilar (EScol) presentó una morfología única con respecto 

a los ESesc (Figura 4.7 a). El corte longitudinal en el EScol evidenció la presencia 

de células vasculares en la región próxima al embrión, a lo largo del escutelo 

(Figura 4.7 c) constituido de células de parénquima de reserva, rica en 

amiloplastos. 
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Figura 4.5 Histodiferenciación de embrión somático oblongo de Typha domingensis. (a): Embrión somático oblongo sobre 

callo amarillo de 56 días. (b): Sección longitudinal de embrión somático oblongo, suspensor flecha con la letra x [x     ] y 

embrión somático oblongo flecha con la letra y [y      ]. (c): Diferenciación de tejidos en embrión somático oblongo (d): 

Detalle de células de parénquima reserva y procambium. ESo: Embrión somático oblongo. PC: Procambium. PD: 

Protodermo. MF: Meristemo fundamental. Par: Parénquima de reserva. Am: Amiloplasto. (a) =5x, (b) =100x, (c) =200x y 

(d) = 400x.  
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Figura 4.6 Histodiferenciación del embrión somático escutelar de Typha domingensis. (a): Morfología del embrión 

somático escutelar. (b): Detalle del tejido vascular en la zona apical. (c): Sección longitudinal del embrión somático 

escutelar, suspensor flecha con la letra x [x       ] y embrión somático escutelar flecha con la letra y [y       ]. ESesc: 

Embrión somático escutelar. ep: Eje procambial. c: cotiledon. Azul de Toluidina. (a) =50x, (b) =400x, (c) =400x.  
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Figura 4.7 Histodiferenciación del embrión somático coleoptilar de Typha domingensis. (a): Morfología de EScol. (b): 

Sección longitudinal de EScol. C): Detalle de tejido vascular. (d): Detalle de coleoptilo y radícula en EScol . EScol: 

Embrión somático coleoptilar. col: coleoptilo. r: radicula. e: embrion. esc: escutelo. Azul de Toluidina. (a) =5x, (b) =200x, 

(c) =1000x, (d) =400x.  
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Los embriones somáticos presentaron morfologías variadas lo que dificultó la 

identificación de los diferentes grados de desarrollo, particularmente los estados 

embriogénicos tardíos. Estas irregularidades estructurales o aberrantes fueron 

frecuentes en todas las etapas (Figura 4.8).  

 

La pauta para designar un morfotipo normal o estereotipo para la especie T. 

domingensis se basó en las similitudes morfológicas halladas en la semilla de 

Typha domingensis (Figura 4.8 b) y en el análisis histológico descrito para otra 

especie del mismo género (Figura 8a). Las morfologías aberrantes fueron 

recurrentes para: embriones fusionados (Figura 4.8 f), embriones doblados sobre 

su eje (Figura 4.8 e) y embriones con sobreexpresión o supresión de componentes 

estructurales (Figura 4.8 d y e).  

 

 

 

Figura 4.8 Morfología de embriones somáticos de Typha domingensis observados 

en la etapa 0, etapa I y etapa II. (a): Esquema del embrión somático de Typha 

angustifolia (Goebel, 1933). (b): Semilla de T. domingensis. (c): Embrión somático 

escutelar. (d) (e) y (f): Embriones somáticos aberrantes. (b) (c) (d) (e) (f) =10x.  
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Los datos  estudio histológico se construyó el modelo esquemático del patrón de 

desarrollo de embriogénesis somática en Typha domingensis y se comparó con el 

patrón de desarrollo de embriogénesis somática de especies modelos como 

Arabidopsis thaliana y Zea mays (Figura 4.9). 

 

 

 

Figura 4.9 Comparación del patrón de desarrollo de embriogénesis somática de 

Typha domingensis con Zea mays y Arabidopsis thaliana especies usadas como 

modelos de estudio embriológicos. Arabidopsis thaliana (dicotiledónea) modificada 

de Azcon-Bieto & Talón (2003), Zea mays (monocotiledónea) modificada de 

Forestan (2010) y Typha domingensis (monocotiledónea). Las ilustraciones no 

están a escala. e: epicotilo. h: hipocotilo. cp: coleoptilo. cr: coleorriza. p: plúmula. r: 

radícula. es: escutelo. Código de colores: Amarillo: Tejido fundamental, Verde: 

procambium y Azul: protodermo. Rosa: cigoto. 
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Discusión 

Los resultados de este estudio permitieron determinar la vía embriogénica de T. 

domingensis al identificarse marcadores histogénicos claves del modelo de 

embriogénesis somática en esta misma especie, vía que es única en cada especie 

(Von Arnold 2008). 

 

La transición de célula somática a embriogénica requiere de una 

desdiferenciación, activación del ciclo de división celular y reorganización en el 

diseño fisiológico, metabólico y genético de la célula somática (Fehér et al. 2003). 

En la etapa de inducción, el 2,4-D propició la transición de la célula somática a 

embriogénica y su consecuente desarrollo a embrión somático que fue distinguida 

con los mecanismos de división y elongación celular. El 2,4-D es una fitohormona 

con efecto dual en los cultivos, actúan como auxina y es un factor de estrés. El 

ultimo efecto desencadena una cascada de señales en el metabolismo que 

inducen a mecanismos de adaptación y estas incluyen la reprogramación genética 

hacia a la formación del embrión somático (Fehér et al. 2003). Nuevas hipótesis 

señalan que el potencial embriogénico esta genéticamente determinado y permite 

la expresión de competencia embriogénica bajo condiciones apropiadas las cuales 

resultaran en el desarrollo del embrión en respuesta a una apropiada señal de 

desarrollo de la célula solo cuando la condición fisiológica es favorable (Fehér 

2008). En el sistema multietapa de embriones somáticos de T. domingensis se 

cumplieron estas hipótesis al: 1) utilizar un germinado, en el cual las células fueron 

competentes y genéticamente predeterminadas para expresar embriogénesis. Las 

células predeterminadas genéticamente son las más ampliamente utilizadas en los 

protocolos de embriogénesis somática por su potencial embriogénico (Elhiti & 

Stasolla 2011) y 2) al determinar las condiciones fisiológicas inductivas y 

permisivas que favorecieron el desarrollo embriogénico en la etapa 0, I y II. 

 

El desarrollo in vitro de de embriones generalmente se divide en fase de inducción 

en la cual la célula somática es reprogramada y fase de desarrollo donde se 

caracteriza el crecimiento del embrión (Elhiti & Stasolla 2011). Esta fase de 
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transición o inductiva ha sido difícil de definir, ya que no se conoce por que ciertos 

genotipos, explantes o células son más amenos al proceso que otras (Elhiti & 

Stasolla 2011; Fehér 2008)  

 

En la etapa 0, el explante de T. domingensis primario formó nódulos celulares en 

la base caulinar y las células fueron competentes a la inducción callogénica, Elhiti 

& Stasolla (2011) y Von Arnold (2008) señalaron a los germinados como uno de 

los explantes más apropiados para producir embriogénesis directa. En Passiflora 

cincinnata y Phoenyx dactlifera la presencia de protuberancias descritas como un 

grupo de células con núcleos grandes y citoplasma densos en alta actividad 

mitótica (Rocha et al. 2011). En los callos producidos la célula embriogénica fue 

revelada a través de la alta actividad mitótica de grandes células ovaladas, 

elongadas de citoplasma denso que evolucionaron en crecimiento desorganizado 

y sin polaridad, hasta la formación de masas proembriogénicas. El crecimiento 

periclinal y anticlinal del callo que formó los nódulos de tejido meristemático y 

masas proembriogénicas concuerda con las observaciones histológicas señaladas 

en la etapa de proembriogénesis de las angiospermas acuáticas emergentes 

Oryza zativa (Vega et al. 2009; Mariani et al. 2002) y las terrestres Cocus nucifera 

(Azpeitia et al. 2009; Saenz et al. 2006) y Musa sp. (Strosse et al. 2003). En la 

gimnosperma Picea abies las masas proembriogenicas se clasifica en tres 

complejos celulares diferenciados por el número de células vacuoladas y 

enlongadas adyacente a la células citoplásmicas densas (Filonova et al. 2000). En 

la monocotiledónea T. domingensis las masa proembriogénicas fueron células 

citoplásmicas densas rodeadas de células de callo muy similar a otras 

monocotiledóneas como Oryza sativa (Vega et al. 2009; Mariani et al. 2002) y 

Cocus nucifera (Verdeil et al. 2001), y a las dicotiledóneas Theobroma cacao 

(Maximova et al. 2002) y Phoenix dactylifera (Sané et al. 2006). La selección de 

estas masa proembriogénicas del total de la población por un cribado del cultivo 

y/o por un gradiente de densidad eleva a un 90% que la población sea 

embriogénica y relativamente sincrónica en el desarrollo (Zimmerman 1993), en T. 

domingensis no se empleó ningún método selectivo de estructuras por lo que el 
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sistema presento asincrónica persistente, pero con alta producción de embriones 

somáticos en 2.0 mg·L-1 de 2,4-D (Capitulo 2). 

 

En T. domingensis se determinaron cuatro estados de desarrollo del embrión 

somático los cuales coincidieron con las fases secuenciales globular, oblongo, 

escutelar y coleptilar de un embrión cigótico en monocotiledóneas (Forestan 2010; 

Quiroz-Figueroa et al. 2006) y con los estados de desarrollo generales reportados 

por Von Arnold (2008), Quiroz-Figueroa et al. (2006), Filonova et al. (2000) y 

Dodeman (1997). 

 

El ESg de T. domingensis que derivó de la masa proembriogenica presentó un 

plano de desarrollo radial compuesto de tres tejidos meristemáticos primarios 

típicos de un espermatofito (Evert 2006). En las especies modelos Zea mays y 

Arabidopsis thalliana se reportaron estados de desarrollo transitorios que no son 

más que estados de expansión celular más que de diferenciación (Forestan et al. 

2010; Kim et al. 2005). En Typha domingensis se ubicó al ESo como un estado de 

transición entre el embrión somático globular y el embrión somático escutelar 

(Azcon-Bieto & Talón 2003; Forestan et al. 2010). En O. sativa este estado 

transitorio es llamado enlongado (Mariani 2002). La hidrófita emergente T. 

domingensis pertenece al orden de las poales (Tillich 2007) y por lo tanto como 

todas las especies del orden cuenta con una compleja arquitectura embriogénica. 

Las angiospermas comparten un mismo patrón de desarrollo embriogénico hasta 

la etapa de embrión somático globular perteneciente a la embriogénesis temprana 

(Azcon-Bieto & Talón 2003; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003). En las 

monocotiledóneas la embriogénesis tardía se caracteriza por su simetría bilateral 

el cual está determinado por el transporte polar de auxina y por lo tanto el 

desarrollo de un cotiledón lateral es evidente, que en esta clase se denomina 

escutelo (Fischer & Neuhaus 1996). La presencia de una estructura cotiledonar en 

el embrión somático de T. domingensis conformado de parénquima de reserva rico 

en amiloplastos (Azcon-Bieto & Talón 2003) permitió confirmar que el grado de 

desarrollo alcanzado en los embriones somáticos de T.domingensis fue del tipo 
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escutelar. En embriones somáticos de Oryza sativa en la fase escutelar el 

protodermo se transforma en la epidermis y aparece el haz vascular que indica 

que está iniciando el siguiente estado de desarrollo (Mariani et al. 2002), en T. 

domingensis los embriones somáticos escutelares presentaron en algunos casos 

ocasionales células prevasculares, lo que puede ser indicativo de que comienza el 

grado de desarrollo coleoptilar y por lo tanto su subsecuente maduración. En 

Typha domingensis el estudio histológico reveló que el estado coleoptilar fue 

alcanzado al presentar el coleoptilo y la radícula, no obstante no se pudo observar 

la coleorriza y la plúmula estructuras básicas de embrión maduro en 

monocotiledóneas (Forestan et al. 2010; Evert 2006). Cambios fisiológicos como la 

desecación y en muchos casos la quiescencia completan el proceso de formación 

de la semilla (Azcon-Bieto & Talón 2003; Dodeman 1997) en plantas terrestres, 

por lo tanto la correlación de las fases de desarrollo especificas del embrión con 

métodos para la identificación de marcadores moleculares son necesarios para 

dilucidar la vía embriogénica completa en T. domingensis sobre todo en la fase de 

maduración fisiológica. Al respecto, la proteómica ha ofrecido la posibilidad de 

recrear una imagen dinámica de todas las proteínas expresadas en este último 

estadio fisiológico, por ejemplo a) el estudio de proteínas LEA (late embriogenesis 

abundant) y su rol en la desecación de semillas ortodoxas (Shih et al. 2008), b) el 

impacto de las proteínas extracelulares endoquitinasas y arabinogalactanos y los 

oligosacáridos solubles, moléculas involucradas en la cascada de señales que 

promueven el desarrollo de embriones somáticos (Quiroz-Figueroa et al. 2006; 

Fehér et al. 2003) y c) otras proteínas cuya presencia, ausencia o alteración se 

correlaciona con el proceso de embriogénesis somática.  

 

Los múltiples patrones de desarrollo del embrión y la asincronía del sistema 

(Capítulo 2) dificultaron la clasificación de los embriones somáticos de T. 

domingensis. La diversidad morfológica del embrión somático sobre todo en las 

fases tardías, a causa de la carencia o sobreexpresión de uno o más elementos 

estructurales que conforman al embrión hicieron factible la distinción de un 

embrión normal a uno anormal, este último denominado aberrante. Los embriones 
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anormales o aberrantes son también llamados embrioides y son comunes en 

embriogénesis somática (Hoenemann et al. 2010; Azcon-Bieto & Talón 2003). 

Estas anomalías morfogénicas están relacionadas con la expresión o supresión de 

ciertos genes (Hoenemann et al. 2010; Dodeman 1997), por ejemplo el gen 

GNOM afecta el plano de división celular y por lo tanto repercuten en eventos 

tempranos de la morfogénesis de la planta (Dodeman 1997). Una alta producción 

de embrioides puede repercutir en la reproducibilidad de un protocolo 

(Hoenemann et al. 2010) y por lo tanto ver comprometida las tasas de éxito 

regenerativo. 

 

El suspensor de T. domingensis no solo permitió esclarecer el origen del embrión 

somático sino además permitió identificar el grado de desarrollo alcanzado. Los 

embriones somáticos de T. domingensis presentaron un suspensor tipo cono el 

cual se fue reduciendo conforme avanzó el desarrollo del embrión. La presencia 

de esta estructura temporal en el embrión somático determinó el origen unicelular 

del mismo (Quiroz-Figueroa et al. 2006). Esto se debe a que el suspensor en 

embriogénesis cigótica se origina de una sola célula, la célula basal (Azcon-Bieto 

& Talón 2003). El suspensor cigótico funge como conducto de nutrientes desde el 

tejido materno hacia el embrión (Azcon-Bieto & Talón 2003), el suspensor 

somático tiene la misma función como trasporte de nutrientes pero además es una 

importante fuente de reguladores de crecimiento durante las fases tempranas de 

la embriogénesis (Dodeman et al. 1997; Yeung & Meinke 1993). Por lo tanto la 

presencia de anormalidades tiene un efecto inhibitorio en la transición a estados 

de desarrollo más tardíos (Dodeman et al. 1997; Yeung & Meinke 1993). En la 

embriogénesis cigótica de especies ortodoxas el supensor degenera al inicio de la 

desecación de la semilla y su función la adopta el endospermo, iniciando la fase 

de dormancia en el embrión maduro (Azcon-Bieto & Talón 2003).  

 

Las condiciones de cultivo in vitro en oscuridad o luz es un parámetro promotor de 

embriones somáticos (D’ Onofrio et al. 1998).La luz puede afectar al crecimiento y 

desarrollo de las plantas (Azcon-Bieto & Talón 2003). En T domingensis el factor 
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ambiental no tuvo efectos significativos en la producción de embriones somáticos 

(Capítulo 2). En otras monocotiledóneas como Phalaenopsis amabilis y 

Phalaenopsis Nebula el régimen de luz mostró efecto en la respuesta 

embriogénica de explantes de hojas en medio de cultivo con tiadizuron 3 mg·L-1 

presentó 50% de embriones y 30% de oxidación en oscuridad mientras que los 

tratamientos con largas duraciones de luz presentaron porcentaje bajos de 

embrión y oxidación de 60 a 90% al final de un periodo de 60 días (Gow et al. 

2009). Al parecer en T. domingensis la competencia embriogénica parece haber 

estado más relacionada con la naturaleza del explante que por condiciones 

ambientales. La condición ambiental mostró respuestas embriogénicas y 

organogénicas que deben ser más estudiadas. 

 

La diferenciación celular e histogénica expresada en los cultivos de Typha 

domingensis durante la etapa de inducción, proliferación y maduración del embrión 

somático fue favorablemente descrita en este estudio histológico.  
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Conclusión General 

 

La optimización de la embriogénesis somática en cultivo multietapas favoreció el 

desarrollo de embriones somáticos en la hidrófita emergente Typha domingensis.  

 

El 2,4-D en la etapa de inducción y expresión embriogénica determinó el proceso 

de embriogénesis somática. La ausencia de 2,4-D fue importante en la etapa de 

maduración. 

 

La embriogénesis somática mostró una ruta embriogénica indirecta y unicelular. 

Aunque las estructuras embriogénicas se formaron asincrónicamente por la falta 

de homogeneidad del sistema, lo cual puede ser mejorado mediante el tamizado 

de células y estructuras embriogénicas.  

 

La alta producción de embriones aberrantes puede repercutir en la 

reproducibilidad del sistema. 

 

Durante la embriogénesis somática de T. domingensis el proceso de 

diferenciación celular y tisular y el grado de madurez de los embriones somáticos, 

así como la determinación del origen unicelular del mismo, fueron distinguidos con 

precisión a través del estudio histológico.   

 

Otras alternativas potencialmente embriogénicas que auguran incrementar la 

factibilidad de un modelo eficiente de embriogénesis somática para esta especie 

sería el uso de cultivos de células suspendidas iniciadas de los callos, amarillo o 

blanco. El cultivo de células individualizadas favorece la sincronía celular y aunque 

representa la ruta embriogénica más larga la frecuencia de los embriones 

somáticos es elevada.  
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El conocimiento del modelo de desarrollo embriogénico y colateralmente el 

rizogénico genera una línea de estudio de reciente interés en el campo de la 

biotecnología celular y molecular, así mismo este modelo será útil para profundizar 

en el metabolismo reproductivo o vegetativo de T. domingensis.  

 

La interpretación completa del proceso embriogénico puede ser factible con la 

implementación de estudios de proteómica y metabolómica, transcriptómica y 

genómica funcional. 
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(g): Callo amarillo nodular friable. (h): T. domingensis de 30 días de edad 

en oscuridad. (i): T. domingensis de 30 días de edad con luz. (a) (b) y (c) 

=8x y (d) (g) = 16x. 

 

Figura 2.4. Embrión somático sobre callo amarillo nodular. (a): Embrión 

somático sobre callo amarillo. (b): Detalle de embrión somático. rz: raíz. 

ca: callo amarillo nodular. caf: callo amarillo friable. col: coleoptilo 

persistente. te: testa. cs: células suspendidas. s: suspensor. es: embrión 

somático. (a) =16x  

 

Figura 2.5. Cinética de callo amarillo, callo blanco y embrión somático 

sobre el explante con factores combinados 2.4-D (mg·L-1) y ambiente: a) 

0.5 +L, b) 0.5 +O, c) 1.0 +L, d) 1.0 +O, e) 2.0 +L, f) 2.0 +O. L = Luz y O= 

Oscuridad. Línea sólida con cuadrados = abultamiento, línea discontinua 

con rombos = callo amarillo, línea punteada con triángulos = callo blanco. 

Líneas verticales = promedios ± error estándar 

 

Figura 2.6 Cinética en la formación de las células suspendidas, callo 

amarillo friable y turbidez en el medio de cultivo de Typha domingensis 

con factores combinados 2.4-D (mg·L-1) y ambiente: a) 0.5 +L, b) 0.5 +O, 

c) 1.0 +L, d) 1.0 +O, e) 2.0 +L, f) 2.0 +O. L = Luz y O= Oscuridad. Línea 

punteada con triángulos = turbidez, línea sólida con cuadrados = células 

suspendidas, línea discontinua con rombos = callo friable. Líneas 

verticales = promedios ± error estándar. 

 

Figura 2.7 Grado de necrosis de los embriones somáticos formados en 

los cultivos de Typha domingensis expuestos en combinación de 2.4-D 

(mg·L-1) y tipo de ambiente: a) 0.5 +L, b) 0.5 +O, c) 1.0 +L, d) 1.0 +O, e) 

2.0 +L, f) 2.0 +O. L = Luz y O= Oscuridad. Línea sólida con cuadrados = 

embrión somático, línea discontinua con rombos = necrosis. Líneas 
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verticales = promedios ± error estándar. 

 

Figura 2.8. Mapa destino que ilustra la morfología in vitro de Typha 

domingensis a 56 días con diferentes concentraciones de 2,4-D en 

ambientes de luz y oscuridad 

 

Capítulo III 

Figura 3.1. Secuencia multietapas del proceso embriogénico de T. 

domingensis. Código de colores: ambiente obscuro      y ambiente con 

luz     . Tiempo en días entre cada subcultivo (   ). ES= embrión somático.  

 

Figura 3.2 Características morfológicas durante la secuencia multietapa 

de Typha domingensis en la etapa 0 (a) (b) (c), en la etapa I (d) (e) (f), en 

la etapa II (g) (h) (i). (a): Callo amarillo nodular. (b): ES globular. (c): ES 

cotiledonar. (d): Callo amarillo. (e): Callo necrótico con regeneración de 

hoja. (f): Callos amarillos y ES globular. (g): Callo necrótico con brotes. 

(h): Callo amarillo con regeneración de raíz. (i): ES. ES:embrión 

somático. (a) (d) (e) (g) (h) =8x y (c) e (i) =16x.  

 

Figura 3.3 Embriones somáticos formados en los cultivos de Typha 

domingensis por la concentración de 2.4-D (Etapa II). Línea sólida con 

cuadrados = ES total, línea discontinua con cuadrados color rojo = ES 

total en el explante, línea discontinua con cuadrados color verde = ES 

total en el medio de cultivo. ES= embrión somático. Líneas verticales = 

promedios ± error estándar. Literales diferentes indican diferencias a 

p˂0.05.  

 

Figura 3.4 Mapa destino de la vía de desarrollo embriogénica del 

embrión somático en Typha domingensis en sistema multietapas. 
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Capítulo IV 

Figura 4.1 Células meristemáticas y embriogénicas en cortes 

histológicos de callo amarillo de Typha domingensis. (a): Secciones 

transversales de callo amarillo de 28 días. (b): Ampliación de la zona 

meristemática y embriogénica de callo amarillo (c): Detalles de las 

células meristemática (d): Detalle de la masa proembriogénica. ZM: Zona 

meristemática. ZE: Zona embriogénica. CM: Células meristemáticas. CE: 

Células Embriogénicas. MPE: Masa proembriogénica. Pa: Parénquima. 

Azul de Toluidina. (a) =100x, (b) =400x, (c) y (d) = 1000x. 

 

Figura 4.2 Modelo esquemático del patrón de desarrollo de 

embriogénesis somática en Typha domingensis. Código de colores: 

amarillo: tejido fundamental, verde: procambium, azul: protodermo y 

naranja: suspensor. 

 

Figura 4.3 Histodiferenciación en los callos de Typha domingensis. (a): 

Sección transversal de callo amarillo de 56 días. (b): Zona de tejidos; 

meristemático [●], transición [      ] y no embriogénico [        ]. (c): Detalle 

de zona de transición con actividad meristemática y embriogénica (d): 

Detalle de células embriogénicas. CM: Células meristemáticas. CE: 

Células Embriogénicas. MPE: Masa proembriogénica. Pa: Parénquima. 

ZM: Zona meristemática. Nd: Nódulo. Azul de Toluidina. (a) =100x, (b) 

=200x, (c) =400x y (d) =1000x.  

 

Figura 4.4 Histodiferenciación de embrión somático globular de Typha 

domingensis. (a): Embrión somático globular sobre callo amarillo de 56 

días. (b): Sección transversal de embriones somáticos globulares en 

diferentes grados de desarrollo. (c): Diferenciación de tejidos en embrión 

somático globular (d): Detalle de células embriogénicas. ESg: Embrión 

somático globular. MF: Meristemo fundamental. PD: Protodermo. PC: 
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Procambium. S: Suspensor. Hematoxilina-eosina. (a) =10x, (b) =400x, (c) 

y (d) = 1000x. 

 

Figura 4.5 Histodiferenciación de embrión somático oblongo de Typha 

domingensis. (a): Embrión somático oblongo sobre callo amarillo de 56 

días. (b): Sección longitudinal de embrión somático oblongo, suspensor 

flecha con la letra x [x     ] y embrión somático oblongo flecha con la letra 

y [y      ]. (c): Diferenciación de tejidos en embrión somático oblongo (d): 

Detalle de células de parénquima reserva y procambium. ESo: Embrión 

somático oblongo. PC: Procambium. PD: Protodermo. MF: Meristemo 

fundamental. Par: Parénquima de reserva. Am: Amiloplasto. (a) =5x, (b) 

=100x, (c) =200x y (d) = 400x.  

 

Figura 4.6 Histodiferenciación del embrión somático escutelar de Typha 

domingensis. (a): Morfología del embrión somático escutelar. (b): Detalle 

del tejido vascular en la zona apical. (c): Sección longitudinal del embrión 

somático escutelar, suspensor flecha con la letra x [x       ] y embrión 

somático escutelar flecha con la letra y [y       ]. ESesc: Embrión somático 

escutelar. ep: Eje procambial. c: cotiledon. Azul de Toluidina. (a) =50x, 

(b) =400x, (c) =400x.  

 

Figura 4.7 Histodiferenciación del embrión somático coleoptilar de Typha 

domingensis. (a): Morfología de EScol. (b): Sección longitudinal de 

EScol. C): Detalle de tejido vascular. (d): Detalle de coleoptilo y radícula 

en EScol . EScol: Embrión somático coleoptilar. col: coleoptilo. r: 

radicula. e: embrion. esc: escutelo. Azul de Toluidina. (a) =5x, (b) =200x, 

(c) =1000x, (d) =400x.  
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Figura 4.8 Morfología de embriones somáticos de Typha domingensis 

observados en la etapa 0, etapa I y etapa II. (a): Esquema del embrión 

somático de Typha angustifolia (Goebel, 1933). (b): Semilla de T. 

domingensis. (c): Embrión somático escutelar. (d) (e) y (f): Embriones 

somáticos aberrantes. (b) (c) (d) (e) (f) =10x.  

 

Figura 4.9 Comparación del patrón de desarrollo de embriogénesis 

somática de Typha domingensis con Zea mays y Arabidopsis thaliana 

especies usadas como modelos de estudio embriológicos. Arabidopsis 

thaliana (dicotiledónea) modificada de Azcon-Bieto & Talón (2003), Zea 

mays (monocotiledónea) modificada de Forestan (2010) y Typha 

domingensis (monocotiledónea). Las ilustraciones no están a escala. e: 

epicotilo. h: hipocotilo. cp: coleoptilo. cr: coleorriza. p: plúmula. r: 

radícula. es: escutelo. Código de colores: Amarillo: Tejido fundamental, 

Verde: procambium y Azul: protodermo. Rosa: cigoto. 
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Anexos 

Figura A1.1 Representación esquemática del método general en 

embriogénesis somática de T. domingensis. 

 

Figura A2.1 Representación grafica de la preparación de muestras 

histológicas de estructuras embriogénicas de T. domingensis, basada en 

técnicas convencionales. 

 

Figura A3.1 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la Etapa 0. (a): Callo amarillo. (b): Racimo de 

ES oblongos. (c): ES adheridos al explante (d): ES cotiledonar, en el 

círculo se muestra el extremo apical. (e): Detalle de el extremo apical de 

ES cotiledonar. (f): Callo amarillo con regeneración tipo brote, en la 

esquina superior izquierda se muestra una ampliación de la misma. ES:  
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Figura A3.2 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la Etapa I. (a): Callo amarillo. (b): Callo con 

necrosis moderada y regeneración de hojas. (c): ES cotiledonar, la flecha 

señala la prolongación anormal del extremo apical, la cual se muestra a 

detalle en la esquina superior izquierda. (d): Embrión somático. (e): 

Embriones somáticos tipo cotiledonar fusionados por el extremo basal. 

(a) y (b) =16x y (c) (d) (e) = 32x. 

 

Figura A3.3 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la Etapa II en Luz. Estructuras derivadas del 

tratamiento sin 2,4-D, (a): Organogénesis laminar sobre callo necrótico. 

Estructuras derivadas del tratamiento 0.5 mg L1 de 2,4-D, (b): Brote 

sobre callo necrótico. (c): Embrión somático cotiledonar. Estructuras 

derivadas del tratamiento con 1 mg L1 de 2,4-D, (d): Callo con brotes y 

embrión somático. (e): Callo con brotes y raíz. (f): Callo con brotes y 

múltiples raíces. Estructuras derivadas del tratamiento 2 mg L1 de 2,4-D, 

(g): Callo con brotes. (h): Embrión somático. (i): Callo. (a) y (b) =8x y (c) 

hasta (i) = 32x. 

 

Figura A3.4 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la etapa II en Oscuridad. Estructuras 

derivadas del tratamiento 0.5 mg L1 de 2,4-D, (a): Callo necrótico. (b): 

Callo necrótico y raíces. (c): Callo blanco y raíces. Estructuras derivadas 

del tratamiento con 1 mg L1 de 2,4-D, (d) (e) y (f) Callo blanco con raíces. 

Estructuras derivadas del tratamiento 2 mg L1 de 2,4-D, (g) Callo 

necrótico y raíces. (h): Callo necrótico con alta producción de raíces. 

Estructuras derivadas del tratamiento sin 2,4-D, (i): Organogénesis de 

hoja clorótica y raíz sobre callo necrótico. (a) hasta (i) =32x. 
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Anexo 1 

Figura A1.1 Representación esquemática del método general en embriogénesis somática de T. domingensis.  
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Anexo 2 

 
 
Figura A2.1 Representación grafica de la preparación de muestras histológicas de 
estructuras embriogénicas de T. domingensis, basada en técnicas convencionales. 
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Anexo 3 
 
 
 
 

 
 

Figura A3.1 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la Etapa 0. (a): Callo amarillo. (b): Racimo de ES 

oblongos. (c): ES adheridos al explante (d): ES cotiledonar, en el círculo se 

muestra el extremo apical. (e): Detalle de el extremo apical de ES cotiledonar. (f): 

Callo amarillo con regeneración tipo brote, en la esquina superior izquierda se 

muestra una ampliación de la misma. ES: Embrión somático. (b) y (c) =16x  
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Figura A3.2 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la Etapa I. (a): Callo amarillo. (b): Callo con necrosis 

moderada y regeneración de hojas. (c): ES cotiledonar, la flecha señala la 

prolongación anormal del extremo apical, la cual se muestra a detalle en la 

esquina superior izquierda. (d): Embrión somático. (e): Embriones somáticos tipo 

cotiledonar fusionados por el extremo basal. (a) y (b) =16x y (c) (d) (e) = 32x. 
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Figura A3.3 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la Etapa II en Luz. Estructuras derivadas del tratamiento 

sin 2,4-D, (a): Organogénesis laminar sobre callo necrótico. Estructuras derivadas 

del tratamiento 0.5 mg L1 de 2,4-D, (b): Brote sobre callo necrótico. (c): Embrión 

somático cotiledonar. Estructuras derivadas del tratamiento con 1 mg L1 de 2,4-D, 

(d): Callo con brotes y embrión somático. (e): Callo con brotes y raíz. (f): Callo con 

brotes y múltiples raíces. Estructuras derivadas del tratamiento 2 mg L1 de 2,4-D, 

(g): Callo con brotes. (h): Embrión somático. (i): Callo. (a) y (b) =8x y (c) hasta (i) = 

32x. 
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Figura A3.4 Compilación fotográfica de estructuras embriogénicas de T. 

domingensis derivadas de la etapa II en Oscuridad. Estructuras derivadas del 

tratamiento 0.5 mg L1 de 2,4-D, (a): Callo necrótico. (b): Callo necrótico y raíces. 

(c): Callo blanco y raíces. Estructuras derivadas del tratamiento con 1 mg L1 de 

2,4-D, (d) (e) y (f) Callo blanco con raíces. Estructuras derivadas del tratamiento 2 

mg L1 de 2,4-D, (g) Callo necrótico y raíces. (h): Callo necrótico con 

hiperproducción de raíces. Estructuras derivadas del tratamiento sin 2,4-D, (i): 

Organogénesis de hoja clorótica y raíz sobre callo necrótico. (a) hasta (i) =32x. 
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