UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO

Division Académica de Ciencias Bioldgicas

Embriegénesis somatica en

Typha domingensis

TESIS
QUE PARA @GBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS/AMBIENTALES

PRESENTA

Biol. Guadalupe Hernandez Piedra

ASESORA

Dra. Violeta Ruiz Carrera

Villahermosa, Tabasco. Octubre de 2012




UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO

“ESTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LA FE”

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Villahermosa, Tab., a 19 de Octubre de 2012

ASUNTO: Autorizacion de Modalidad de Titulacion

C. LIC. MARIBEI'VALENCIA THOMPSON

JEFE DEL DEPTO,DE CERTIFICACION Y TITULACION
DIRECCION DE SERVICIOS ESCOLARES

PRESE NTE

Por este conducto y de a€lerdo a la solicitud correspondiente por parte del
interesado, informo a usted, quecen base al reglamento de titulacion vigente en
- esta Universidad, ésta Direccién’ . a.mi cardo, autoriza a la.C. GUADALUPE
HERNANDEZ PIEDRA egrésada de_la.Maestria en CIENCIAS AMBIENTALES
de la Division Academlca de C’iENCIAS BlOLOGICAS la opcién de tltularse bajo

la modalidad de Tes:s de Maestria' denomihado: “EMBRIOGENESIS SOMATICA
EN TYPHA DOMINGENSIS”. '

/

DIRECT.OR DE LA DIVISION ACADEMICA.
DE CIENCIAS BIOLOGICAS

JW%S?QV"QA Lin ‘::;{{‘
_ DE CiENGH A‘: E}QL,

C.c.p.- Expediente Alumno de la DIVISIOH Academlca
C.c.p.- Interesado

Nicrptro CUMEX dode 2005

o\ onsorcio de KM. 0.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA
"'\‘5‘,‘}:2(’,‘\‘;5;%; ‘ Tel. y Fax (01-993) 3-54-43-08 y Tel. 3-58-15-79 E-mail: direccién.dacbiol@ujdt.mx

O — ﬁ Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacion y despilfarro de agua y ayuda a conservar los bosques




UNIVERSIDAD JUAREZ AUTONOMA DE TABASCO

“ESTUDIO EN LA DUDA. ACCION EN LAFE”

DIVISION ACADEMICA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

OCTUBRE 19 DE 2012

o

8.
" GUADA( HERNANDEZ PIEDRA
PAS. DE LA TRIA EN CIENCIAS AMBIENTALES
PRESENT o,

< |

~ En virtud de habercum@%con lo establecido en los Arts. 80 al 85
del Cap. III del Reglament@a titulacion de esta Universidad, tengo
a bien comunicarle que se utoriza la impresion de su Trabajo
‘Recepcional, en la lidad de Tesis de Maestria en Ciencias
Ambientales titulado: ™ RI ESIS SOMATICA EN TYPHA
DOMINGENSIS”, ases 0 poy Dra. Violeta Ruiz - Carrera,

sobre el cual sustentara am e Grado, cuyo jurado esta
integrado por la Dra. Erika Eg€alante @Tnosa, Dr. Rodolfo Gdmez
Cruz, M. en C. Maria de los A s Gua9rrama0live‘ra, M. en C.
Arlette Amalia Hernandez Frany , O

*

Por lo cual puede proceder a concluir con Ic%mites finales para
fijar la fecha de examen. @

Sin otro particular, me es gréto enviarle un .
| ESTUDIO . 5 EN LA FE )b;‘-.fgsm?é ACADEWICE S
\

M. EN C. ROSA MARTHA PADRON LOPEZ
DIRECTORA

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

Mo ' X dende XIS > .
Ao KM:. Q.5 CARR. VILLAHERMOSA-CARDENAS ENTRONQUE A BOSQUES DE SALOYA

6 % 5‘;‘5"_ vl Tel. y Fax (01-993) 3-54-43-08 y Tel. 3-58-15-79 E-mail: direccién.dacbiol@uijat.mx

e 6 A A A & Usar papel reciclado economiza energia, evita contaminacion y despilfarro de aguay ayuda a conservar los bosques




L
®/\ | CARTA AUTORIZACION

)

7

El que suscribe, %a por medio del presente escrito a la Universidad Juarez
Auténoma de Tabas ra que utilice tanto fisica como digitalmente el Trabajo
Recepcional en ?’modalidad de Tesis de Maestria denominado:
“EMBRIOGENESIS S N@)CA EN TYPHA DOMINGENSIS”, de la cual soy
autor y titular de los Derec @e Autor.

La finalidad del uso por parte Universidad Juarez Autébnoma de Tabasco el
Trabajo Recepcional antes menci , S€ra unica y exclusivamente para difusion,
- educacién y sin fines de luero; aﬁ acion que se hace de manera enunciativa
© mas no limitativa para subirla a la Rébierta de Bibliotecas Digitales (RABID) y a
cualquier otra red académi con Ia§7 que la Universidad tenga relacién

institucional.

Juarez Auténoma de Tabasco de
pecto al uso y manipulaciéon de
3ste documento.

-
Por lo antes manifestado, libero g;a nive
cualquier reclamacion legal que pu ?‘ejer

la tesis mencionada y para los fines &stipulado

Se firma la presente autorizacion en IaQJdad

Diecinueve de Octubre del afio 2012. e g

AUTORIZO @

GUADALUPE HERNANDEZ PIEDRA )\ :
S
Q
O

L 4



Embriogenesis somatica en Typha domingensis

INFORME DE ORIGINALIDAD

1 3%

iNDICE DE SIMILITUD

FUENTES PRIMARIAS

1

B B B @ DB

B B

. : 0
archivos.ujat.mx 589 palabras — 3 /0

Internet

hdl.handle.net

Internet

184 palabras — 1 %

ﬂec%/étreposworlmnst|tuC|ona|.mx 144 palabras — 1 A)
: : 0
Ilr:tr;rl;tsprmger.com 77 palabras — < 1 %0
' 0
Itn:;’:\rrf]etsparenua.tabasco.gob.mx 66 palabras — < 1 /0

Guadalupe Hernandez-Piedra, Violeta Ruiz- 0
Hacailip oo | e 44 palabras — < 1 /0
Carrera, Alberto | Sanchez, Arlette Hernandez-

Franyutti, Alfonso Azpeitia-Morales. " Morphohistological

development of the somatic embryo of ", Peer], 2018

Crossref Posted Content

0
konfrans.ndu.edu.az 40 palabras — < 1 A)

Internet

: " : - 0
Prlyono‘. Soma.mc embryogeness and - 37 palabras — < 'I /0
vegetative cutting capacity are under distinct

genetic control in Coffea canephora Pierre", Plant Cell Reports,
02/10/2010

Crossref



— N - — N N — N N
(0¢] ~ (@) Ul NN w N — (@]

—_
O

I(;g”:)ef)sdigitaI.colpos.mx:8080 37 palabras — < 1 %
Irmee|ron§>tsitorio.uchiIe.cI 36 palabras — < 1 %
x\:;/:{w\é\t/'iUfro.org 35 palabras — < 1 %
lljir?;ary'co 33 palabras — < 1 %
Stce)rcéestlib.org 33 palabras — < 1 %
;Lé?rjjt-mx 32 palabras — < 1 %
xxim\t/.scielo.cl 32 palabras — < 1 %
ﬁtte)rinr:{pUb 31 palabras — < 1 %
if:eirtweptus.weebly.com 31 palabras — < 1 %
Takashi Asaeda, Le Quoc Hung. "Internal 30 palabras — < 1 %

heterogeneity of ramet and flower densities of
Typha angustifolia near the boundary of the stand", Wetlands
Ecology and Management, 2007

Crossref

. . 0
CI\/Iroses'fef‘flods in Molecular Biology, 2016. 29 palabras — <1 )0

ﬁigle?glcalprocesses.sprlngeropen.com 29 palabras < 1 /0



.- 0
IIcn)tglrlnge!taI.unal.edu.co 28 palabras — <1 )0
0
ﬁifﬁgac'“k 28 palabras — < 0
0
Xt‘fﬂfgp“b 28 palabras — < A)
www.clubensayos.com <1 06
Internet 28 palabras —

i 0
wawizpormics.com 27 palabras — < 10
"Somatic Embryogenesis: Fundamental 26 palabras — < 1 %

Aspects and Applications", Springer Nature, P
2016
Crossref
bibliotecadigital.infor.cl <1 0%
Internet 26 palabras —
i 0
fﬁ!i’fi‘“ps 26 palabras — < /0
' 0
mjﬂtadoc.com 26 palabras — < 1 /0

w
o

Christine Holdredge, Mark D. Bertness. "Litter 0
S 5 . | 25palabras—< 1 A)
legacy increases the competitive advantage of

invasive Phragmites australis in New England wetlands",

Biological Invasions, 2010

Crossref

.

Internet

ejfl arqueozoologiaenahiia.files.wordpress.com 75 palabras—< 1 /0



w w W w W w w
(0] ~ (@) Ul NN (O8] N

Jl'r\]/t\éil;)t.ahvaz.iau.ir 25 palabras — < 1 0%
I|c:§rrn§tamos.lib.uoa.gr 25 palabras — < 1 %
Kﬂg.tandfonline.com 24 palabras — < 1 0%
Irnrzfn((:eitwinpuinshers.com 23 palabras — < 1 0%
Erfrfertj'com 23 palabras — < 1 %
I\:]\Q/r\ﬁ\;\t/.ptolomeo.unam.mx:8080 23 palabras — < 1 %
Boutin, Kyle David. "From Pollution to 22 palabras — < 1 0%

Products: Modeling a Wetland-Based Approach

to Watershed Remediation and Developing a Cattail Bioproduct
to Facilitate Its Implementation”, North Dakota State University,
2025

ProQuest

Mark V'\'/..Hester,Jonathan M. Willis, Taylor M. palabras — < 1 06
Sloey. "Field assessment of environmental

factors constraining the development and expansion of

Schoenoplectus californicus marsh at a California tidal

freshwater restoration site", Wetlands Ecology and

Management, 2015

Crossref

_ . : 0
journal.ipb.ac.id 22 palabras — < 1 /0

Internet

0
I';ial(is.us-edu.pl 22 palabras — < 1 %0



42

4

H B
& w

5

&

H B HEH BB A
N I — I O HEEE O N CO I ! . O)

repositorio.ufsc.br

Internet

www.nrcresearch press.com

Internet

doczz.net

Internet

Ana Guillé, M2, Angeles Alonso, Ana Juan. "New
insights into seminal and stomatal morphology

22 palabras — < 1 %
22 palabras — < 1 %
21 palabras — < 1 %

20 palabras — < 1 %

and their contribution to the taxonomy of the Old World
succulent perennial Salicornioideae", Plant Systematics and

Evolution, 2013

Crossref

archive.org

Internet

lgujls.lgu.edu.pk

Internet

www.nci.nih.gov

Internet

www.researchgate.net

Internet

ambientebogota.gov.co

Internet

www.google.co.in

Internet

www.scielo.org.mx

Internet

20 palabras — < 1 %
20 palabras — < 1 %
20 palabras — < 1 %
20 palabras — < 1 %
19 palabras — < 1 %
18 palabras — < 1 %

18 palabras — < 1 %



Ul paa U1l B U1
H B H

5

Ul U
H B

58

59

61

. 0
ambiental.unam.mx 17 palabras — < '] /0

Internet

0
Stigice.uclv.edu.cu 17 palabras — < 1 /0

. 0
eprints.uanl.mx 17 palabras — < 1 A)

Internet

library.unisel.edu.my 17 palabras — < 1 0%

Internet

Cui, S.,J. Hu, S. Guo, J. Wang, Y. Cheng, X. Dang, < 1%
L. Wu, and Y. He. "Proteome analysis of 16 palabras 1

Physcomitrella patens exposed to progressive dehydration and
rehydration”, Journal of Experimental Botany, 2012.

Crossref

. S, - 0
www.investigo.biblioteca.uvigo.es 16 palabras — < 1 /0

Internet

T . 0
U. K. Sarkar. Blodlve.r5|ty, gcqhydrology, threat1 5 palabras — < 1 A)
status and conservation priority of the

freshwater fishes of river Gomti, a tributary of river Ganga

(India)", The Environmentalist, 06/03/2009

Crossref

: . 0
ejurnal.bppt.go.id 14 palabras — < '] /O

Internet

0
cfpub.epa.gov 13 palabras — < %0

Internet

Bo Zhang, Abolgh hahbazi, Lijun W 0
0 Zhang, Abolghasem Sha baZ|,” junWang, 5 o labras — < 1 )0
Oumou Diallo, Allante Whitmore. "Hot-water

pretreatment of cattails for extraction of cellulose", Journal of

Industrial Microbiology & Biotechnology, 2010

Crossref



63

~ ~ (@) (@) (@)
= (@) ~ (O] S

72

73

74

ia800902.us.archive.org

Internet

livrosO1.livrosgratis.com.br

Internet

www.slideshare.net

Internet

ramsar.org

Internet

repositoriodigital.uns.edu.ar

Internet

repozitorij.unizg.hr

Internet

en.wikipedia.org

Internet

expeditiorepositorio.utadeo.edu.co

Internet

12 palabras — < 1 %
12 palabras — < 1 %
12 palabras — < 1 %
11 palabras — < 1 %
11 palabras — < 1 %
11 palabras — < 1 %
10 palabras — < 1 %
10 palabras — < 1 %

10 palabras — < 1 %

http://159.189.96.215/resource/literatr/aqua/aqua.txt

Internet

rev.mex.biodivers.unam.mx

Internet

Www.ewb-usa.org

Internet

WWW.int-res.com

Internet

10 palabras — < 1 %
10 palabras — < 1 %

10 palabras — < 1 %



~ ~ ~
~ (@) ul

78

79

(00) 0 (0]
w N =

84

WWw.mma.es

Internet

bibliotecaflorestal.ufv.br

Internet

caelum.ucv.ve

Internet

Ciatej.repositorioinstitucional.mx

Internet

dspace.unica.cu

Internet

patents.google.com

Internet

pdfs.semanticscholar.org

Internet

repositorio.ufla.br

Internet

10 palabras — < 1 %
9 palabras — < 1 %
9 palabras — < 1 %
O palabras — < 1 %
9 palabras — < 1 %
9 palabras — < 1 %
9 palabras — < 1 %
9 palabras — < 1 %

8 palabras — < 1 %

84a69b9b8cf67b1fcf87220d0dabdda34414436b-

www.googledrive.com

Internet

Hilda E. Lee-Espinosa, Antonio Laguna-Cerda,
Joaquin Murguia-Gonzalez, Lourdes Iglesias-

8 palabras — < 1 %

Andreu et al. "UN PROTOCOLO DE EMBRIOGENESIS SOMATICA
PARA LA REGENERACION Y CARACTERIZACION IN VITRO DE
Laelia anceps ssp. dawsonii", Revista Fitotecnia Mexicana, 2010

Crossref

locus.ufv.br



(00] (00]
(0/0] ~

91

Internet

8 palabras — < 1 %

IEtee|ron(e)tsitorio.geotech.cu 8 palabras — < 1 %
Irntee|rc;§>tsitorio.uaaan.mx 8 palabras — < 1 %
|rnfze\r/niesttas.unal.edu.co 8 palabras — < 1 %
Kﬂg.gob.mx 8 palabras — < 1 %

Inaé M. Aratijo Silva-Cardoso, Filipe S. Meira, palabras — < 1 06
Ana C. M. M. Gomes, Jonny E. Scherwinski-

Pereira. " Histology, histochemistry and ultrastructure of pre-
embryogenic cells determined for direct somatic

embryogenesis in the palm tree ", Physiologia Plantarum, 2019

Crossref

_— 0
Soil Biology, 2009. 7 palabras — < 1%0

Crossref

. " . . 0
Xiyan Yang. Regulaiflon of Soma"tlc N 7 palabras — < 1 A)
Embryogenesis in Higher Plants", Critical

Reviews in Plant Sciences, 01/2010

Crossref

- 0
repositorio.unal.edu.co 7 palabras — < 1 A)

Internet

" . . . 0
Phyto"reme.dlatlon Potentlal of Blgenergy | 6 palabras — < 1 /0
Plants", Springer Science and Business Media

LLC, 2017

Crossref



H H n O
Joseph Francis Ree., Miguel Pedro ('SL'J'erra.‘ Palm 6 palabras — < 1 /0
(Arecaceae) somatic embryogenesis", In Vitro
Cellular & Developmental Biology - Plant, 2015

Crossref

DESACTIVADO DESACTIVADO
DESACTIVADO DESACTIVADO



Dedicatoria

A mis tres hermosos hijos:
Jesusmiguel Adonis, José Abel y Rubi Concepcion
Salvador Hernandez

A ustedes tres solecitos que“son la fuerza y motivacién de mi vida, la razén por la
cual no miro atras, la razon pot la'cual no me importa que tan largo y sinuoso sea el

camino. Espero poder transmitirlés gue con amor y dedicacion todo se puede lograr.

A mi madre:
Sra. ConCepcion{Piedra Martinez

A usted que es sindnimo de fuerza y esperanza<Que cree en mi y en lo que hago,

gue con sacrificio y dedicacion a cuidado’de mis hijes,.con un amor incondicional.

A mi esposo:
Sr. Pablo Salvador Garcia

Por su amor

“A ustedes con todo mi amor les dedico este trabaja™

AEF



Agradecimientos

A Dios por darme fuerza, fe, salud, sabiduria 'y

perseverancia para alcanzar una meta mas.

A mi familia por su apoyo, comprension y carifio durante
la realizacién de este proyecto de vida.

A mi asesora, la Dra. Violeta Ruiz Carrera por su
dedicacion, confianza y amistad. Por su ejemplo y
rectitud, muchas gracias.

A losprofesores que me asistieron durante el desarrollo
de este.documento y me brindaron toda su experiencia y
conocimiento; Dra. Erika Escalante Espinosa,
DrfRodolfo Gdmez Cruz, M. en C. Ma. De los Angeles
Guadarrama.Olivera 'y M. en C. Arlette Amalia

Hernandez Franyutti.

A mis amigos y.compafieros Manuel, Romayra y Mario
por su animo. A un gran maestro y amigo Moisés, por
brindarme todo su apoyo y experiencia en el laboratorio
de histologia animal. A los tesistas y prestadores de
servicio social del laboratorio de ‘biotecnologia vegetal,

especialmente a YeseniayvJesus.

“Es largo y sinuoso el camino al éxito, y ne.me refiero al
éxito vano y material si no a aquel que le da razon a
nuestra existencia. Ese éxito que te da la satisfaccion y la
alegria de que lo que haces lo haces con gusto.y

dedicacioén”.

AEF



Contenido

Resumen general 1

Capitulo I. Infroduccion

Enfoque del preblema

Enfoque cientificd
Planteamiento de Hip6tesis

o 0 o

Definicion de objetivos

Capitulo Il. Caracterizacion del’proceso de embriogénesis somatica en Typha

domingensis

Resumen 10
Introduccion 11
Método 14
Especie de estudio 14
Material vegetal 15
Viabilidad de semillas 15
Evaluacion experimental 16
Medio de cultivo 16
Disefio Experimental 16
Resultados 17
Discusion 29
Evaluacion morfolégica de la embriogénesis somatica 29

Efecto del factor auxina-ambiente en la competencia embriogénica

de Typha domingensis 32



Capitualo lll. Proceso multietapas de embriogénesis somatica en Typha

domingensis

Resumen 36
Introduccion 37
Método 39

Analisis estadistico 41
Resultados 42
Discusién 51

Capitulo IV. Histodiferenciacion en embriones soméaticos de Typha

domingensis

Resumen 56
Introduccion 57
Método 59

Preparacion y caracterizacion de'tejidos 59
Resultados 61
Discusion 73

Capitulo V. Conclusion general

Conclusion 80
Referencias 82
indice de Tablas y Figuras 93

Anexos 102



Embriogénesis somética en Typha domingensis

Resumen general

En los hdmedales la vegetacion acuéatica emergente, se encuentra amenazada por
la desapaticion de este territorio a causa del cambio de uso del suelo, la
eutrofizacion,. Vel cambio climético y por su reciente interés como fuente
bioenergética y ‘alimenticia. Las hidréfitas emergentes en los humedales del
continente americano, estan dominadas por Typha domingensis y por su amplia
distribucién representala especie ecoldgica clave para conservar la funcionalidad
y los servicios ambientales del ecosistema acuético. Para profundizar en los
aspectos biolégicos de ,la-reproduccion de esta hidréfita es factible Ila
embriogénesis somatica. La.técnica in vitro de embriogénesis somatica permite
desarrollar un sistema modelg” para estudios embriologicos y constituye la
estrategia ideal para las aplicaciones inmediatas de repoblacion y conservacion de

germoplasma de T. domingensis.

En la embriogénesis somatica de iI. domingensis el explante fue el germinado
aséptico cultivado en medio de cultiver MSos¢€nriquecido con 3% de sacarosa. El
método de embriogénesis fue dividido'en dos'fases. La fase | se desarroll6 con
etapas de induccién durante 56 dias y maduracion‘de-embriones somaticos por 30
dias. La fase Il, comprendié las etapas embriogénicas<de inducciéon y expresion y

la de maduracioén, cada una de 28 dias.

La induccién embriogénica de la fase | se evalué en concentraciones de 0.5, 1.0 y
2.0 mg-L" de 2,4-D en ambientes de luz y oscuridad y la devmaduracién del
embrion fue sin 2,4-D en luz y oscuridad. Las respuestas sobre el explante fueron
el abultamiento en la base caulinar y la formacion de callo blanco, Callo_amarillo
nodular adherido y embrion somatico. En el medio de cultivo las respuestas_fueron
el microcallo amarillo friable, las células suspendidas y la turbidez. El 2,4-D’influyo
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 0.5y 1 mg-L™ de 2,4-D. Durante la etapa de maduracién los
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callos” embriogénicos y los embriones somaticos mostraron obscurecimiento
progreSivo. Los resultados de la fase | que condujeron al desarrollo de embridn
somatico maduro se usaron para disefiar la fase Il de embriogénesis somatica

para T. domingensis.

En la fase I, el(medio de cultivo presenté 10 mg L™ de &cido ascérbico para
prevenir la oxidacionde embriones. La induccion embriogénica se establecid en
oscuridad y 0.5 mg-LAde 2,4-D. En la etapa de expresion embriogénica el efecto
del 2,4-D en 0.5, 1 y 2 mg:l¢'fue analizado en oscuridad. En la Gltima etapa fue el
ambiente de luz y oscuridad.sin 2,4-D. El 2,4-D mostré efecto significativo en la
formacion de callo amarillo, café y en las células suspendidas. La adicion de acido
ascorbico retras6é el obscureeimiento y aceler6 la formacion de embriones
somaticos. En todas las etapas la asincronia en el desarrollo del embrién somatico
fue persistente, predominando la forma oblonga mas que la cotiledonar. El mapa
destino y la aproximacion al modelo basico de embriogénesis somatica indirecta
de T. domingensis son descritos, asig“como otras vias embriogénicas y
organogénicas para masificar embriones,somaticos de esta hidrofita emergente.

La ruta morfogénica y el estado de madurez de _los embriones somaticos de T.
domingensis se caracterizaron mediante el estudio~histologico del 30% de las
muestras de cada tratamiento y etapas de la Fase II._l06s callos sobre el explante
revelaron zonas de células meristematicas y embriogénicas de elevada actividad y
un gradiente de diferenciacion del embrion somatico en todas las fases de cultivo.
La morfogénesis de T. domingensis mostré una ruta embriogénica indirecta y
unicelular. ElI embrién evolucioné hasta la etapa cotiledonarven ausencia y

presencia de luz, y presentd capa, masa Yy tubo proembrional y suspensor.

En la presente investigacion se generdé el modelo in vitro de marfogénesis
embriogénica de T. domingensis y la ruta descrita culminé con el desarrollo.de un
embrion somatico maduro. Aunque el cultivo embriogénico fue diagndéstico de’baja
frecuencia, la via de suspensiones celulares para la embriogénesis somatica
representa una alternativa para la obtencién del protocolo eficiente y sincronico de

T. domingensis.
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Introduccién

Enfoque del problema

Los estudios-cientificos bioldgicos, ecoldgicos y tecnoldgicos que involucran a las
plantas acuaticas de las zonas costeras incrementaron sustancialmente en las
tltimas décadas. El interés por estudiar las plantas acuaticas ha resurgido por su
condiciéon de vulnerabilidad ante las diversas amenazas antropogénicas y
ambientales sobre “lagunas, estuarios, manglares y humedales. Entre estos
destaca el desplazamiento.fisico para otro uso de suelo, los desarrollos urbanos,
portuarios y turisticos, la ampliacion de la frontera agropecuaria y acuicola, el
enriquecimiento de nutrientes,7asi como el presente cambio climatico (Dokulil &
Teubner 2011; ECOred 2011; Kirwan & Guntenspergen 2010; Kirwan et al. 2010;
Nicholls 2004; Gibbs 2000).

De todos los ecosistemas, los/humedales son los mas productivos de la biosfera
(Junk 1989) y esta caracteristica es cenferida por la amplia distribucion y
abundancia de comunidades de hidréfitas emergentes en el ecotono, mismas que
hasta hace poco eran consideradas malezas (Bragnoli & Boccardi 2005; Zedler &
Kercher 2004). En contraste la habilidad de crecimiento de las malezas ha sido
trascendental para desarrollar y comprobar teorias ecelggicas en aguas someras
(Brix et al. 2002; Smith & Newman 2001; Miao et al. 2001; Lorenzen et al. 2000).
La destruccion de humedales del dltimo siglo, asi comoos cambios climaticos
recientes, los sitian entre los de mayor riesgo de desaparicibn 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-acuatica y
en los servicios ambientales que sustenta. En la zona costera del Golfo'de México
se augura una reduccién de mas del 40% (Pachauri & Reisinger 2007) ¢, se
desconoce las consecuencias de este impacto en particular sobre la vegetaCion

acuatica emergente.
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Recientemente, las hidrofitas emergentes son valoradas y estudiadas como
recurs0s por presentar composicion quimica con perspectivas potenciales para su
aprovechamiento integral, ya que solo Oryza sativa es la Unica planta acuatica
emergente_cultivada para consumo humano. El uso limitado de otras especies de
este grupo ecolagico coincide con la escasez de informacion cientifica, bioldgica,
ecoldgica y tecn@légica debido a su condicion de marginacion (Cronk & Siobhan
2001). Diversas especies acuaticas emergentes forman ahora parte de varios
programas de investigacion para su producciébn masiva, conservacion 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 fitorremediacion
(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 (Hernandez-Piedra_2009;"Suda et al. 2009; Li et al. 2009; Sheehan et
al. 1998)

Entre la vegetacion acuatica emergente la mas comun en los humedales de Norte
y Centro América es Typha domingensis. El~desconocimiento social del valor
ecolégico de Typha, su uso comercial limitado y“preliferacion en las lagunas y
humedales ha conducido a la implementacion de précticas inadecuadas en el
manejo de este ecosistema (Linz & Homana 2011; T ulbure et al. 2007). Typha
domingensis se emplea en la construccion de humedales artificiales para
descontaminar aguas residuales, asi como especie de ornato.y recurso alimenticio
(Arenas & Escarpa 2003; Stevens & Hoag 2000). El enfoque mas reciente es su
aprovechamiento como fuente de biocombustible (Hernandez-Piedra 2009; Suda

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

Lo anterior, potencializa la vulnerabilidad ecolégica de T. domingensisyem, los
humedales costeros y crea la necesidad de desarrollar investigacién basicascon
herramientas in vitro que permitan entender la biologia del desarrollo vy fla

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

aplicaciones tecnologicas.

Enfoque cientifico

En la produccion y conservacion de plantas se ocupa cada vez mas la
embriogénesis samatica porque ofrece multiples ventajas respecto a los métodos
convencionales desinvestigacion bésica. La embriogénesis somética es una
herramienta moderna~basada en el cultivo in vitro. La generacion de embriones
somaticos debe su éxita a la multiplicacion practica y porque representa una forma
eficiente para la conservacion del germoplasma. Incluso, constituye el sistema
ideal para cualquier tipo de mejoramiento genético. Colateralmente esta estrategia
biotecnolégica augura un grangpotencial para generar el conocimiento basico y
aplicado de hidréfitas emergentes gcondémicamente potenciales o ecolégicamente
valiosas. Hoy en dia, la regeneracion por embriogénesis somatica es aplicada en
las hidrofitas emergentes Phragmites australis (Mathé et al. 2000; Lauzer et al.
2000), Brasenia schreberi (Oh et'al. 2008)"y Sium latifolium (Popova & lvanenko
2007). La produccion de embriones= somati€as _in vitro presenta una enorme
capacidad de multiplicacion aplicable; yya que _.en un solo proceso produce
estructuras completas con apice y raiz para diferentes fines de investigacion, por
lo que presenta muchas ventajas frente” a otros Sistemas de propagacion de

plantas.

Recientemente el sistema in vitro esta ofreciendo posibilidades Unicas para la
investigacion basica en el entendimiento de la totipotencialidad\yvos factores que
controlan la direccion y el ritmo del desarrollo posterior del embrion (Santa-
Catarina et al. 2006; Blanco et al. 2003; Krikorian & Simola %1999). La
embriogénesis somatica constituye un sistema modelo para‘..€estudios
embriolégicos, principalmente por su factibilidad, rapida 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 transicion de una célula somatica a una embriogénica
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(Fehér et al. 2003). El 2,4-D es la auxina mas empleada por sus multiples efectos,
come-en la activacion de las diferentes fases del ciclo celular que es un proceso
clave en’la diferenciacion (Fehér et al. 2003). La composicion del medio y la luz,
son otros/factores que regulan el proceso de embriogénesis ya que estos
elementos ‘pueden controlar la divisibn celular, elongacion, polaridad vy
diferenciacion (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman et al. 1997; Roca &
Mroginski 1991). La~eptimizacion 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 diferenciacion
embriogénica, permiten aportar .informacion que enriquece la biologia del
desarrollo. Sin embargo la correlacion entre la apariencia de una estructura tipo
embriogénica y una verdaderamente~embriogénica solo puede confirmarse por
estudios histoldgicos (Quiroz-Figueroa etial. 2006; Rugkhla & Jones 1998). Otros
métodos promisorios para identificar los mecanismos regulatorios responsable de
los eventos claves de la embriogénesis son l0s de analisis molecular y genéticos
(Dodeman et al. 1997).

En consonancia a lo expuesto es necesario impulsar estudios que permitan
entender procesos basicos reproductivos de T. domingensis, ya que es una
especie emergente abundante con riesgo de pérdida;0 declinacion en sus
poblaciones como consecuencia de un estrés mdaltiple proddcto del trinomio

cambio climatico - contaminacion — cultivo potencial.

Aunque la embriogénesis somatica se ha estudiado en diferentes’ especies
modelos estas no son comparables (Dodeman et al. 1997), por lo~tanto la
aplicacion de esta técnica a T. domingensis proporcionara informacionvaliosa

para aplicaciones inmediatas con perspectiva ambiental o tecnolégica.
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Planteamiento de la hipotesis
En la-investigacion fue relevante definir las condiciones éptimas de cultivo in vitro y
la ruta smorfogenética de Typha domingensis que culminan en la formacion de

embriones’sematicos maduros.

La hipétesis de investigacion se formul6 con base en los factores criticos que
desencadenan y* regulan el proceso de embriogénesis somatica, como la
influencia de la complejidad del explante, la concentracion del fitorregulador
embriogénico 2,4-D y la'variacion de luz en los cultivos in vitro. En T. domingensis
la hipétesis fue que “el 2,4-D estimula la embriogénesis en los explantes de
germinados y la expresion_de la competencia embriogénica conduce a la
morfogénesis del embrion somatice maduro en las etapas secuenciales de cultivo

in vitro”.

Definicion de Objetivos

Objetivo General
Describir el modelo de embriogénesis/Samatica“en la hidrofita emergente Typha
domingensis y la relacion de los factores que” cendicionan la formacion de

embriones maduros.

Objetivos especificos

e Iniciar el sistema de embriogénesis soméatica de T. domingensis utilizando
como explante germinados in vitro completos.

e Evaluar el efecto del 2,4-D en condiciones de luz y obscuridad en la
formacion de callo embriogénico y el desarrollo de embriones somaticos.

e Caracterizar la morfogénesis progresiva de las estructuras embriogenicas
inducidas.

e Establecer el modelo de embriogénesis en secuencia multietapas.

e Determinar el origen del embrion somatico.
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Caracterizaciéon del proceso de embriogénesis somatica
en Typha domingensis

Resumen

El proceso'.de, embriogénesis somética de la hidréfita emergente Typha
domingensis se| \caracteriz6 en las etapas de induccibn y maduracion
embriogénica. LoS germinados asépticos de T. domingensis fueron cultivados 56
dias en medio nutritivd\de MSps en agitacién. En la induccién embriogénica se
usaron concentraciones dé<0.5, 1.0 y 2.0 mg-L™ de 2,4-D en ambientes de luz y
oscuridad. La maduracion del-embrién fue evaluado en medio de cultivo fresco sin
2,4-D y con luz por 30 dias. Los marcadores embriogénicos desarrollados
secuencialmente sobre el explante fueron el abultamiento en la base caulinar,
callo blanco, callo amarillo nodular‘adherido y embrién somatico. En el medio de
cultivo surgio el microcallo amarillofriable, células suspendidas y la turbidez. El
2,4-D influyé en el porcentaje/de,cultives 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-i*'de 2,4-D. Durante la etapa de
maduracion los callos embriogénicos™y los'-embriones somaticos mostraron
obscurecimiento progresivo. El tiempo de maxima‘preduccion de cultivos con las
estructuras morfolégicas que condujeron al desarrolo de embrién somatico
maduro fue usado para disefiar la embriogénesis somatica de T. domingensis en

un protocolo multietapas para futuras investigaciones.
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Introduccion

La espadafa (Typha domingensis) es una planta acuatica emergente que muestra
amplia «distribucion y elevada productividad en los ecosistemas limnéticos
someros. Actualmente, el espadafial enfrenta dos dilemas: ser tratado como
maleza y ‘la¥ amenaza de sobreexplotacion. Las malezas acuéticas son
consideradas un'riesgo natural dentro de los intereses y actividades econémicas
del hombre por“su~elevada productividad (Auld 1996), no obstante que la
abundancia de esta~ vegetacion constituye un componente clave para la
sustentabilidad ambiental del ecosistema acuético (Zedler 2004; Lorenzen et al.
2000). A escala mundial las malas practicas de manejo, sumadas a los impactos
del cambio climatico, amenazan la dinamica y el tamafio de las comunidades de
vegetacion acuatica emergente-(Pachauri 2007; Auld 1996) y se prevé que ambos
afectardn negativamente los servicios ambientales que estas brindan al

ecosistema.

La amenaza de sobrexplotacion/del género Typha reside en su potencial como
materia prima para biocombustible=de tereéra generacion (Hernandez-Piedra
2009; Suda et al. 2009; Czako et als2006; Estime et al. 2003; Rogers 2003).
También es usado con menor impacto en la constrdceion 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 investigacién sobre
su biologia del desarrollo y generar métodos de propagacionsmodernos y
eficientes que eviten la sobreexplotacion o probable erradicacion de‘esta.especie

por el manejo inadecuado del ecosistema acuatico.

El cultivo in vitro ofrece la oportunidad de desarrollar ciencia basica sobré la
biologia 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

11
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través’ de la manipulacién de los componentes quimicos y fisicos del sistema de
cultive” _EI cultivo in vitro inicia con el establecimiento de microestructuras
vegetaleS ,‘que se regeneran mediante procesos de organogénesis Yy
embriogénesis somética directa e indirecta (Roca & Mroginski 1991). La
embriogénesis’ somatica ha sido usada como un sistema modelo clave para
estudios embrialdgicos (Von Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman
et al. 1997).

La embriogénesis s@matica directa deriva de células predeterminadas
embriogénicamente, mientras”que en la indirecta generalmente es de un callo
(Von Arnold 2008). En la divisién, elongacion, polaridad, diferenciacion celular que
conduce a la embriogénesis somatica participan una amplia variedad de sefiales
moleculares y ambientales (Roca @& Mroginski 1991; Dodeman et al. 1997). Las
moleculares incluyen compuestas exggenos, como los reguladores de crecimiento
y nutrientes, y compuestos extracelulareés entre las que se han citado a los
polisacaridos de pared celular y @licoproteinas (Von Arnol 2008; Quiroz-Figueroa
et al. 2006; Fehér et al. 2003).:" ka ;auxina’2,4-D ha sido el fitorregulador
comunmente empleado en las rutas embriogénieas.directa o indirecta (Machakova
et al. 2008; Jenik & Barton 2005). En Vallisnefia~americana (Alvarez 2007),
Phragmites australis (Mathé et al. 2000), Brasenia schreberi (Oh et al. 2008) y T.
domingensis usaron el 2,4-D en concentraciones de <14> 4, <3y < 2 mg-L%,
respectivamente para la inducciéon 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 maduracion del
embrién somatico 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 (Mathé et al. 2000), V. americana (Alvarez 2007), B. schreberi (Qh et al.
2008) y N. cristatum (Niranjan et al. 2008), la iluminacion de los cultivos (presencia

o ausencia) fue un factor en la induccion del embrion somatico.
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En esta investigacion el interés fue describir el desarrollo morfolégico de
embriones de T. domingensis a través del proceso progresivo de embriogénesis
somética en relacion con un gradiente de 2,4-D en la etapa de induccion, y la
ausencia de-2,4-D en la etapa de maduracién del embrion somatico. Ambas
etapas fueron’ evaluadas en condiciones de luz y oscuridad. La descripcion
morfolégica del,proceso de embriogénesis somatica es relevante para ampliar el
conocimiento de fasbiologia reproductiva de T. domingensis y puede mejorar las
aplicaciones préacticas~al conducir a una alternativa de propagacién sustentable y
de rehabilitacion de ecoOsistemas limnéticos impactados (Linz & Homana 2011,
T ulbure et al. 2007).

13
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Método

Especie de estudio

Typha «dontingensis Pers. forma parte de la vegetacibn acuética enraizada
emergente..Se encuentra a lo largo de todo el continente Americano (Lot et al.
1999; Novelo'& Ramos 2007) y en México estd ampliamente distribuida en las
regiones calido htimedas por debajo de los 1000 m de altitud (Rzedwski &
Rzedwski 2005). ‘Esta planta herbacea perenne presenta un rizoma estolonifero,
hojas simples lineares\y tallos que emergen del agua alcanzando una altura
maxima de 2.5 m. La(inflerescencia terminal de color café claro en forma de
espiga alargada y cilindrica se’sitia sobre una bractea linear. La espiga masculina
hasta de 42 cm de largo y 1.5_em de ancho se encuentra sobre la espiga femenina
de 48 cm de largo y 2 cm de diametro. 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 esta cubierto de un
foliculo persistente denominado petianto ‘qde le ayuda a su dispersion (Novelo &
Ramos 2007; Lot et al. 1999).

Figura 2.1. Morfologia de Typha domingensis. (a): esporofito. (b): infloresCencia
estaminada (estrella) y carpelada (circulo). (c): aquenio con perianto. (d): semilla.
(e): diseccion de semilla en testa (estrella) y embrion cigético (flecha). (c) = 16Xy
(d) (e) = 32x.
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Material vegetal

Las'semillas de T. domingensis provinieron de aquenios almacenados 18 meses
en un desecador de silica gel. Los aquenios se recolectaron en el afio 2008 en un
microembalse artificial urbano (17° 59°26” y 17° 59°17” N y 92° 58°16” y 92°68°37”
O) ubicado“en_la ciudad de Villahermosa, Tabasco, México. El almacén de
aquenios del afig 2008 se uso6 en esta investigacion porque en los afios 2009 y
2010 fue dificil la‘remgvacion. Lo anterior debido a que las plantas no presentaron
sincronia en su ciclo seproductivo por el estrés hidrico que causé la precipitacion
pluvial excesiva durante este periodo en la zona costera de Tabasco (Lépez 2009;
Motivans & Apfelbaum 1987; Apfelbaum 1985).

Viabilidad de semillas

La viabilidad de las semillas de T. damingensis se comprob6 mediante ensayos de
germinacion in vitro en cultivo estatico=El aquenio fue agitado cuatro ocasiones en
agua purificada (Corning Stirrer-Het plate)” en una proporcion de 1:100 g/mL para
desprender el perianto (Lorenzen)et al.#2000; Sobrero et al. 1993). A cada
intervalo de 20 min se separo partede-periantd suspendido del sobrenadante. Las
semillas fueron preesterilizadas 10 min“en 30%-de«etanol, esterilizadas 10 min en
solucion NaClO (10% de Cloralex® v/v)ly lavadas‘tres veces en agua estéril. En
cada transferencia se aplicO agitacion manual. La_prueba de germinacion se
realizo con 10 (x1) semillas. La unidad de germinacion fueron frascos comerciales
cilindricos de vidrio (@ 5 cm: h 7 cm) con 50 mL de agua purificada y esterilizados
con tapas de policarbonato Magenta® a 121° C y 104 kPaldurdnte 25 min. Las
plantas se regeneraron en cuartos de cultivo con temperatura ‘ambiental de 255
°C, luz blanca de 20 umol m?.s™ y fotoperiodo de 16:8 h luz: oscufidad (Control
Stanley, modelo 51191).El porcentaje de germinacion se estimé a 9.dias [% G=
(semilla germinadas/semillas totales) x 100] usando como referencia la morfologia
descrita para germinados del orden Poales (Tillich 2007). El procedimiento, de
germinacién se repitid para proporcionar plantas in vitro en la etapa experimental,

las cuales se regeneraron en lotes de 100£50 semillas.
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Evaluacion experimental

Medie“de cultivo

En los €xperimentos el medio cultivo fue el de Murashige & Skoog (1962) con
vitaminas,fa-la mitad de su fuerza i6nica 0 MSg s (Phytotechnology® Laboratories
M519), con*3% de sacarosa Yy 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 esterilizacién

fueron similares a la etapa de germinacion.

Disefio experimental

Para la induccion de embriopes, somaticos de T. domingensis se uso el disefio
factorial aleatorio 2 x 3. Los factores y sus niveles fueron: el ambiente luz y
oscuridad y concentraciones de 0/030.5, 1 y 2 mg-L™ 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/ada tratamiento fue de ocho réplicas. El explante
fue el germinado in vitro completo\de nueve dias de edad. El juego experimental
luz fue colocado en el cuarto de cultivo en las.condiciones normales citadas

previamente. El de oscuridad se aisl6 de la luz en_eaja de cartdn cerrada.

El experimento permanecido ocho semanas (sin subcultivos) y cada siete dias se
registraron visualmente los cambios en la morfologia del .explante y las estructuras
gue desarrollaron en el medio de cultivo. Los cambios morfologicos registrados
sobre el explante fueron abultamiento, callo amarillo compacté o nodular, callo
blanco, callo café o necrético y embriones somaticos. Las respuestas registradas
en el medio de cultivo fueron células suspendidas, callo amarille” friable, callo
blanco friable y turbidez. Con la finalidad de explorar si las- estructuras
morfolégicas denominadas embriogénicas pueden evolucionar hasta="embrion
maduro fueron subcultivadas en medio fresco MSq s sin fitorregulador y colocadas
en condiciones de luz y oscuridad. Las observaciones fueron realizadas

semanalmente por un periodo de 30 dias.
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Resultados

El perCentaje de germinacion del banco de semillas de T. domingensis fue de
60+10. El germinado presento hipérfilo cotiledonar largo y delgado con la testa en
su parte superior, el cual produjo un fanerémero verde. El hipocétilo fue corto con
un estrecho.collar de rizoides largos y densos. La raiz primaria fue delgada y
pronto se hizo acompafar de una fuerte raiz que nacié del brote. Las primeras

hojas plumulares fueron edfilos lineares (Figura 2.2).

Figura 2.2. Germinado in vitro de Typha domingensis(de 9 dias de edad. c:
cotiledén. hc: hipérfilo cotiledonar. fc: funda cotiledonar. t: testa, f: faneromero. h:

hipocatilo. rp: raiz primaria. rb: raiz del brote axilar. eo: edfilo. 8X

En la etapa de induccion embriogénica, derivaron diversas.. estructuras
embriogénicas sobre el germinado y el medio de cultivo de T. demingensis

inherentes al proceso de embriogénesis somatica.

En el germinado, las morfologias identificadas secuencialmente fueron” €l
engrosamiento de la base caulinar o abultamiento, formacion de callo blanco y

callo amarillo nodular y embrién somatico (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Morfologia generada sobre el explante de Typha §mi ensis en la
etapa experimental |, sobre el explante (a) (b) (c) (d) y desprendida% | explante
(e) ) vy (g). (a): Callo amarillo nodular. (b): Callo amarillo nodular& ecrosis
moderada. (c): callo amarillo nodular con necrosis intensa. (d): Embrién @ético.
(e): Células suspendidas. (f): Turbidez. (g): Callo amarillo nodular friable.@ T.
domingensis de 30 dias de edad en oscuridad. (i): T. domingensis de 30 dia
edad con luz. (a) (b) y (c) =8x y (d) (g) = 16x.
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El q@amarillo del explante fue compacto e irregular, de aspecto nodular y

pe
fue glo }"translucido y se mantuvo disperso alrededor del explante. El embrion

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

somatico éﬂgié del callo amarillo. Los embriones somaticos con forma de cono
alargado en@ﬂr café (Figura 2.3 d y 2.4) con una base o suspensor unida al
explantey a unﬁ}nliesfera de color beige en el extremo distal (Figura 2.4 b).

Las morfologias de adas en el medio de cultivo fueron el callo amarillo friable
o microcallo y las célu pendidas; también se produjo turbidez (Figura 2.3 e y
f). El microcallo friable pude)ér diferenciado del callo nodular por la permanencia

del coleobptilo y la raiz princi | explante (Figura 2.3 gy 2.4 a).

Figura 2.4. Embridén somatico sobre callo amarillo no% (a): Embrién somatico
sobre callo amarillo. (b): Detalle de embrion somatico. r@iz. ca: callo amarillo
nodular. caf: callo amarillo friable. col: coleoptilo persistente@)esta. cs: células

suspendidas. s: suspensor. es: embrién somatico. (a) =16x ®

La cinética de desarrollo de las estructuras y morfologias celulares ivadas del
explante proporcionaron datos cuantitativos sobre la eficie% de la
embriogénesis somatica. El abultamiento del explante se observo a Ios@dias,
pero alcanzé en 21 dias el porcentaje mas alto en los cultivos que est n
expuestos a 2,4-D en 0.5y 2 mg-L™, con luz y en oscuridad (Figura 2.5). n@
abultamiento se desarrollaron el callo amarillo y el callo blanco a los 21 y 28 diass

respectivamente (Figura 2.5).

19



Embriogénesis somética en Typha domingensis

En lasproduccion de callo amarillo nodular sobresalié por su elevado porcentaje las
concenitraciones de 0.5 y 1 mg-L™ de 2,4-D y presentd un maximo incremento
entre los 44 y 58 dias (Figura 2.5). Los cultivos con mayor porcentaje de callo
blanco fueron los de 2 mg L™ de 2,4-D en ambos ambientes y su nivel de
produccién no‘vario desde los 28 dias. Los porcentajes con callo blanco fueron

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

En secuencia a los 44\dias, el 50% de los tratamientos mostraron embriones
somaticos. En los siguientes 15 dias destaco la produccién de embriones del 40%
en 2 mg-L™" de 2,4-D en oscuridad. El callo amarillo nodular y el embrién somatico
presentaron obscurecimiento. En ambos casos el obscurecimiento que se tuvo a

partir del dia 28 alcanzo su valogFmaximo al dia 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 presentaroen’1as diferentes concentraciones de 2,4-D
sobre el abultamiento y la formacion de «€allos en el explante. El efecto de la
concentracion de 2,4-D y el tipo ‘de~ambienteé ‘en los tiempos de cultivos de T.
domingensis con maximos porcentajes/de respuestas in vitro sobre el explante y el
medio de cultivo fue significativo con 2,4:D y se” presentd en las variables de

abultamiento y callo amarillo sobre el explante (p < 0.05):

El abultamiento de la base caulinar fue superior en la cancentraciéon 0.5 mg-L™
respecto a los cultivos que presentaron 2.0 mg-L™* y fue similar’a. 1 mg-L™. En las
concentraciones de 0.5y 1.0 mg L™ de 2,4-D también superior el porcentaje de
cultivos con callo amarillo. ElI embrion somatico no registrd0 diferencias
significativas en las concentraciones de 2,4-D y condiciones de cultivo’eénsayadas
(p > 0.05).

En el andlisis cinético de embriogénesis sobre el medio de cultivo los microcallos
friables amarillos y obscuros fueron registrados entre la tercera y quinta semana

de evaluacion (Figura 2.7). En las comparaciones entre los tiempos de maxima
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produccién, el 2,4-D y el ambiente de cultivo no afectaron la formacién de
micrecallos friables, células suspendidas y turbidez (p > 0.05), (Tabla 2.1).

Perfiles similares en el tiempo de formacién de las estructuras embriogénicas y no
embriogénicas’del explante y generadas en el medio se observaron en relacion a
los registros de callo friable, células suspendidas y la condicion de turbidez del
medio de cultivo (Figura 2.5 y 2.6). Los microcallos o callos amarillos friables se
formaron entre los ‘di@s 14 y 21 en 2 y 1 mg-L'1 de 2,4-D, respectivamente,
aunque su produccion (maxima la alcanz6 el dia 28 en 25.53% de los cultivos
(Figura 2.6).

La respuesta mas sobresalieni€ fue la formacion de células suspendidas las
cuales se observaron como multiples estructuras diminutas solo observables a
contra luz. En el medio de cultivo las células suspendidas fueron visibles a partir
del séptimo dia en la concentracion de=2:0’'mg-L™* de 2,4-D en oscuridad y el dia
14 en las de 1.0 y 2.0 mg-L'1 de)2,4-Dcon luz. El promedio de cultivos con
células suspendidas fue mayor d&“80-% en pfesencia de luz y con 0.5 mg-L™* de
2,4-D entre los dias 51 y 58 (Figura 2.6).
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Figura 2.5. Cinética de callo amarillo, callo blanco y embrién soméatieco sobre el
explante con factores combinados 2.4-D (mg-L™)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. Linea solida_con
cuadrados = abultamiento, linea discontinua con rombos = callo amarillo, linea
punteada con triangulos = callo blanco. Lineas verticales = promedios * error

estandar.
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Figura 2.6 Cinética en la formacion de las células suspendidas, callo amarillo

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

combinados 2.4-D (mg-L™") 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. Linea punteada con triangulos. =

turbidez, linea solida con cuadrados = células suspendidas, linea discontinua ten

rombos = callo friable. Lineas verticales = promedios * error estandar.

23



Embriogénesis somética en Typha domingensis

70 a b

60

50
40 W

° I

: 5ist J{H

e E—
s
}7

-10
70

60

50

40

]
4
=

30
20

J
T ! ! MMFJ%

10

10
70

: |
:z 1] yami
iz /1 J

of e el S

-10

Cultivos (%)

7 14 21 28 44 51 58 7 14 21 28V 44 51 58
Tiempo (dias)

Figura 2.7 Grado de necrosis de los embriones somaticos formados) en los
cultivos de Typha domingensis expuestos en combinacion de 2.4-D (mg-ICY)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. Linea sdlida con cuadrados = embrion soméatico, linea
discontinua con rombos = necrosis. Lineas verticales = promedios * error

estandar.
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En algunos casos el medio también presenté un aspecto blanquecino (Figura 2.5 f)
que‘se denomino turbidez. La turbidez del medio de cultivo se registro a partir del
dia siete’en‘el tratamiento 2,4-D 2 mg-L™ de en un ambiente con luz y hasta los 28
dias en el tratamiento 2,4-D 1 mg-L" de en ausencia de luz. El aumento de
nameros de.ceultivos con turbidez se mantuvo asociado al incremento en la

concentracion de'2,4-D.

Con el conjunto de t0dos estos resultados se identificaron las condiciones para
mejorar la embriogénesis/soméatica de T. domingensis distinguiendo las etapas
criticas que detonaron el ¢proceso progresivo del embrion soméatico, induccion,
expresion embriogénica y maduracion del embridn somatico, las cuales definieron
la segunda fase experimental. Elsmapa destino de las morfologias celulares del
explante en funcién de la concentracion de 2,4-D y el ambiente de cultivo en luz y

oscuridad se muestra en la Figura 2.8,

En la etapa de maduracion, el necreasamiento_del callo amarillo nodular, microcallo
y el embrién somatico persistié y sin haber réportado diferencias respecto a la de

induccion embriogénica.
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Figura 2.8. Mapa destino que ilustra la morfologia in vitro de Typha domingensis§6 dias con diferentes
concentraciones de 2,4-D en ambientes de luz y oscuridad:
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Tabla’2.1.- MANOVA Variacidn estadistica en las respuestas embriogénicas de T.

domingensis en tiempos de maxima produccion. Interaccion =

Luz/Oscuridad x

2,4-D.
Nivel Varlat_)le Factor Parametros estadisticos
dependiente
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
Interaccion 1250.00 625.00 0.42 0.66
Callo amarillonodular
Luz/@scuridad 5685.22 5685.22 3.43 0.07
2,4-D 19421.67 9710.84 5.85 0.01
InteracCién 558.04 279.02 0.17 0.85
Callo necrético
Explante Luz/Oscuridad 2492.73 2492.73 1.87 0.18
2,4-D 727.98 363.99 0.27 0.76
Interaecion 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 0.92 041
Interaccion 414.93 205.97 0.14 0.87
Embrién somatico
Luz/Oscuridad 934.39 934.39 0.64 0.43
2,4-D 292.21 146.10 0.10 0.90
Interaccion 5292.21 2646.10 1.81 0.18
Callo amarillo friable
Luz/Oscuridad 813.95 813.95 0.43 0.52
2,4-D 3579.55 178971 0.95 0.40
Interaccion 7613.64 3806.82 2.01 0.15
Medio Células suspendidas
de Luz/Oscuridad 134551 1345.51 0.55 0.46
cultivo 2,4-D 3155.44 1577.72 0.65 0.53
Interaccion 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
Interaccion 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.

Nively Variable dependiente Tmax 270 (WL 1)
0.5 1 2

Abultamiento 21  100° 81.85" 56.25°

Callo blanco 28 6.66 18.75 25.00

Explante Callo-dmarillo nodular 44  86.66% 87.50*° 43.75°
Callonecratico 44 36.66 40.62 56.25

Embriegn Somatico 51 13.33 18.75 56.25

Medio Friabilidad 58 13.33 31.25 31.25
de  Turbidez 28  6.66" 18.75% 37.50°

cultivo  células suspendidas 58 66.66 68.75 50

Promedios con literalesfiguales no fueron significativamente

diferentes (p < 0.05). Tmax=_Tiempo de maxima producciéon en dias.
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Discusion

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%. Asi como en otras
especies como_T. sabulata y T.a latifolia que han registrado mas de 84% de
germinacion (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'ak.2000; Sobrero et al. 1993).

Los germinados in vitro de T..domingensis demostraron ser una buena fuente de
explante al no presentar contaminacion y ser de facil manipulacion. Lo anterior
concuerda con Rogers (2003)\Rogers et al. (1998) que destacaron las ventajas
del empleo de germinados in vitro de T. latifolia en el desarrollo de protocolos de

regeneracion eficientes.

Evaluacion morfoldgica de la€mbriogénesis somatica

En el explante de T. domingensis'y el medie’de cultivo se revelaron estructuras
celulares ampliamente descritas por la literatura;como precursoras del embridn
somatico (Quiroz-Figueroa et al. 2006; Eehér et all 2003; Dodeman et al. 1997). El
abultamiento sobre la conexion hoja-raiz-que en el{germinado de T. domingensis
corresponde a la seccién del hipocétilo y la funda cotiledenar fue la sefial primaria
del efecto embriogénico del 2,4-D. Otras plantas acdaticas como T. latifolia,
Cymodosea nodosa y V. americana (Alvarez 2007; Péréz et al. 2007; Rogers
2003; Rogers et al.1998) han reportado respuestas similaressreferente al sitio de
accion para este tipo de explante. El abultamiento ha sido descrito como una
etapa previa a la formacion de callo debido a que el sitio presenta’caracteristicas
fisiologicas y anatomicas que influyen en el desarrollo de la planta. Desde“el punto
de vista estructural el hipocatilo y el hipérfilo cotiledonar pertenecen a un ggmplejo
organo de almacenamiento del embrion, el cotiledon (Tillich 2007), y ambos
abrazan una zona meristematica perteneciente al brote apical del germinado\que
es la fuente de auxina enddgena (Fehér et al. 2003). En monocotiledéneas este

brote se conoce como plamula (Tillich 2007).
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A consecuencia, de este abultamiento se derivd el callo amarillo nodular. La
exposicion de explantes al 2,4-D y a otros factores condicionantes de la
embriogénesis soméatica como el ambiente y la composicion del medio inducen
rediferenciacion celular y proliferacion embriogénica (Von Arnold 2008; Quiroz-
Figueroa et 'al¥'2006; Fehér et al. 2003). El callo de T. domingenesis fue similar a
las descripciones 'morfoldgicas y de coloracion descritas en germinados de las
plantas acuéticas J=latifolia, T. angustifolia (Nandakumar et al. 2005; Rogers
2003; Rogers et al.” 2998), V. americana (Alvarez 2007) y Cimodoseae nodosa
(Pérez et al. 2007), embrienes cigoético 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)._lka coloracion amarilla del callo en T. domingensis
indicé su caracter embriogénice, pero fue concluyente cuando del callo amarillo

formado sobre el explante se originaron embriones somaticos.

Los callos de T. domingensis presentaren necrosis moderada a severa al finalizar
el experimento de induccion embriogénicas”sin embargo la mayoria de los callos
registraron caracter embriogénico. El"necrosamiento progresivo de las estructuras
celulares embriogénicas fue adjudicado al ‘estrés oxidativo que provoco el
envejecimiento del cultivo (Benson 2000). No+«obstante varios autores han
notificado que el tejido café o necrético no es necesariamente perjudicial en la
morfogénesis, inclusive se ha observado la formacion.de embriones somatico
alrededor de las areas necrosadas, sefialando que esta caracteristica puede ser
esencial para la iniciacion de la embriogénesis (George ‘& DPavies 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
caracteristica inhibe la embriogénesis considerandose 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 caracterizé por su superficie viscosa

(Lauzer et al. 2000) pero en otros como P. virgatum este tipo de callo, denominado
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tipo W7 fue ideal para iniciar cultivos de suspensiones celulares al ser altamente
friables,.de rapido crecimiento y sumamente regenerativo (Burris et al. 2009). En
N. cristatumn los dos tipos de callos blanco y amarillo formaron embriones
somaticos{.selo que en el callo blanco se produjeron tardiamente y después de
varios subcultivos (Niranjan et al. 2008). No se descarta la posibilidad que en T.
domingensis el callo blanco evolucione a la condiciéon embriogénica en otras

condiciones experimentales.

La morfogénesis de laS.embriones somaticos de T. domingensis fue similar a la
reportada en otras plantas acuéaticas 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), Py australis (Mathé 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
somaticos puede ocurrir por” diferentes_vias de desarrollo (Von Arnold 2008;
Quiroz-Figueroa et al. 2006; Dodeman et al..1997). La embriogénesis somatica no
es del todo clara, la hip6tesis sefala/que la¥ia'de desarrollo directa se obtiene de
células embriogénicamente predeterminadas mientras que la via indirecta surge a
partir de células indiferenciadas generalmente un.callo (Von Arnold 2009). Los
germinados de T. domingensis desarrollaron el calle' y de él derivd él embrion
somatico. Al parecer esta via ha sido la mas recurrente«€notras monocotiledéneas
como O. sativa, T. domingensis, P. australis y C. nuciferas (Vega et al. 2009;
Rogers 2003; Mathé et al. 2000; Azpeitia et al. 2009). Aungue _la embriogénesis
somatica directa se ha observado en el embridn cigotico de Oryza sativa (Mariani
et al. 2002) y Daucus carota (Nishiwaki et al. 2000). Otra via de la embriogénesis
somatica corresponde a su origen unicelular o multicelular. La ultima-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 presentd una estructura tipo suspensor. Esta estructura también se
ha relacionado con el grado de desarrollo del embrién soméatico, por lo que esta

via unicelular se haya expresado en T. domingensis, pero para aseverar esta
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interpretacion hacen falta estudios histolégicos que lo confirmen (Rugkhla & Jones
1998):

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

La produccién de callo embriogénico y algunas fases tempranas de formacion del
embrion somatico em 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 Unico factor que’ controlo significativamente (p < 0.05) la formacion del
callo embriogénico en T. domingensis.

Dentro del género Typha, las espegies T. latifolia y T. domingensis han sido de las
mas estudiada para fines de propagacion y transformacién genética y en las
investigaciones se han reportado namerosas respuestas callogénicas. Rogers et
al. (1998) y Nandakumar "et_.al. (2005) produjeron callo organogénico en
germinados de T. latifolia en con€ehtracionés 5 mg L™ de 2,4-D a los 8 y 25 dias
respectivamente, mientras que Czaké et al.¢(2006) obtuvo callo organogénico y
embriogénico en inflorescencias de estaymisma~especie en concentraciones diez
veces menor de auxina. El dltimo caso es similar a”T«~domingensis quien presento
callogénesis en el 80% de los cultivos en concentracionés bajas de auxina. Lauzer
et al. (2000) también obtuvo callogénesis en P. australis en 1, 2 y 4 mg L™ de 2, 4-
D a partir de inflorescencias inmaduras no obstante su mejor produccion de callo
embriogénico fue 4.5 veces menor y requirié el doble de la cancentracion de 2,4-D
gue 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 somaticos (Burris 2009;
Vega et al. 2009; Menneses et al. 2005; Azpeitia et al. 2003; Lauzer et al. 2000).El

estado de desarrollo del embrién somatico fue morfolégicamente equiparable a las
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estructuras descritas en varias especies. Los embriones somaticos de T.
domingensis presentaron estructuralmente una masa embrional y suspensor muy
similar @l _encontrado en el embrion somatico temprano en la gimnosperma P.
abies (Von.-Arnold 2008). En la monocotiledénea O. sativa la estructura tipo
suspensor fuevdistinguida en el embrion somatico en elongacion (Vega 2009). La
presencia del suspensor fue clave para dictaminar no solo el origen del embrion
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 radicula, mientras que en angiospermas son etapas de
transicion a la fase cotiledonar que es la esta estructura temporal en el desarrollo
al promover el continuo crecimiento del propio embrion (Von Arnold 2008). Tanto
en P. abies como en O. sativa‘esta diferenciacion se da en un medio libre de
auxina y en algunos casos solo se reduce la concentracion de 2,4-D. El tiempo
entre la aparicion del embrion somatico y fases sucesivas de desarrollo es corto
(Von Arnold 2008; Vega et al..2009Mariani et al. 2002). En el caso de T.
domingensis la aparicién del emhfion somatico sucedié mas tarde en presencia de
2,4-D.

Aunque la presencia de callo blanco fue(relativamente baja en T. domingensis, se
observo 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 translucidas y suaves representan una forma de callo
sumamente quebradizo o friable denominado tipo Il o idealy es considerado

excelentes para iniciar suspensiones celulares.

La ausencia y presencia de luz no ha sido determinante en {ayexpresion
embriogénica del explante. En las especie acuaticas O. sativa (Mariani etal. 2002;
Nandakumar et al. 2005), T. latifolia (Rogers et al. 1998), P. virgatum iBurris,
2009), B. schreberi (Oh et al. 2008) y la terrestre P. abies (Filonova et al. 2000) la
condicion de oscuridad produjo callo embriogénico, mientras que en N. cristatum

(Niranjan et al. 2008) y P. australis (Mathé 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
produceidn.* de callo embriogénico y embriobn somatico evolucionaron
morfolégicamente de forma similar en presencia y ausencia de luz, no se descarta
la trascendencia.que puede representar el estimulo de la luz para guiar el proceso
metabdlico hacia una embriogénesis somatica exitosa. La division, elongacion,
polaridad y difefenciacion celular son respuestas desencadenadas por una
variedad de sefiales n0ysolo hormonales sino también ambientales, como la luz
(Dodeman et al. 1997; Rocar& Mroginski 1991).

Los trabajos sobre embriogénesis somatica han proporcionado una serie de
conceptos relacionados al desartollo de estructuras morfolégicas que conducen a
la obtencién del embrién somatice. Estos conceptos han sido resultados de
estudios cualitativos basados en la apariencia de los desarrollos morfologicos. El
tamano, color, forma y otras”caracteristicas visuales de los callos y embriones
somaticos de T. domingensis_-permitieron establecer el mapa de la via
embriogénica pero deben ser_confirmades con estudios histologicos vy

metabolomicos.
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Proceso multietapas de embriogénesis somatica en Typha domingensis

Resumen

La alternativa biotecnoldgica de propagacién por embriogénesis somatica es ideal
para las aplicaciones inmediatas de repoblacion y conservacién de germoplasma
de T. domingensis. Con este propdsito se disefaron las etapas de induccién
embriogénica (etapa+0), proliferacién (etapa 1) y de maduracién del embrién
somatico (etapa Il) con’evaluaciones de 28 dias por etapa. El medio de cultivo fue
MSos suplementado cah 10 mg-L™* de &cido ascorbico y 3% de sacarosa. La
induccién embriogénica se establecid en oscuridad y 0.5 mg-L" de 2,4-D en
explantes de germinados in Vitr@. El efecto 0.5, 1y 2 mg-L™ de 2,4-D fue evaluado
en oscuridad en la segunda etapa. En la ultima etapa fue el ambiente de luz y
oscuridad sin 2,4-D. Las estructuras morfolégicas embriogénicas y no
embriogénicas fueron descritas y cuantificadas en todas las etapas. El 2,4-D tuvo
efecto significativo en la formacion decallo amarillo, café y en las células
suspendidas. Los embriones somaticos ¢Se_ registraron en todas las etapas
predominando el tipo oblongo masi que el eotiledonar. El cultivo de embriones
somaticos fue de baja eficiencia y asincranico. ‘El mapa destino y el acercamiento
al modelo basico de embriogénesis somatica indirecta de T. domingensis son
descritos. Otras vias embriogénicas y organogénicas~fueron prometedoras para
masificar embriones somaticos de esta hidrofita emergente en riesgo de
declinacibn como consecuencia de un estrés ambiental muiltiple o por la amenaza

de sobreexplotacion.
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Introduccion

La destruccion de humedales en el Ultimo siglo aunado al cambio climatico sitla a
estos entre*los de mayor riesgo de desaparicion en el planeta (Erwin 2009;
Touchette/&-Steudler 2009; Hersner & Havens 2008; Nicholls 2004) y la funcidn
ecologica e.'integridad de este ecosistemas asi como la disponibilidad y
diversificacion de\recursos econdémicamente y potencialmente valiosos se ve
comprometida. Entre\ la vegetacion acuatica que sustenta estos ecosistemas
destacan las plantas~émergentes siendo Typha domingensis la mas comun y
abundante en los humedales de Norte y Centro América (Rzedowski & Rzedowski
2005).

Typha domingensis se emplea‘en la construccion de humedales artificiales, como
especie de ornato y recurso alimenticio (Arenas & Escarpa 2003; Stevens & Hoag
2000). Un enfoque reciente es suiaprovechamiento potencial en la industria
energética como fuente de bigcombustifsle’ (Hernandez-Piedra 2009; Suda et al.
2009) entre otros subproductos.(Ror lo tanto es necesario impulsar estudios que
permitan entender procesos basicos reproductivos de T. domingensis, ya que es
una especie emergente abundante con riesgo-de: pérdida o declinacidon en sus
poblaciones como consecuencia de un estrés smultiple producto del trinomio

cambio climatico - contaminacion — cultivo potencial.

La embriogénesis somatica es un sistema modelo para“estudios embrioldgicos,
principalmente por su factibilidad, rapida respuesta y alta_productividad (Von
Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003). Aunque la
embriogénesis soméatica 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 precision para comprender el
proceso de embriogénesis somatica y enfocarlo a aplicaciones inmediatas~con
perspectiva ambiental o tecnoldgica. Dependiendo del objetivo y la especie la

secuencia de etapas para la obtencidon de embriones somaticos puede variar, por.
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ejemplo en las gimnospermas la regeneracion de plantas via embriogénesis

somatica incluye cinco etapas (Von Arnold 2008).

La embriogénesis somatica se fundamenta en el uso de fitorreguladores sintéticos,
principalmente” auxinas que permiten la activacion simultanea de sefales que
inducen la reprogramacion celular, lo que da como resultado la competencia
embriogénica (Feher-et al. 2003). Gracias a los recientes avances en mecanismos
moleculares de transporte y sefales de auxina se ha descubierto su rol
fundamental en las fasesstempranas del desarrollo de la planta como es el
desarrollo del eje apical-basal’ (yema-raiz) del embrion, asi como en la formacién
del meristemo apical del brote”y raiz y los propios cotiledones (Jenik & Barton
2005). El 2,4-D es una fitohormona de efecto dual por su funcién propia como
auxina y como estresor detonante de la induccion y expresion de la embriogénesis
somatica (Fehér et al. 2003; Jimén&z=2001). La composicion del medio y la luz,
son otros factores que regulan,el praceso de embriogénesis ya que estos
elementos pueden controlar da ) division celular, elongacién, polaridad vy
diferenciacion (Quiroz-Figueroa etjal. ,2006; Dodeman et al. 1997; Roca &
Mroginski 1991).

En T. domingensis es necesario la optimizacion delsSistema de embriogénesis
somatica el cual depende en gran medida del _esclarecimiento de los
requerimientos ambientales y nutricionales necesariosy para la especie en
diferentes etapas de cultivo. El objetivo de esta investigacion/fue determinar la
condicion experimental que favorece la via de desarrollo del embrion somatico y
modelar eficientemente el proceso basico de embriogénesis somatica de T.

domingensis en una secuencia de tres etapas.
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Método

El ‘procedimiento metodolégico general para desarrollar el protocolo de
embriogénesis de Typha domingensis optimizado en secuencia multietapas se
ilustra enfel=Anexo. Las plantulas de Typha domingensis se establecieron de
cultivos in vitre iniciados de semillas. El origen, procedimiento de asepsia y las
condiciones de germinacion fueron similares a las citadas en el capitulo anterior.
La plantula de nuéve-dias fue el explante para establecer el método optimizado de
embriogénesis somatiea; El método incluyd etapas experimentales separadas, de
induccién embriogénica; formacion y multiplicacion de embriones y de maduracién

del embridon somético (Figura.3.1).

Formaciony

Induccion multiplicacion Maduracion
de callo de ES de ES
Etapal ll
N= 20
0.0

-— o s
0-28d 29.56 d 57-84 d

Figura 3.1. Secuencia multietapas del proceso embriogénico de T. domingensis.
Caodigo de colores: ambiente obscuro . y ambiente“Con luz = . Tiempo en dias

entre cada subcultivo (/). ES= embrion somatico.

En las tres etapas el medio de cultivo fue MS (Murashige & Skeog 1962) con la
mitad de la fuerza idnica (MSgs) y suplementado con sacarosa 3% 'y 10 mg-L'1 de
acido ascorbico. El acido ascorbico se agregd como antioxidante para disminuir el
elevado necrosamiento reportado previamente en los cultivos (Capitulo 1). El
medio de cultivo fue esterilizado en autoclave a 121° C y 104 kPa durante/25 min.
Las unidades de cultivo con tres plantulas cada una fueron incubadas a 255 °C y
en agitacién (125 rpm). Los cultivos expuestos a condiciones de luz recibieron 20
umol de fotones m? s y fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad. Los cultivos én

oscuridad se mantuvieron en cajas de carton cerradas. El proceso optimizado de
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embriogénesis inicié con 48 unidades de cultivo, de las cuales 48 continuaron en
la etapa.l y 40 en la etapa Il. Las transferencias de todos los productos de cultivo,
embriogénicos o0 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 dias cada

una.

En la etapa 0, los~estados tempranos de la embriogénesis somatica se
identificaron con 2,4-D(0.5-mg-L™ en ambiente obscuro. La concentracién 2,4-D
fue fijada para alcanzar su-maximo abultamiento de explantes y masificar la

produccién de callo embriogénico, conforme a resultados anteriores (Capitulo 1).

En las etapas siguientes se estableCieron experimentos para propiciar el desarrollo
y masificacion de los estados tardios del embrion somatico. En ambas etapas el

arreglo experimental fue unifactorial.

En la etapa |, la variacion de7ta .concentracion 2,4-D fue evaluada en
concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0 y 2:0/fg-L™ de”2,4-D en MSys. Cada condicién
experimental fue establecida con 12( réplicas #experimentales. La condicion

ambiental se manejé en completa oscuridad.

En la etapa Il, se analiz6 la variacion del factor ambiente de€l cultivo en niveles de
luz y oscuridad. El 2,4-D se eliminé del medio de cultivo ya que_el experimento fue

dirigido a lograr la maduracion del embrién somatico.

Los detalles morfologicos de todas las estructuras embriogénicas u organogénicas
se analizaron en un microscopio estereoscopio Zeiss Stemi DVA (8x=32x). Las
diferentes morfologias se clasificaron por la ubicacion, 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 |y |l fueron registrados todos los datos de la etapa 0, excepto el
abultamiento, mas ses, estados de desarrollo embriogénico tardio que fue el
embrion somatico. La. morfologia de los callos y embriones soméaticos 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 regeneracion directa o indirecta de hoja y/o raiz o cualquier seial de
necrosis en las estructuras citadas fue caracterizada y cuantificada en todos los

casos.

Analisis estadistico

Los datos de las Etapas | y Il fueron analizados para verificar el cumplimiento o
incumplimiento de las hipoétesis decontraste dé la normalidad y homocedasticidad.
Segun el caso, las variables cuantitativas fueron’comparadas mediante ANOVAS
paramétrico y no paramétrico complementadas eon-el contraste de medias de
Fisher y KrusKall-Wallis. Se consider6 estadisticamente, significativo un valor de
p< 0.05.
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Resultados

En laprimera etapa embriogénica (Etapa 0) de Typha domingensis destaco el
abultamiento de la base caulinar en el explante en el 100% de los cultivos y la
formaciéndelcallo 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 somaticos
adheridos al explante y suspendidos en el medio de cultivo fue de 33.33% en esta
etapa. Los embriones,soméaticos presentaron forma de cono y torpedo (Figura 3.2
by ¢) y predominaron-€n el explante en porcentajes de 6.25%.

En la etapa |, el 2,4-D afecté significativamente la formacion de callo amarillo y
café sobre el explante y la‘produccion 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 somaticos 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*d&”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 presentaran mayor porcentaje comparados con los
gue se generaron en el medio de cultivo. La condicibn experimental sin

fitorregulador mostré regeneracion 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 desarroll6 un callo amarillo nodular en igual magnitud en las tres
concentraciones. En el medio de cultivo, el 2,4-D no reflej¢ ‘diferencias

significativas.

En la produccion de embriones sométicos totales el 2,4-D no provoco variacion
significativa (Tabla 3.1). ElI promedio total de embriones soméatico fluctué entre 25

y 42%. Tampoco hubieron diferencias significativas entre el embrion somatico
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oblc&y cotiledonar formados adheridos al explante y los suspendidos (Tabla

3.2):
& )

Figura 3.2 Caracteristicas morfologicas durante la secuencia multiet?de Typha

(9) (h)

(). (a): Callo amarillo nodular. (b): ES globular. (c): ES cotiledonar. (@ allo

domingensis en la etapa 0 (a) (b) (c), en la etapa | (d) (e) (f), en la et

amarillo. (e): Callo necrético con regeneracion de hoja. (f): Callos amarillo
globular. (g): Callo necrético con brotes. (h): Callo amarillo con regeneracion @
raiz. (i): ES. ES: embrién somaético. (a) (d) (e) (g) (h) =16x vy (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 | con variaciones en la concentracion de 2,4-D. (% de

cultivosy:
.. Variable . o
Sitio dep@iente Parametros estadisticos
gI SC CM H(N=48) F P
I Callo amatillo 3 45599.8 15199.9 12.358 0.0001
&  Callo cafe 3 46649.83 15549.94 13.077 0.0001
S  ESoblongo 3 4,523 0.210
L ES cotiledonar 3 3.849 0.278
o Callo amarrillo 3 494161 1647.20 1.076 0.369
S Callo cafe 3 3.000 0.391
=  ESoblongo 3 3.562 0.312
ES cotiledonar 3 6.127 0.105
Células suspendidas 37+36018.7 12006.2 6.441 0.001
ES Total 3(\2291.7 763.89 0.312 0.816

ES= embrion somatico, Total= La suma de ES en el explante y medio de cultivo.

Tabla 3.2 Porcentajes de cultive, en las estructuras embriogénicas sobre el

explante y el medio de cultivo en la etapa | can variaciones en la concentracion de

2,4-D.

: ) e
Nivel  varable . 2,4-%'1)
dependiente
0.0 0.5 L 2
2
T Callo amarillo  8.33° 75.75* 86.11% #°75.00°
2 Callocaf¢  86.11%° 9.09° 11.11° %2500
L ES o* 0.00 8.33 16.66 13.88
ES c* 0.16 0.00 0.08 0.41
Callo amarillo 16.66 45.45 33.33 27.77 |,
o Callo café 8.33 0.00 0.00 0.00
D ES o* 0.00 16.66 13.88 5.55
= ES c* 8.33 0.00 0.00 0.00
Células s 8.33" 75.00° 66.66% 75.00°
ES Total 25.00 4166 33.33 41.60

ES= embrion somatico, o= oblongo, ¢ = cotiledonar y s= suspendidas. Total= (ESe
+ 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 Il de la embriogénesis, el antecedente de 2,4-D de la etapa caus6
cambios significativos en el porcentaje de callo amarillo y café sobre el explante e
influyé «€n, ‘el callo amarillo friable asi como en las células suspendidas,

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

La produccién dé ‘callo amarillo nodular, sobresalié en la concentracién 2 mg-L™
de 2,4-D en oscuridad (p<0.05). El resto de las concentraciones de 2,4-D mostré
porcentajes similareS.entre las de 0.5y 1.0 mg-L™" en oscuridad y la de 2.0 mg-L™
en condicién de luz (p<0.05). En el medio de cultivo la concentracion 2 mg-L™* de
2,4-D present6 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) maxima produccion 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 hgdular del€Xplante. En las tres concentraciones 2,4-
D desarrollaron los callos café friable y blancos en el medio de cultivo. El callo
blanco se manifesté en oscuridad;a concentraciones 1 y 2 mg-L* de 2,4-D,

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

En esta misma etapa los embriones somaticos oblonge y cotiledonar formados
sobre el explante y en el medio de cultivo no mostraren tendencias claras en
relacion al nivel de auxina. En cambio, el 2,4-D mostrésefecto significativo en
produccién de embriones totales y el porcentaje de cultivo fue“aximo 2 mg-L™
(Figura 3.3). En oscuridad las concentraciones 0.5 mg-L™* de.2,4-D reportaron
mayor porcentaje de explantes con embriones somaticos oblongos indistintamente
de su posicion adherida o desprendida del explante. El desarrollo._de embrién

cotiledonar fue mas importante en la concentracion 2 mg-L™ de 2,4-D (Tabla 3.4).
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Tabla® 3.3. ANOVA paramétrico y ANOVA no paramétrico de las respuestas
celutares y embriogénicas en la etapa Il (% de cultivos). 2,4-D= Concentracion

antecedente de la Etapa |.

Nivel Var% Fue_nte_ 9e Parametros estadisticos
depend }\ variacion
gl SC CM Hne=39) F P
Callo amarillo
274-D 3 31130.16 10376.72 7.953 0.000
Luz/Oscuridad 1 5279.46 5279.46 4.046 0.053
Interaccién 3 1885.71 628.57 0.481 0.697
Callo cafe
o 2,4-D 3 40177.22 13392.41 10.379 0.000
c Luz/Oscuridad 1 242.44 242.44 0.187 0.667
c_g_ Interaccion 3 965.04 321.68 0.249 0.861
X 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
2,4-D 3 ,%26385,71. - 8795.24 5.963 0.002
Luz/Oscuridad 1 15.15 15.15 0.010 0.919
Interaccién 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
o Luz/Oscuridad 1 3.002 0.083
2 ES oblongo
S 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 615429 20514.3 31,797 0.000
Luz/Oscuridad 1 2181.8 2181.8 3:381_ 0.075
Interaccion 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 0791
Interaccion 2385.7 2385.7 0.414 0.743

ES= embrion somético, 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|l. 2,4-D= Concentraciones antecedentes de la Etapa I.

(@] i (/
= Varlat_JIe Oscuridad
o dependiente
P 3
-1
24DmgL?) 9o 05 3 2 0.0 0.5 1 2
£ Callo amarillo 0.00  33.33" 26.66® 66.66° 0.00 66.66° 60.00* 93.33?
2 callo café 93.33% 39.99%/40.00° _0.00 86.66 20.00°" 46.66*° 0.00
X ESo 0.00 0.00 “.6.66 16.66  0.00 20.00 13.33  6.66
ESc 0.00 0.00 666 33.33  0.00 0.00 0.00 0.00
Callo amarillo 0.00  20.00° 60.00%® 75.00%) 0.00 60.00® 26.66*° 73.33°
, Callocafé 33.33 0.00 0.00 41.66".6.66 13.33  0.00 0.00
5 Calloblanco 0.00 0.00  0.00 0,00 0.00 0.00 20.00  20.00
L ESo 0.00 20.00 6.66 25.00 0.00 20.00 0.00 0.00
ESc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 13.33
Células s 0.00 60.00° 80.00® 100.0® 0.00 100.0*° 100.00* 100.0%
o= oblongo, ¢ = cotiledonar y s= suspendidas. Los valores con literales iguales'no fueron significativamente diferentes
(p <0.05).
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Figura 3.3 Embriones somaticos fermados en los cultivos de Typha domingensis
por la concentracion de 2.4-D (Etapa Il). Linea sélida con cuadrados = ES total,
linea discontinua con cuadrados color rojo = ES total en el explante, linea
discontinua con cuadrados color-verde = /ES total en el medio de cultivo. ES=
embrion somatico. Lineas vertiCales = promedios + error estandar. Literales

diferentes indican diferencias a p<0.05.

La respuesta organogénica fue manifestada sobre—el callo nodular mostrando
efectos significativos sobre la regeneracion de hojas del fitorregulador, en las
raices el ambiente de cultivo y la interaccion de este con«€l_2,4-D (Tabla 3.5). Las
hojas se regeneraron sin 2,4-D con luz y en oscuridad,7aunque en la primera
presentaron pigmentacion verde (Figura 3.2 e). La formacion'de‘raiz sobre el callo
fue altamente significativa cuando existié un ambiente sin luz (Figara 3.2 h). En un
ambiente obscuro el 100% de los explantes forman raices edando fueron
expuestas a 2 mg-L* de 2,4-D (Tabla 3.6), mientras que con luz’el mayor

porcentaje se presentd en aquello cultivos sin fitorregulador.

Las morfologias de las estructuras embriogénicas y los diferentes estados de
expresion del embrion somético en la secuencia del método optimizado

multietapas de T. domingensis se visualizan en la Figura 3.2 y los cambios
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|srt|Q s de los grados de desarrollo dentro del proceso global de embriogénesis

SO n el mapa destino en la Figura 3.4. El mapa destino se reconstruyé en
dos fé ruciales, subdivididas en vias morfogenéticas especificas. La primera
fase |nd| s vias para la formacion de callo embriogénico y su subsecuente
diferenciaci mbrién somatico y la segunda fase se compone de las via para

callo organogér@y proliferacion de hoja y raiz.

Tabla 3.5. ANOVA étrico y no paramétrico con respuestas organogénicas
de los explantes d @pha domingensis en las etapas | y Il. 2,4-D=
Concentraciones antecedezut;é de la Etapa I.

gI VSC CM H(N=3g) F P
| Hoja Z ;
2,4-D 36.544 0.0001
Hoja
2,4-D -*142.8 8914.286 22.206 0.000
Luz/Oscuridad 107.744 " (" 107.744 0.268 0.608
Interaccién 330.160 )§ .053 0.274 0.843
Il Raiz
2,4-D 11249.210 37 0 2.542 0.074
Luz/Oscuridad 13335.020 13335: 9.041 0.005
Interaccion 14677.780 4892. 3.317 0.032
Tabla 3.6 Porcentaje de explantes de Typha domingensis co anogénesis de

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

24D(mg-L7) 44 0.5 1 2 0.0 0.5 o 2
t
, Hola 66.6° 00 00 00  533° 00 00 (00
Raiz 66.6® 0.0 0.0 25.0°  40.0° 60.0® 40.0° @.oa

Los valores con literales iguales no fueron significativamente diferentes (p <0.05).

49



/4 Embriogénesis somética en Typha domingensis
- Ambiente
Simbologia A
h;;'E.mbriogéni:;" ’ Embnog.;.n.l@ ..........

v ]
\V Germinado T. domingensis // Embrion somatico cotile d .
. -
Callo bl \ Embrié =

o blanco somatico oblongo @
)
Q " Callo necrotico intenso \ i

Células suspendidas

3
Obscuridad

0.5

Luz

Prefase Fase | )\ Fase 2
Figura 3.4 Mapa destino de la via de desarrollo embriogénica del embrion somético en

6 domingensis en sistema
multietapas.

(900 50
@,

.



Embriogénesis somética en Typha domingensis

Discusion

En ‘l&” embriogénesis somatica de Typha domingensis los resultados fueron
favorables.en términos de optimizacion del modelo de estudio en una secuencia
de cultivo intermitente de tres etapas embriogénicas. Las etapas fueron disefiadas
para cumplir.objetivos especificos de iniciacion de cultivo embriogénico (Etapa 0),
proliferacién def ¢allo embriogénico (Etapa |) y maduracién de embriones
somaticos (Etapa I Las respuestas de callo embriogénico, no embriogénico,
células suspendidas y~embriones somaticos presentaron morfologias y procesos
similares al proceso de(embriogénesis progresiva en cultivo por lote (Capitulo 1).
Sin embargo, varias diferencias en el tiempo, calidad y cantidad en la etapa O
determinaron la secuencia‘ .y~ velocidad de la embriogénesis de las etapas
posteriores. La regeneracion de” hoja y raiz 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 formacion del"embrion sematico hasta formas oblonga y en

menor proporcion 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 condicibn ambiental y de
regulador de crecimiento del estudio anterior. Los callos/Obtenidos en la
concentracion 0.5 mg-L™* de 2,4-D a partir de germinados de ‘Seirpus robustos y
las inflorescencias de 41 especies de monocotiledoneas de” ‘humedales
representadas en su mayoria por las familias Cyperacea, Juncaceéa) Poacea y
Typhaceae (Wang et al. 2006, Czaké et al. 2006), mostraron competencia
embriogénica y el desarrollo de embriones soméaticos en las familias citadas: En
Panicum virgatum el callo embriogénico fue inducido en oscuridad usande™ 10
veces mas la concentracion de 2,4-D (Burris et al. 2009). Por lo tanto, ‘la

concentracién 0.5 mg-L™* de 2,4-D in vitro fue eficiente para producir callo

51



Embriogénesis somética en Typha domingensis

embriogénico usando explantes de germinados de T. domingensis. La ausencia de
callo-necrosado a 28 dias fue adjudicado al efecto antioxidante del acido ascérbico
adicionado, exprofeso al medio de cultivo. El efecto colateral del &cido ascoérbico
parece haber beneficiado la velocidad de formacién y dio mayor definicion visual
del callo embriogénico y transicion a la diferenciacion de embriones sométicos de
T. domingensis; Elefecto antioxidante propicié que los objetivos de las etapas O, |
y Il se presentaransimultaneamente en todas las etapas del cultivo, ya que en la
experiencia previa de-€mbriogénesis progresiva de T. domingensis los embriones
sométicos surgieron hasta-el dia 42. El 4cido ascorbico 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 embrion somatico..globular™a los 26 dias y el embrion soméatico
corazon, torpedo y cotiledonar hasta el dia 32, en Cocos nucifera el embriones
somatico tipo torpedo se formo a l0s 15 dias¢y en Phragmites australis los de tipo
globular se obtuvieron en medio libre defitorregulador a los 56 dias (Rocha et al.
2011; Azpeitia et al. 2009; Lauzer et al. 2000). Por, la acelerada formacion de
embriones la generacion del modelo de embriogenesis de T. domingensis

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

Conforme a los resultados de las etapas | y Il la mayor{produccion de callo
embriogénico amarillo en el explante y el medio de cultivo en presencia de 2,4-D
fue una caracteristica distintiva que hizo predominante el embrion.somatico mas
orientado al desarrollo de formas oblongas que cotiledonares. Aunque ‘en la etapa
| la influencia de la concentracion de fitorregulador y del ambiente de cultivo en la
formacion de los dos tipos de embriones o sobre el total no pudo ser discriminada
estadisticamente. En la etapa de maduracion este efecto beneficié en el mayor
porcentaje de embriones totales con 2.0 mg-L™* de 2,4-D. El porcentaje total de

cultivos con embriones soméaticos 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 manifestd6 en ausencia de 2,4-D solo registro
incipientémeéente formas cotiledonares. Con 66.66% de embriones sométicos
totales T. domingensis report6 en la etapa de maduracion 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™* de 2,4-D respectivamente, estas especies
son morfotipos ecolégicos similares a la especie Typha (Burris et al. 2009; Lauzer
2000) y germinados de, T angustifolia formaron embriones sométicos con 0.25
mg-L* de 2,4-D (Rogers 2003)

Es relevante destacar que el _callo blanco de aspecto globular-translicido viscoso
reconocido en el 20% de los culiiVos en la concentracion 2.0 mg-L™ de 2,4-D hasta
los 84 dias 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’fitorremediacion, describen al callo
blanco embriogénico, altamente friable} de ‘rapido crecimiento y sumamente
regenerativo ideal para iniciar suspensiones celulares, (Burris et al. 2009; Strosse
et al. 2003). La hidréfita flotante Nymphoides cristatém produjo tardiamente y
después de varios subcultivos el callo blanco, pero independientemente del color

formo6 embriones soméaticos (Niranjan et al. 2008).

En contraposicion a la capacidad embriogénica del callo amarille las evidencias
fotograficas revelaron que el callo café manifesté organogénesis<indirecta. La
organogénesis de hoja en la etapa | se mantuvo hasta el final del experimento en
ausencia de 2.4-D. La organogénesis indirecta de la raiz fue otro hallazge que de
acuerdo con el mapa destino de la embriogénesis permite definir unawvia, de
propagacion alternativa para esta especie como medida a corto plazo para’las
aplicaciones que dé lugar este conocimiento en materia de rehabilitacion de

ecosistemas acuaticos. Rogers et al. (1998) indujo callo organogénico en la misma
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especie pero en oscuridad a 0.9, 458 y 9.17 mg-L* de 2,4-D a partir de
germinados en solo 8 dias con un 100% de produccion en los explantes. Esta via
organogénica también se ha presentado en otras acuaticas 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™ de 2,4-D a partir de semilla y en
Spartina alternifidra y Scirpus robustus con 1.0 y 0.5 mg L™ de 2,4-D a partir de

germinados (Wang_etal. 2006).

En Typha domingensisi~los resultados experimentales del sistema de
embriogénesis soméatica faverecieron la diferenciacion indirecta de embriones
somaticos de los callos “embriogénicos amarillos adherido al explante y
suspendidos. La diferenciacion-erganogénica de hojas y raices se manifesto en el
callo no embriogénico. El callo constituye una via factible para la optimizacion del
sistema multietapas, por lo cual, se fequiere continuar con nuevas estrategias de
investigacion que permitan ssclarecer. las diversas vias de desarrollo de
novedosos modelos del procese )embriggenico y organogénico hasta ahora

desconocidos en T. domingensis.
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Histodiferenciacion en embriones soméaticos de Typha domingensis

Resumen

El estudiolhistolégico se realizé para caracterizar el estado de madurez de los
embriones somaticos originados de germinados in vitro de Typha domingensis. El
método comprendi6 la induccién a callogénesis en 0.5 mg-L™ de 2,4-D (Etapa 0),
expresion embriogénica en tres concentraciones de 0.0 — 2.0 mg-L™* de 2,4-D
(Etapa l) y maduraciény del embribn somético en ambiente de luz y oscuridad
(Etapa 1l). EI 30% de las muestras y tratamientos de cada etapa fueron
procesados usando técnicas histolégicas convencionales. La tincién se realizd con
azul de toluidina. El analisis_histolégico mostré que los callos sobre el explante
presentaron zonas de células” meristematicas y embriogénicas de elevada
actividad y un gradiente de desarrollo del embrion soméatico en todas las fases de
cultivo. El embrion evolucioné hastatla“etapa cotiledonar en ausencia y presencia
de luz y present6 capa, masa y.tubo pro€mbrional y suspensor. La diferenciacion

de hojas y raices derivé de la masa callogénica.
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Introduccion

Typha” domingensis (Espadafio) forma parte de las hidréfitas emergentes que
habitans€n,los humedales (Novelo & Ramos 2007) y es la mas comun de Norte y
Centro América (Rzedowski & Rzedowski 2005). Aunque esta especie es clave
para la funcionalidad del ecosistema por su amplia distribucion y abundancia es
susceptible a Jasy amenazas del cambio climatico. Los diferentes modelos
predictivos del cambio, climético sefialan que los humedales y sus especies son los
mas 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 reduccion de mas del 40% (Pachauri & Reisinger 2007).

En la actualidad las hidrofitaszacuaticas forman parte de varios programas de
investigacion basica y aplicada para su produccidén masiva, conservacion y/o
aprovechamiento potencial (Hidalgo ‘€t-al. 2005; Sheehan et al. 1998). Por lo tanto
las investigaciones en relacion_a-la bielegia de su reproduccién y conservacién
conviene que sean promovidas par el deseonocimiento social del valor ecolégico
de Typha y por las practicas inadecuadas dé manejo de los humedales a nivel
mundial (Tulbure et al. 2007; Linz & Homana 2011).

La embriogénesis somatica es una alternativa de investigacion basada en el
cultivo in vitro usada como sistema modelo para estudies embriolégicos porque
ofrece un panorama prometedor en la produccion y consefvacion de plantas (Von
Arnold 2008; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér et al. 2003)! Los resultados de la
embriogénesis somatica de T. domingensis usando germinados‘completos como
explantes y medio nutritivo de MSg s reportaron baja eficiencia en proliferacién de
embriones somaticos (Capitulo 1 y 2) en concentraciones de 0.0 - 2.0'mg-L™ de
2,4-D.

Asimismo, la calidad de los embriones sométicos producidos en la fase” de
maduracion derivados del gradiente anterior 2,4-D fue ineficiente con los

descriptores morfolégicos que determinaron su estado de desarrollo hasta formas
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globulares y cotiledonar. La correlacion entre la apariencia callosa y la
competencia embriogénica debe ser confirmada mediante andlisis histoldgicos
para definir ‘estructuras tipicas que conducen a la formacion del embrién somatico

maduro.

En esta parte de la investigacion se describe la histogénesis in vitro de Typha
domingensis en “lasy etapas de induccion proembriogénica, embriogénica y
maduracion del embriéh, somatico, con énfasis en la determinaciéon de la calidad
del embrion somatico en relacion a la concentracion de 2,4-D y el ambiente fisico

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

El manejo de material bioldgico de T. domingensis, la técnica de cultivo con
condicienes*de asepsia para la regeneracion de los germinados y las condiciones
quimicas nutricionales y fisicas establecidas para desarrollar la embriogénesis
somética de.Typha domingensis se concentran en la Tabla 4.1. El método de
embriogénesis incluyo la etapa 0 o de induccién de callo embriogénico, etapa | o
expresion de la“ diferenciacion embriogénica y etapa Il de maduracion de

embriones somaticos

Tabla 4.1. Condiciones experimentales en el proceso de embriogénesis somatica
de Typha domingensis.

. EXPERIMENTO
Condiciones Etapa 0 Etapa | Etapa II
Explante:
i . . .. |\Estructuras embriogénicas embﬁzﬂgﬁg;ﬁsﬁ no
primario Germinado 9 dias y no embriogénicas de la logen y
s darlo™ Etapa 0™ embriogénicas de la
ecundario Etapa I**

. 20 pmol m2s
Flujo de fotones Oscuridad Osturidad Oscuridad H
(RFA) Fotoperiodo 16/8 h
Temperatura (°C) 25+ 5
Unidad experimental Recipiente dewidrio (125mL) con tapa de policarbonato

MSos (Murashige & Skoeg 1962), 3%(de sacarosa y 10 mg L-de acido
ascdrbico en 25 mL /frasco.

2,4-D (mg/L) 05 0.0,05,1.0y20 0.0 0.0

Medio de cultivo***

Duracion de la

28
prueba (dias) 28 28

**Esterilizado en autoclave 121° C vy 104 kPa durante 25 min

Preparacion y caracterizacion de tejidos

El 30% de las unidades de cultivo fueron seleccionadas completamente,al azar al
finalizar el periodo de cada fase embriogénica (etapa O, etapa | y etapa’ll) para el
analisis histolégico. Los productos embriogénicos generados sobre el explante y
suspendidos en el medio de cultivo se fijaron en una solucion de formol-aceto-
alcohol (FAA) durante 24 h (Sandoval 2005). Los tejidos fijados se deshidrataron”y
aclararon consecutivamente en concentraciones creciente de alcohol etilico 70 a

100%, etanol-xilol 1:1 y xilol 100%, durante 30 min cada una, conforme a la
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modificaciéon de Filonova et al. (2000). Las muestras fueron incluidas en
xilolparafina (Paraplast Leyma microsistems) en relacion 1:1, luego en parafina 1
y parafina.2, durante 1 h cada una. Los blogues de parafina se obtuvieron con el
inclusor auteméatico (Tissue embedding center Reichert-Jung) y se dejaron enfriar
por 24 h. Los.cortes histologicos se realizaron con el microtomo de deslizamiento y
fueron transversales y seriados, de 6 pm de espesor (Reichert-Jung Hn 40). Los
cortes se tifleron €omrlas técnicas de azul de toluidina y hematoxilina-eosina al 0.2
%, después las seccienes fueron preservadas con resina sintética. Las muestras
se secaron a 40°C durante*7 dias en estufa. El excedente de resina se elimind
limpiando con alcohol al 50%.-Las preparaciones histoldgicas se analizaron en foto
microscopio Carl Zeiss modeloAxiostar Plus, equipada con camara digitalizadora
Carl Zeiss Axiocam modelo MRES (Anexo 2).

La organizacion celular y diferenciacion histogénica durante el proceso de
embriogénesis somatica de /T...domingensis se identific6 con base en las
caracteristicas distintivas de la\ célula® meristematica o embriogénica y de
diferentes descriptores tisulares deliembriongsomatico en sus diferentes estados
de desarrollo que han sido citados en gSpecies-acuaticas como Panicum virgatum
(Burris et al. 2009), Oryza sativa (Vega et al’ .2009; Mariani et al. 2002),
Phragmites australis (Mathe et al. 2000) y en referencias de especies terrestres
monocotiledoneas que han sido objeto de andlisis histolégicos como Cocus
nucifera (Azpeitia et al. 2009; Verdeil et al. 2001) y dicotiledoneas 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

Losdiferentes estadios de desarrollo de los embriones sométicos de Typha
domingensis fueron identificados histologicamente basados en la arquitectura
organizacional y caracteristicas distintivas de células meristeméticas y/o
embriogénicas’ y cinco tejidos diferenciados. Los tejidos presentes fueron

embriogénico, meristematico, vascular, parenquimatico y protector.

Las células meristematicas fueron pequefias, esféricas, intensamente tefiidas en
azul y en algunos casos en*purpura. Los nucleos fueron grandes y los nucléolos
prominentes a 1000x (Figura4.1 a, b y c). Estas células se organizaron en forma
de capas concéntricas conformando el tejido meristematico con zonas de gran

actividad mitética que dieron origen.al crecimiento e histodiferenciacion del callo.

Las células embriogénicas se encontraron aisladas y/o en grupos pequefios de
512 células, generalmente ubicadas sobr€ la misma direccién de crecimiento del
tejido meristematico del callo amarillo (Figura_4.1b) hacia la periferia. Las células
embriogénicas fueron ovaladas congranulos intensamente tefidos en azul-verde y
presentaron mayor tamafo que las meristematieas; en algunos casos se aprecio

su actividad mitética y la formacion de masas proembriogénicas (Figura 4.1d).

El tejido de parénquima que constituyé la mayor parte del callo se visualizé en la
zona no embriogénica. Este tejido se identifico por la ferma prismatica de las
células, el borde redondeado, el nacleo poco visible y una‘gran vacuola central
con paredes fuertemente tefiidas en azul. El tejido epidérmico‘se conformé de
células de aspecto rectangulares y/o estrelladas, generalmente transparentes a

excepcion de la pared celular que se tifié levemente de azul-verde.
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d
Figura 4.1 Células meristematicas y embriogénicas en cortes histologicos d amarillo de Typha domingensis. (a):
Secciones transversales de callo amarillo de 28 dias. (b): Ampliacion de la zon isteméatica y embriogénica de callo

amarillo (c): Detalles de las células meristematica (d): Detalle de la masa proembrlogenl . ZM: Zona meristematica. ZE:
Zona embriogénica. CM: Células meristematicas. CE: Células Embriogénicas. E 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
regeneracion fue evidenciada de embriones somaticos. Las hojas que se derivaron
del calle”presentaron parénquima clorofilico, haz vascular y meristemo apical. En
el caso de.las estructuras que desarrollaron raiz mostraron meristemo radical,
zona de diferenciacion celular y la caliptra. Estos tejidos fueron clave en la

identificacion de estructuras organogénicas.

La histodiferenciacidn-del callo amarillo a embrién somatico de Typha domingensis
durante las etapas embfiogénicas de induccion, expresion y maduracion se ilustra
en la Figura 4.2. Los estados.de desarrollo identificados fueron: proembriogénesis,
embriogénesis temprana (sin polaridad y meristemos fundamentales) vy
embriogénesis tardia (con polafidad y meristemos fundamentales) caracterizados
en cinco estados de histodiferenciacion que fueron las masas proembriogenicas,
embridén somatico tipo globular, oblongo, escutelar y maduro (Figura 4.2). Todos
los estados embriogénicos se Observaren simultaneamente en las tres etapas de
cultivo. La variabilidad morfolégica,en la formacion del embrion somatico en todas
las concentraciones de 2,4-D y el"ambiente de oscuridad o luz fueron registrado

histolégicamente.

IV

Proembrién Globular Oblongo Escutelar Coleoptilar

Figura 4.2 Modelo esquematico del patron de desarrollo de embriogénesis
somatica en Typha domingensis. Cddigo de colores: amarillo: tejido fundamental,

verde: procambium, azul: protodermo y naranja: suspensor.
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El callo amarillo o embriogénico presenté zonas celulares claramente delimitadas
por la-actividad meristematica, embriogénica, no embriogénica y de transicion. Las
células.del tallo amarillo se caracterizaron por presentar crecimiento periclinal y
anticlinal, y.un crecimiento masivo de células esféricas. Este conglomerado celular
en divisién farmo un complejo de aspecto globular irregular con multiples nédulos
constituidos ensuimayoria de tejido parenquimatico 6 no embriogénico y nuevas

zonas meristematicas\(Figura 4.3 a).

En direccion a la periferia® del callo se distinguié: la zona meristematica que
comprendié un conjunto ,de” capas desorganizadas de células pequefias e
isodiamétricas intensamente teflidas en azul o purpura (Figura 4.3 b y ¢). La capa
externa a estas zonas meristematicas se caracterizd por presentar sitios con
adquisicion de la competencia embriogénica misma que fue determinada por la
individualizacion de células embriogénicas intercaladas en el tejido meristematico

formando las masas proembriogénicas (Figura 4.3 c).

La proembriogénesis se atribuy6 a‘los-racimas de_células embriogénicas o masas
proembriogénicas situados sobre la periferia del eallo (Figura 4.1 b y d). Estas
masas proembriogénicas crecieron hasta _formar<una esfera que sobresalio del
callo y se denominé embrion somatico globular (ESg)(Figura 4.4 a y b). El ESg
presentd una capa de protodermo que envuelve a_da capa de meristemo
fundamental y el procambium (Figura 4.4 b). El conjunto de‘tejidos se sitlan sobre
un suspensor rudimentario en forma de abanico. El ESg presenté polaridad radial
mas no sobre el eje. El embrién somatico tardio mostré parénquima de reserva y
polaridad sobre el eje. Todos los embriones somaticos mostraron.dna conexion
entre el tejido callogénico y el embridbn soméatico, esta conexion se denemind tubo

suspensaor.
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4 Embriogénesis somética en Typha domingensis

Figura 4.3 Histodiferenciacion en los callos de Typha domingensis. (a): Secc% nsversal de callo amarillo de 56 dias.
(b): Zona de tejidos; meristematico [e], transicion [«—%y no embriogénico [ ‘ﬁl : Detalle de zona de transicion con
actividad meristeméatica y embriogénica (d): Detalle de células embriogénicas. CM: Células meristematicas. CE: Células
Embriogénicas. MPE: Masa proembriogénica. Pa: Parénquima. ZM: Zona meristemétig d: Nodulo. Azul de Toluidina.
(a) =100x, (b) =200x, (c) =400x y (d) =1000x. %
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Embriogénesis somética en Typha domingensis

Figura 4.4 Histodiferenciacién de embrion somatico globular de Typha domin@sis. (a): Embrion somatico globular sobre
callo amarillo de 56 dias. (b): Seccién transversal de embriones somaticos glob en diferentes grados de desarrollo.
(c): Diferenciacion de tejidos en embrién soméatico globular (d): Detalle de células e@riogénicas. ESg: Embrion somatico

globular. MF: Meristemo fundamental. PD: Protodermo. PC: Procambium. S: Suspensg;)ﬂematoxiIina-eosina. (a) =10x,

(b) =400x, (c) y (d) = 1000x. @6
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Embriogénesis somética en Typha domingensis

La elengacion del ESg tom6 un aspecto oblongo (Figura 4.5 a) que da inicio a una
polaridad apical. En el embrién somatico oblongo (Eso) se observé una mayor
histodiferenciaciéon de la protodermis, procambium y meristemo fundamental
(Figura 4.5.b=y c). En esta etapa tanto el embribn como el suspensor alargan sus
formas en una_proporcion 1:1 (Figura 4.5 b). El ESo presentd parénquima en
cuyas vacuolas; mostré acumulacién de almidon en estructuras de amiloplastos.
Los amiloplastos fueron abundantes y se observaron como esferas trasparentes
con mayor birrefrigengiajen el centro (Figura 4.5 c).

El ESo dio origen a un embrién soméatico morfolégicamente mas complejo (Figura
4.6 a), de aspecto cilindrico.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 analisis histolégico permitié discernir a la
estructura cilindrica como el escutelo; atribuible al embrion soméatico escutelar
(ESesc). El ESesc en su fraccién-ensanchada alojé un eje procambial con células
pre-vasculares esporadicas (Figura 4.6 b). L£a estructura globosa que encapsulé al
embridn estuvo constituida de tejido-epidérmico. En este grado de desarrollo el

suspensor fue pequefio (Figura 4.6 c).

Del total de embriones somaticos analizados, éste patron histogénico fue similar,
en la mayoria de los casos. No obstante un embrién somatico proveniente de un
ambiente iluminado presentdé un mayor grado de diferenciaeion. Esta estructura se
caracteriz6 por presentar un eje meristematico definido,. dohde se observo
claramente el meristemo apical y el meristemo radicular (Figurav4.7 d). Sobre el
meristemo apical se volvié evidente una protuberancia denominada“coledptilo. El
embrién somatico coleoptilar (EScol) presenté una morfologia Gnica ‘con respecto
a los ESesc (Figura 4.7 a). El corte longitudinal en el EScol evidencio la.presencia
de células vasculares en la regiéon proxima al embrion, 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 Histodiferenciacion de embrion somatico oblongo de Typha domianis. (a): Embrion somatico oblongo sobre
callo amarillo de 56 dias. (b): Seccion longitudinal de embrion somatico oblongo@epensor flecha con la letra X [x«*] Yy
embrion soméatico oblongo flecha con la letra 'y [y «¥ ]. (c): Diferenciacion de teji@ en embridon somatico oblongo (d):
Detalle de células de parénquima reserva y procambium. ESo: Embrion soméatico ngo. PC: Procambium. PD:

Protodermo. MF: Meristemo fundamental. Par: Parénquima de reserva. Am: Amiloplast@) ;—SX, (b) =100x, (c) =200x y

(d) = 400x.
>
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Embriogénesis somatica en Typha domingensis

Figura 4.6 Histodiferenciacion del embrion somatico escutelar de Typha domingensis. (a): Morfologia del embrion
somatico escutelar. (b): Detalle del tejido vascular en la zona apical. (c): Seccion longitudinal del embrién somético
escutelar, suspensor flecha con la letra x [x «—”] y embrion somético escutelar flecha con la letra y [y A'T ESesc:

Embrién somético escutelar. ep: Eje procambial. c: cotiledon. Azul de Toluidina. (a) =50x, (b)=400x, (c) =400x.
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Figura 4.7 Histodiferenciacion del embrion somatico coleoptilar de Typha don@@nsis. (a): Morfologia de EScol. (b):

Seccion longitudinal de EScol. C): Detalle de tejido vascular. (d): Detalle de ¢ pti!§ y radicula en EScol . EScol:
Toluidina. (a) =5x, (b) =200x,

(c) =1000x, (d) =400x. %

Embridon somatico coleoptilar. col: coleoptilo. r: radicula. e: embrion. esc: escutelo. Az
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Embriogénesis somética en Typha domingensis

Los _embriones somaticos presentaron morfologias variadas lo que dificulté la
identificacion de los diferentes grados de desarrollo, particularmente los estados
embriogénicos tardios. 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 basé, en las similitudes morfoldgicas halladas en la semilla de
Typha domingensis‘(Figura 4.8 b) y en el analisis histolégico descrito para otra
especie del mismo género (Figura 8a). Las morfologias aberrantes fueron
recurrentes para: embriones_fusionados (Figura 4.8 f), embriones doblados sobre
su eje (Figura 4.8 e) y embriones con sobreexpresion o supresién de componentes

estructurales (Figura 4.8dy e).
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Figura 4.8 Morfologia de embriones soméaticos de Typha domingensis observados
en la etapa 0, etapa | y etapa Il. (a): Esquema del embrién somatico de” Typha
angustifolia (Goebel, 1933). (b): Semilla de T. domingensis. (c): Embrién somético

escutelar. (d) (e) y (f): Embriones soméaticos aberrantes. (b) (c) (d) (e) (f) =10x.

71



Embriogénesis somética en Typha domingensis

Los datos estudio histolégico se construyé el modelo esquemético del patron de
desasrollo de embriogénesis soméatica en Typha domingensis y se comparo6 con el
patrén .de,desarrollo de embriogénesis somatica de especies modelos como

Arabidopsis.thaliana y Zea mays (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Comparacion del patron de desarrollo de embriogénesis somatica de
Typha domingensis con Zea mays y Arabidopsis thaliana ‘especies usadas como
modelos de estudio embriolégicos. Arabidopsis thaliana (dicotiledonea) modificada
de Azcon-Bieto & Talon (2003), Zea mays (monocotiledonea) modificada de
Forestan (2010) y Typha domingensis (monocotiledonea). Las ildstraciones no
estan a escala. e: epicotilo. h: hipocotilo. cp: coleoptilo. cr: coleorriza. p:pldmula. r:
radicula. es: escutelo. Cédigo de colores: Amarillo: Tejido fundamental,.Verde:

procambium y Azul: protodermo. Rosa: cigoto.
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Discusion

Los‘resSultados de este estudio permitieron determinar la via embriogénica de T.
domingensis al identificarse marcadores histogénicos claves del modelo de
embriogénesis somatica en esta misma especie, via que es Unica en cada especie
(Von Arnold"2008).

La transicion de~~célula somatica a embriogénica requiere de una
desdiferenciacion, activacion del ciclo de division celular y reorganizacion en el
disefio fisiolégico, metabolico y genético de la célula somética (Fehér et al. 2003).
En la etapa de induccion, el-2,4-D propici6 la transicion de la célula somética a
embriogénica y su consecuente’desarrollo a embrion somatico que fue distinguida
con los mecanismos de divisionsy elongacion celular. El 2,4-D es una fitohormona
con efecto dual en los cultivos, actuan como auxina y es un factor de estrés. El
ultimo efecto desencadena una cascada de sefiales en el metabolismo que
inducen a mecanismos de adaptacion y-estas incluyen la reprogramacion genética
hacia a la formacién del embrion“somatico”(Fehér et al. 2003). Nuevas hipétesis
sefalan que el potencial embriogénico esta genéticamente determinado y permite
la expresion de competencia embriogénica bajo-condiciones apropiadas las cuales
resultaran en el desarrollo del embrién{en respuesta, a una apropiada sefial de
desarrollo de la célula solo cuando la condicion fisiolégica es favorable (Fehér
2008). En el sistema multietapa de embriones somaticos de T. domingensis se
cumplieron estas hipétesis al: 1) utilizar un germinado, en elcual las células fueron
competentes y genéticamente predeterminadas para expresar embriogénesis. Las
células predeterminadas genéticamente son las mas ampliamenterutilizadas en los
protocolos de embriogénesis somatica por su potencial embriogénico (Elhiti &
Stasolla 2011) y 2) al determinar las condiciones fisioldgicas ‘indugctivas y

permisivas que favorecieron el desarrollo embriogénico en la etapa 0, | y.lk

El desarrollo in vitro de de embriones generalmente se divide en fase de inducCidn
en la cual la célula somética es reprogramada y fase de desarrollo donde 'se

caracteriza el crecimiento del embrion (Elhiti & Stasolla 2011). Esta fase de
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transicion o inductiva ha sido dificil de definir, ya que no se conoce por que ciertos
genotipos, explantes o células son mas amenos al proceso que otras (Elhiti &
Stasolla2011; Fehér 2008)

En la etapa'Q,’el explante de T. domingensis primario formé nodulos celulares en
la base caulinar y las células fueron competentes a la induccion callogénica, Elhiti
& Stasolla (2011) y»¥on Arnold (2008) sefalaron a los germinados como uno de
los explantes mas apropiados para producir embriogénesis directa. En Passiflora
cincinnata y Phoenyx dactlifera la presencia de protuberancias descritas como un
grupo de células con nuclees grandes y citoplasma densos en alta actividad
mitotica (Rocha et al. 2011)._En los callos producidos la célula embriogénica fue
revelada a través de la alta“actividad mitética de grandes células ovaladas,
elongadas de citoplasma denso gue, _evolucionaron en crecimiento desorganizado
y sin polaridad, hasta la formaciontde"masas proembriogénicas. El crecimiento
periclinal y anticlinal del callo/que form@ los nddulos de tejido meristematico y
masas proembriogénicas concuerda con las observaciones histologicas sefialadas
en la etapa de proembriogénesis=de las angiospermas acuaticas 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 numero des células vacuoladas y
enlongadas adyacente a la células citoplasmicas densas (Rilonova et al. 2000). En
la monocotiledonea T. domingensis las masa proembriogénicas fueron células
citoplasmicas densas rodeadas de células de callo muy.'similar a otras
monocotiledéneas como Oryza sativa (Vega et al. 2009; Mariani_et al. 2002) y
Cocus nucifera (Verdeil et al. 2001), y a las dicotiledéneas Theobrema cacao
(Maximova et al. 2002) y Phoenix dactylifera (Sané et al. 2006). La seleccion de
estas masa proembriogénicas del total de la poblacion por un cribado del’cuitivo
y/lo por un gradiente de densidad eleva a un 90% que la poblaciéon /sea
embriogénica y relativamente sincrénica en el desarrollo (Zimmerman 1993), en'T.

domingensis no se empled ningin método selectivo de estructuras por lo que el
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sistema presento asincrénica persistente, pero con alta produccién de embriones

sométicos en 2.0 mg-L™ de 2,4-D (Capitulo 2).

En T. domingensis se determinaron cuatro estados de desarrollo del embridn
somatico los.cuales coincidieron con las fases secuenciales globular, oblongo,
escutelar y coleptilar de un embrién cigético en monocotiledéneas (Forestan 2010;
Quiroz-Figueroa et aly, 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’ derivd de la masa proembriogenica presento un
plano de desarrollo radial compuesto de tres tejidos meristematicos primarios
tipicos de un espermatofito (Evert”2006). En las especies modelos Zea mays y
Arabidopsis thalliana se reportaron €stados de desarrollo transitorios que no son
mas que estados de expansion_celular-mas que de diferenciacién (Forestan et al.
2010; Kim et al. 2005). En Typha‘domingensis_se ubicé al ESo como un estado de
transicion entre el embrion somatico=globular 'y el embridbn soméatico escutelar
(Azcon-Bieto & Talén 2003; Forestam™ et al. '2010). En O. sativa este estado
transitorio es llamado enlongado (Mariani 2002).~La hidrofita 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 patron de desarrollo embriogénico hasta
la etapa de embridon somatico globular perteneciente a la embriogénesis temprana
(Azcon-Bieto & Talén 2003; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Fehér efval. 2003). En las
monocotileddneas la embriogénesis tardia se caracteriza por su simetria bilateral
el cual estd determinado por el transporte polar de auxina y por o tanto el
desarrollo de un cotiledon lateral es evidente, que en esta clase se‘denomina
escutelo (Fischer & Neuhaus 1996). La presencia de una estructura cotiledonar en
el embrion somatico de T. domingensis conformado de parénquima de reserva'rico
en amiloplastos (Azcon-Bieto & Talon 2003) permitio confirmar que el grado de

desarrollo alcanzado en los embriones somaticos de T.domingensis fue del tipo
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escutelar. En embriones somaticos de Oryza sativa en la fase escutelar el
protedermo se transforma en la epidermis y aparece el haz vascular que indica
que esté iniciando el siguiente estado de desarrollo (Mariani et al. 2002), en T.
domingensgis-<los embriones somaticos 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 maduracién. En
Typha domingensis~el  estudio histologico revel6 que el estado coleoptilar fue
alcanzado al presentar.el coleoptilo y la radicula, no obstante no se pudo observar
la coleorriza y la plumula estructuras béasicas de embrion maduro en
monocotiledéneas (Forestan et al. 2010; Evert 2006). Cambios fisiol6gicos como la
desecacion y en muchos casaos”la quiescencia completan el proceso de formacion
de la semilla (Azcon-Bieto & Talon 2003; Dodeman 1997) en plantas terrestres,
por lo tanto la correlacion de las fases de desarrollo especificas del embrién con
métodos para la identificacion de marcadores moleculares son necesarios para
dilucidar la via embriogénica completa en’T. domingensis sobre todo en la fase de
maduracion fisiologica. Al respecto, la pretedmica ha ofrecido la posibilidad de
recrear una imagen dinamica de todas Jas proteinas expresadas en este ultimo
estadio fisiolégico, por ejemplo a) el estudio de'proteinas LEA (late embriogenesis
abundant) y su rol en la desecacion de semillas ortodoxas (Shih et al. 2008), b) el
impacto de las proteinas extracelulares endoquitinasas™y arabinogalactanos y los
oligosacaridos solubles, moléculas involucradas en la cascada de sefiales que
promueven el desarrollo de embriones somaticos (Quiroz-Figueroa et al. 2006;
Fehér et al. 2003) y c) otras proteinas cuya presencia, ausencia o alteracion se

correlaciona con el proceso de embriogénesis somatica.

Los mudltiples patrones de desarrollo del embrion y la asincronia._del sistema
(Capitulo 2) dificultaron la clasificacion de los embriones somaticos .de T.
domingensis. La diversidad morfolégica del embriébn somatico sobre toda’en, las
fases tardias, a causa de la carencia o sobreexpresion de uno o mas elementas
estructurales que conforman al embrion hicieron factible la distincion de un

embriéon normal a uno anormal, este Ultimo denominado aberrante. Los embriones
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anormales o aberrantes son también llamados embrioides y son comunes en
embriogénesis somatica (Hoenemann et al. 2010; Azcon-Bieto & Talén 2003).
Estas anomalias morfogénicas estan relacionadas con la expresion o supresion de
ciertos genes (Hoenemann et al. 2010; Dodeman 1997), por ejemplo el gen
GNOM afectavel plano de divisién celular y por lo tanto repercuten en eventos
tempranos de la morfogénesis de la planta (Dodeman 1997). Una alta produccion
de embrioides Ppuede repercutir en la reproducibilidad de un protocolo
(Hoenemann et al."2020) y por lo tanto ver comprometida las tasas de éxito

regenerativo.

El suspensor de T. domingensis no solo permitié esclarecer el origen del embrion
somatico sino ademas permitiégidentificar el grado de desarrollo alcanzado. Los
embriones somaticos de T. domingensis presentaron un suspensor tipo cono el
cual se fue reduciendo conforme avanzo el desarrollo del embrion. La presencia
de esta estructura temporal en‘el.embrién somatico determiné el origen unicelular
del mismo (Quiroz-Figueroa et al )2006).¢/Esto se debe a que el suspensor en
embriogénesis cigotica se origina de-una sola’ célula, la célula basal (Azcon-Bieto
& Talon 2003). El suspensor cigotico funge come conducto de nutrientes desde el
tejido materno hacia el embrion (Azcon-Bieto «&~Talon 2003), el suspensor
somatico tiene la misma funcion como trasporte de nutrientes pero ademas es una
importante fuente de reguladores de crecimiento durantesas 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 transicion a estados
de desarrollo mas tardios (Dodeman et al. 1997; Yeung & Meinke 1993). En la
embriogénesis cigoética de especies ortodoxas el supensor degenera“aliinicio de la
desecacion de la semilla y su funcion la adopta el endospermo, iniciando. la fase

de dormancia en el embrion maduro (Azcon-Bieto & Talén 2003).

Las condiciones de cultivo in vitro en oscuridad o luz es un parametro promoter de
embriones somaticos (D’ Onofrio et al. 1998).La luz puede afectar al crecimienta_y.

desarrollo de las plantas (Azcon-Bieto & Tal6n 2003). En T domingensis el factor
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ambiental no tuvo efectos significativos en la produccion de embriones soméaticos
(Capittlo 2). En otras monocotiledoneas como Phalaenopsis amabilis vy
Phalaenopsis Nebula el régimen de luz mostr6 efecto en la respuesta
embriogénica- de explantes de hojas en medio de cultivo con tiadizuron 3 mg-L™
presentd 50%vde embriones y 30% de oxidacién en oscuridad mientras que los
tratamientos con jJlargas duraciones de luz presentaron porcentaje bajos de
embrion y oxidacion~de 60 a 90% al final de un periodo de 60 dias (Gow et al.
2009). Al parecer ensT.ydomingensis la competencia embriogénica parece haber
estado mas relacionada con la naturaleza del explante que por condiciones
ambientales. La condicion.~ambiental mostr6 respuestas embriogénicas y

organogeénicas que deben sermas estudiadas.

La diferenciacion celular e histogenica expresada en los cultivos de Typha
domingensis durante la etapa de induccion, proliferacion y maduracion del embridn

somatico fue favorablemente ‘descrita en€Ste estudio histologico.

78



Embriogénesis somética en Typha domingensis

Conclusién General

La optimizacion de la embriogénesis somética en cultivo multietapas favorecio el

desarrollode-embriones somaticos en la hidréfita emergente Typha domingensis.

El 2,4-D en la etapa de induccion y expresion embriogénica determiné el proceso
de embriogénesis sematica. La ausencia de 2,4-D fue importante en la etapa de

maduracion.

La embriogénesis somatica mostré una ruta embriogénica indirecta y unicelular.
Aunque las estructuras embriogénicas se formaron asincronicamente por la falta
de homogeneidad del sistema,-l0 cual puede ser mejorado mediante el tamizado

de células y estructuras embriogénicas.

La alta produccion de ‘embriones=<aberrantes puede repercutir en la

reproducibilidad del sistema.

Durante la embriogénesis somatica jyde T+ _.domingensis el proceso de
diferenciacion celular y tisular y el grado‘de' maduréz-de los embriones somaticos,
asi como la determinacion del origen unicelular del misma, fueron distinguidos con

precision a través del estudio histolégico.

Otras alternativas potencialmente embriogénicas que auguran incrementar la
factibilidad de un modelo eficiente de embriogénesis somatica‘para esta especie
seria el uso de cultivos de células suspendidas iniciadas de los callesy amarillo o
blanco. El cultivo de células individualizadas favorece la sincronia celular y.aunque
representa la ruta embriogénica mas larga la frecuencia de los ‘embriones

somaticos es elevada.

80



Embriogénesis somética en Typha domingensis

El cehocimiento del modelo de desarrollo embriogénico y colateralmente el
rizogénico genera una linea de estudio de reciente interés en el campo de la
biotecnelogia celular y molecular, asi mismo este modelo sera util para profundizar

en el metabolismo reproductivo o vegetativo de T. domingensis.

La interpretacion. completa del proceso embriogénico puede ser factible con la
implementacion de~estudios de proteémica y metabolémica, transcriptomica y

genomica funcional.
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con perianto. (d): semilla. (e): diseccionde semilla en testa (estrella) y

embridn cigético (flecha). (c) = 16x y (d) (e).= 32x.

Figura 2.2. Germinado in vitro de Typha domingensis de_ 9 dias de edad. 17
c: cotiledon. hc: hipérfilo cotiledonar. fc: funda cotiledonar. t: testa. f:
fanerémero. h: hipocétilo. rp: raiz primaria. rb: raiz del brote axilar. eo:
eofilo. 8X.

Figura 2.3 Morfologia generada sobre el explante de Typha domingensis 18
en la etapa experimental |, 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): Embrién soméatico. (e): Células suspendidas. (f): Turbidez.
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(9): Gallo amarillo nodular friable. (h): T. domingensis de 30 dias de edad
en oscuridad. (i): T. domingensis de 30 dias de edad con luz. (a) (b) y (c)
=8xy (dy (g) = 16x.

Figura 2.4. 'Embrién somético sobre callo amarillo nodular. (a): Embrion
somatico sobrecallo_amarillo. (b): Detalle de embrién somatico. rz: raiz.
ca: callo amarillo snedular. caf: callo amarillo friable. col: coleoptilo
persistente. te: testa. €8 células suspendidas. s: suspensor. es: embridn
somético. (a) =16x

Figura 2.5. Cinética de callo_amarillo, callo blanco y embrién somatico
sobre el explante con factores ‘eombinados 2.4-D (mg-L™) y ambiente: a)
0.5 +L, b) 0.5+0,¢c) 1.0 +L, d) 1.040, e) 2.0 +L,f) 2.0 +0O. L=Luz y O=
Oscuridad. Linea solida con cuadrados = abultamiento, linea discontinua
con rombos = callo amarillo, linea-punteada con triangulos = callo blanco.

Lineas verticales = promedios + error estandar

Figura 2.6 Cinética en la formacion 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™?) y ambiente: 4)-0:5 +L, b) 0.5 +O,
c) 1.0 +L, d) 1.0 +0O, e) 2.0 +L, f) 2.0 +O. L = Luz y O= QOscuridad. Linea
punteada con tridngulos = turbidez, linea sélida con cuadrados = células
suspendidas, linea discontinua con rombos = callo friablei” Lineas

verticales = promedios + error estandar.

Figura 2.7 Grado de necrosis de los embriones somaticos formados_en
los cultivos de Typha domingensis expuestos en combinacion de 2.4-D
(mg-L™Y) 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. Linea sdlida con cuadrados =

embrion somatico, linea discontinua con rombos = necrosis. Lineas
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verticales = promedios + error estandar.

Figura«2.8.* Mapa destino que ilustra la morfologia in vitro de Typha
domingengis=a 56 dias con diferentes concentraciones de 2,4-D en
ambientes de luz y oscuridad

Capitulo Il

Figura 3.1. Secuengia)y multietapas del proceso embriogénico de T.
domingensis. Codigo de colores: ambiente obscuro . y ambiente con
luz' . Tiempo en dias entre cada subcultivo (/). ES= embrién somatico.

Figura 3.2 Caracteristicas morfeldgicas durante la secuencia multietapa
de Typha domingensis en la etapa0.(a) (b) (c), en la etapa | (d) (e) (f), en
la etapa Il (g) (h) (i). (@): Callo amarillonodular. (b): ES globular. (c): ES
cotiledonar. (d): Callo amarillo/ (e); Callecnecrético con regeneracion de
hoja. (f): Callos amarillos y ES glebular. (g): Callo necrético con brotes.
(h): Callo amarillo con regeneracion .de gaiz. (i): ES. ES:embrion
somatico. (a) (d) (e) (g) (h) =8xy (c) e (i) =16x.

Figura 3.3 Embriones somaticos formados en los _etltivos de Typha
domingensis por la concentracion de 2.4-D (Etapa Il). Linea soélida con
cuadrados = ES total, linea discontinua con cuadrados celor rojo = ES
total en el explante, linea discontinua con cuadrados color verde = ES
total en el medio de cultivo. ES= embrién somatico. Lineas verticales =
promedios + error estandar. Literales diferentes indican diferencias ‘a
p<0.05.

Figura 3.4 Mapa destino de la via de desarrollo embriogénica del

embrién somatico en Typha domingensis en sistema multietapas.
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Capitalo IV

Figurd . 4.1 Células meristematicas y embriogénicas en cortes
histol6gi€os® de callo amarillo de Typha domingensis. (a): Secciones
transversales- de callo amarillo de 28 dias. (b): Ampliacion de la zona
meristematica“y, embriogénica de callo amarillo (c): Detalles de las
células meristematica (d): Detalle de la masa proembriogénica. ZM: Zona
meristematica. ZE: Zona embriogénica. CM: Células meristeméticas. CE:
Células Embriogénicas:\MPE: Masa proembriogénica. Pa: Parénquima.
Azul de Toluidina. (a) =100x; (b) =400x, (c) y (d) = 1000x.

Figura 4.2 Modelo esquematico del patron de desarrollo de
embriogénesis somatica en Typha domingensis. Codigo de colores:
amarillo: tejido fundamental, verde;)procambium, azul: protodermo y

naranja: suspensor.

Figura 4.3 Histodiferenciacion en\los callos de Typha domingensis. (a):
Seccion transversal de callo amarillo~de 56¢dias. (b): Zona de tejidos;
meristematico [e], transicion [«—% y No€@mbriogéhico [«***Y]. (c): Detalle
de zona de transicion con actividad meristematica.y. embriogénica (d):
Detalle de células embriogénicas. CM: Células meristematicas. CE:
Células Embriogénicas. MPE: Masa proembriogénica. Pa: Parénquima.
ZM: Zona meristematica. Nd: Nodulo. Azul de Toluidina.*(a) =100x, (b)
=200x, (c) =400x y (d) =1000x.

Figura 4.4 Histodiferenciacion de embrion somatico globular de Typha
domingensis. (a): Embridon somatico globular sobre callo amarillo de_56
dias. (b): Seccion transversal de embriones somaticos globulares en
diferentes grados de desarrollo. (c): Diferenciacion de tejidos en embrion
somatico globular (d): Detalle de células embriogénicas. ESg: Embrion

somatico 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 _Histodiferenciaciéon de embrién somatico oblongo de Typha
domingensis.. (@): Embrion somatico oblongo sobre callo amarillo de 56
dias. (b): Seccion longitudinal de embrion somatico oblongo, suspensor
flecha con la letra™xx +«% y embrién somético oblongo flecha con la letra
y[y ] (c): Diferengiacion de tejidos en embridon somético oblongo (d):
Detalle de células de parénquima reserva y procambium. ESo: Embrion
somatico oblongo. PC: Procambium. PD: Protodermo. MF: Meristemo
fundamental. Par: Parénquimasde reserva. Am: Amiloplasto. (a) =5x, (b)
=100x, (c) =200x y (d) = 400x.

Figura 4.6 Histodiferenciacion del embriéon somatico escutelar de Typha
domingensis. (a): Morfologia del.embriontsomatico escutelar. (b): Detalle
del tejido vascular en la zona apical) (c): Seccion longitudinal del embrién
somatico escutelar, suspensor flecha-can ladétra x [x «—"] y embrién
somatico escutelar flecha con la letra y/{y ]. ESesc: Embrién somatico
escutelar. ep: Eje procambial. c: cotiledon.' Azul de-Toluidina. (a) =50x,
(b) =400x, (c) =400x.

Figura 4.7 Histodiferenciacion del embrion somatico coleoptilar de Typha
domingensis. (a): Morfologia de EScol. (b): Seccion longitudinal de
EScol. C): Detalle de tejido vascular. (d): Detalle de coleoptilo y.radicula
en EScol . EScol: Embrion somatico coleoptilar. col: coleoptile. ‘r:
radicula. e: embrion. esc: escutelo. Azul de Toluidina. (a) =5x, (b) =200x,
(c) =1000x, (d) =400x.
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Figura 4.8 Morfologia de embriones sométicos de Typha domingensis
observados en la etapa 0, etapa | y etapa Il. (a): Esquema del embrién
somatico _de Typha angustifolia (Goebel, 1933). (b): Semilla de T.
domingensis« (c): Embriébn somatico escutelar. (d) (e) y (f): Embriones

somaticos aberrantes. (b) (c) (d) (e) (f) =10x.

Figura 4.9 Comparacion del patrén de desarrollo de embriogénesis
somética de Typha“demingensis con Zea mays y Arabidopsis thaliana
especies usadas como{modelos de estudio embriol6gicos. Arabidopsis
thaliana (dicotiledonea) maodificada de Azcon-Bieto & Talon (2003), Zea
mays (monocotiledonea) modificada de Forestan (2010) y Typha
domingensis (monocotiledonea)s"Las ilustraciones no estan a escala. e:
epicotilo. h: hipocotilo. cp: colegptilo. cr: coleorriza. p: plumula. r:
radicula. es: escutelo. Codigo de colores: Amarillo: Tejido fundamental,

Verde: procambium y Azul: protodermo.~RoSsa: cigoto.

Anexos
Figura Al.1 Representacion esquematica del..método general en

embriogénesis somatica de T. domingensis.

Figura A2.1 Representacion grafica de la preparaciéon’ de muestras
histolégicas de estructuras embriogénicas de T. domingensis, basada en

técnicas convencionales.

Figura A3.1 Compilacién fotografica de estructuras embriogénicas de T.
domingensis derivadas de la Etapa 0. (a): Callo amarillo. (b): Racima_de
ES oblongos. (c): ES adheridos al explante (d): ES cotiledonar, en el
circulo se muestra el extremo apical. (e): Detalle de el extremo apical de
ES cotiledonar. (f): Callo amarillo con regeneracion tipo brote, en la

esquina superior izquierda se muestra una ampliacion de la misma. ES:
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Figura A3.2 Compilacion fotogréfica de estructuras embriogénicas de T.
domingensis derivadas de la Etapa I. (a): Callo amarillo. (b): Callo con
necrosis'moderada y regeneracion de hojas. (c): ES cotiledonar, la flecha
sefiala la prelongacion anormal del extremo apical, la cual se muestra a
detalle en lavesquina superior izquierda. (d): Embrion somético. (e):
Embriones somaticos tipo cotiledonar fusionados por el extremo basal.
(a) y (b) =16xy (c) (d),(e) = 32x.

Figura A3.3 Compilacién fotogréafica de estructuras embriogénicas de T.
domingensis derivadas de la-Etapa Il en Luz. Estructuras derivadas del
tratamiento sin 2,4-D, (a): Organogénesis laminar sobre callo necrotico.
Estructuras derivadas del tratamiento 0.5 mg L' de 2,4-D, (b): Brote
sobre callo necrético. (c): Embrién )somatico cotiledonar. Estructuras
derivadas del tratamiento con 1. mg*:*te 2,4-D, (d): Callo con brotes y
embridén somatico. (e): Callo consbrotes:y raiz. (f): Callo con brotes y
multiples raices. Estructuras derivadas del gfatamiento 2 mg L' de 2,4-D,
(9): Callo con brotes. (h): Embrion somatico. (i): Callo. (a) y (b) =8x y (c)
hasta (i) = 32x.

Figura A3.4 Compilacién fotografica de estructuras embriogénicas de T.
domingensis derivadas de la etapa Il en Oscuridad. Estructuras
derivadas del tratamiento 0.5 mg L' de 2,4-D, (a): Callo-nécrético. (b):
Callo necrético y raices. (c): Callo blanco y raices. Estructuras derivadas
del tratamiento con 1 mg L* de 2,4-D, (d) (e) y (f) Callo blanco cenvraices.
Estructuras derivadas del tratamiento 2 mg L' de 2,4-D, (g) .€allo
necrotico y raices. (h): Callo necrotico con alta produccion de raices.
Estructuras derivadas del tratamiento sin 2,4-D, (i): Organogénesis de

hoja clorética y raiz sobre callo necrético. (a) hasta (i) =32x.
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Anexo 1

Microembalse

NaClIO 10%
Etanol 30%

[% G= (semilla germinadas/ semillas totales) x 100]

Experimentos embriogénicos :

)
&, >

Experimento 1

20 mL MS os
Sacarosa 3 %
0.5-2.0 mg L'de 2,4-D

—

10 mg/L acido ascérblco*

“20 umol 16:8h I/h 25£52C

e

Oscuridad

Por lote %
B
5‘.\: ;
- s Z= Experimento 2
Intermitente
’ Formacion y
125 rpm z Induccién multiplicacion Maduracion
: Etapa Il
] N= 20

0.0

—_—

29-56 d

57-84d

1 Inclusién Tincion

Q) ooz

S

2555
Xlol

Luz M Oscuridad

Figura Al.1 Representacion esqueméatica del método general en embriogénesis somética§ . domingensis.
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< Anexo 2

Estruct oldgica
dei ¢
. Fijacion

v
—) —
E> 100% :> Deshidratacion

Laminilla con cortes

30 min

Reichert-Jung Jung seccionado

WY de estructuras
Incl tomati o s : Inclusién
nclusor automatico |:> an@iﬁqesh miento AN y

Tinciéon
y .
montaje

Y

3 min

( 9 aminilla
rminda
A~ 4

Figura A2.1 Representacion grafica de la preparacion de muestras histol()a@ de
estructuras embriogénicas de T. domingensis, basada en técnicas convencio ﬁ
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O Anexo 3

)

Figura A3.1 Compilacion fotografica de estructura mbriogénicas de T.
domingensis derivadas de la Etapa 0. (a): Callo amarilio. (b): Racimo de ES
oblongos. (c): ES adheridos al explante (d): ES cotiledor@'&n el circulo se
muestra el extremo apical. (e): Detalle de el extremo apical de@cotiledonar. OF
Callo amarillo con regeneracion tipo brote, en la esquina superig)lfquierda se

muestra una ampliacién de la misma. ES: Embridn somatico. (b) y (c)@g
L 2
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Figura A3.2 Compilacion fotografica de estru embriogénicas de T.
domingensis derivadas de la Etapa I. (a): Callo amarillo./(b): Callo con necrosis
moderada y regeneracion de hojas. (c): ES cotiledor@ la flecha sefiala la
prolongacion anormal del extremo apical, la cual se mu a detalle en la
esquina superior izquierda. (d): Embrion somatico. (e): Embrio@ somaticos tipo

cotiledonar fusionados por el extremo basal. (a) y (b) =16x y (c) (d) 32x.
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Figura A3.3 Compilacion fotografica de estructuras e%qénicas de T.
domingensis derivadas de la Etapa Il en Luz. Estructuras derivadas ?\tratamiento

sin 2,4-D, (a): Organogénesis laminar sobre callo necrotico. Estructuras derivadas

brotes y mltiples raices. Estructuras derivadas del tratamiento 2 mg L de 2%
(9): Callo con brotes. (h): Embrion somatico. (i): Callo. (a) y (b) =8x y (c) hasta (i
32x.
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Figura A3.4 Compilacion fotografica de estructuras e énicas de T.

domingensis derivadas de la etapa Il en Oscuridad. Estructu a?#ivadas del

tratamiento 0.5 mg L* de 2,4-D, (a): Callo necrético. (b): Callo necfético y raices.

(c): Callo blanco y raices. Estructuras derivadas del tratamiento co L' de
2,4-D, (d) (e) y (f) Callo blanco con raices. Estructuras derivadas del tra
mg L' de 2,4-D, (g) Callo necrético y raices. (h): Callo necroti
hiperproduccién de raices. Estructuras derivadas del tratamiento sin 2,4-%

Organogénesis de hoja cloroética y raiz sobre callo necrotico. (a) hasta (i) =32x.
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