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RESUMEN

Agave tequilana Weber var. Azul es una planta monocotiledénea. Las angiospermas eran
divididas, hace algunas décadas, en los grupos: dicotiledéneas y monocotiledéneas. Esta
agrupacion se realizaba en parte por la presencia de dos cotiledones en los embriones de las
dicotileddneas y un cotiledon en las monocotiledéneas. De manera normal, las angiospermas
producen solo un embrion sexual en cada semilla. A la ocurrencia de varios embriones dentro
de una semilla se le denomina poliembrionia. El presente trabajo tuvo como objetivo
demostrar la existencia de embriones con dos cotiledones y poliembriones en la especie Agave
tequilana Weber var. Azul mediante la extraccion de embriones sexuales y la observacion de
su morfologia. Se pudo confirmar la presencia de embriones con dos cotiledones y
poliembriones en esta especie. Los resultados sugirieron que para la especie A. tequilana
Weber var. Azul la presencia de dos cotiledones se debe al fendmeno conocido como
sincotilia y que la presencia de poliembriones se vincul6 con el desarrollo de embriones por
fisibon monocig6tica, embrionia secundaria a partir de suspensor, desarrollo de sinérgidas,

antipodas y células de la nucela.
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ABSTRACT

Agave tequilana Weber var. Azul is a monocot plant. Decades ago, angiosperms were divided
in the groups: dicots and monocots. These groups were assigned, in part, by the presence of
two cotyledons for dicots and one cotyledon for monocots. Normally, angiosperms produce
only one sexual embryo inside each seed. The ocurrence of several embryos inside one seed is
called polyembryony. The objective of this work was to demonstrate the presence of
dicotylous embryos and polyembryony in the species Agave tequilana Weber var. Azul by the
extraction of sexual embryos and the observation of their morphology. The presence of
dycotylous embryos and polyembryony was confirmed for this species. Results suggested that
for the species A. tequilana Weber var. Azul, the presence of two cotyledons was due to the
phenomenon named syncotyly and that the presence of polyembryony was linked to the
development of embryos by monozygotic cleavage, secondary embryony from the suspensor,
the development of synergids, antipodals, and cells from the nucellus.
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1. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion se realizo a partir del descubrimiento de dos fenémenos
inesperados en los embriones sexuales o cigéticos de Agave tequilana Weber variedad Azul,
los cuales fueron: i) la ocurrencia de embriones con dos cotiledones cuando por definicion
solamente deberian presentar un solo cotiledon vy ii) la ocurrencia de varios embriones en una
semilla, cuando lo normal es solamente uno. Estos fendmenos provocaron que se volcara el
interés en tratar de elucidar qué procesos originaban su ocurrencia y conocer mas a fondo los
mecanismos embrionarios en esta especie. Este descubrimiento ocurrié en el laboratorio de
biotecnologia vegetal del CIATEJ cuando se estaban extrayendo embriones de las semillas
maduras de A. tequilana para su cultivo in vitro. Al momento de este descubrimiento no se

encontraron reportes de estos fenGmenos para esta especie.
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2. DEFINICION DEL PROYECTO

La presente tesis se centra en el analisis de la presencia de los fendmenos de la poliembrionia
y el desarrollo de dos cotiledones en la especie monocotiledonea A. tequilana Weber var.

Azul, al igual que en la determinacién de los posibles mecanismos que originan a ambos

fenémenos.
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3. JUSTIFICACION

El estudio de los fendmenos embrioldgicos son de gran utilidad en el ambito biotecnologico,
el entendimiento de los mecanismos que ocurren durante el desarrollo embrionario pueden
permitir mejorar las condiciones del cultivo in vitro de especies vegetales de importancia

econdmica como lo es A. tequilana Weber var. Azul
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Demostrar la existencia de poliembriones y embriones dicotiledonares en la especie
monocotiledonea Agave tequilana Weber var. Azul.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Estudiar y describir la morfologia de embriones dicotiledonares de Agave tequilana

Weber var. Azul.

4.2.2 Estudiar y describir la poliembrionia en Agave tequilana Weber var. Azul.
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5. ANTECEDENTES
5.1 Las angiospermas y el Agave tequilana Weber var. Azul

En términos taxonomicos, la especie Agave tequilana Weber var. Azul es una planta
perteneciente a la familia Agavaceae, se encuentra clasificada en el orden Asparagales de la
clase monocotidelonea dentro del grupo de las angiospermas. A las angiospermas se les
conoce como “plantas con flor” y es uno de los cinco grupos de plantas con semillas que
existen en la actualidad, el cual representa al grupo méas grande de plantas terrestres (Soltis y
Soltis, 2004).

Las plantas con flor o angiospermas representan la mayoria de las plantas actuales (Wikstrém
y col., 2001). Son un grupo muy diverso en aspectos quimicos, reproductivos, morfologicos y
en el tamafio y organizacion de su genoma, esta diversidad no tiene igual en ningln otro grupo
dentro del reino vegetal (Soltis y Soltis, 2004). A pesar de esta diversidad, el grupo se
encuentra unido por una serie de sinapomorfias (e.g., caracteristicas compartidas y derivadas)
(Soltis y Soltis, 2004).

El género Agave pertenece a la familia Agavaceae. Todas las especies de esta familia son
nativas de América y se considera a la region central de México como el centro de origen de
esta familia (Eguiarte y col., 2000). Agave es un género joven, que data de los 7.8 a los 10.1
millones de afios de edad y la edad estimada para la familia se encuentra entre los 20 y los 26

millones de afios (Good-Avila y col., 2006).

De manera tradicional, las angiospermas se dividian en dos grandes grupos: las
monocotiledoneas (Liliopsida) y las dicotiledoneas (Magnoliopsida). Estos grupos se
caracterizaban, entre otras cosas, por presentar diferencias en el ndmero de cotiledones

presentes en sus embriones, uno para el caso de las monocotiledéneas y dos para el caso de las
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dicotileddneas. Diversos estudios filogenéticos, realizados en los afios 1990s y 2000s, han
descartado esta antigua clasificacion llegando al establecimiento de: un grupo monofilético
Ilamado monocotileddneas, otro grupo llamado eudicotiledoneas (el cual abarca a la mayoria
de las especies que eran consideradas en la clasificacion anterior como dicotiledoneas), y otros
clados que comprenden una diversidad considerable de plantas con flor (Soltis y Soltis, 2004).

Chase y Reveal (2009) propusieron que las angiospermas en su totalidad comprenden los
siguientes superdrdenes: Amborellanae, Nymphaeanae, Austrobaileyanae, Magnolianae,
Lilianae (monocotileddneas), Ceraophyllanae (eudicotiledoneas), Ranunculanae, Proteanae,
Buxanaea, Trochodendranae, Myrothamnanae, Rosanae, Berberidopsidanae, Santalanae,
Caryophyllanae y Asteranae.

Debido a lo anteriormente expuesto, en la actualidad, ya no se emplea el término dicotiledénea
como tal. A pesar de esto, el término dicotiledonea sera aplicado a lo largo de este escrito con
fines préacticos y también en virtud de que los principales estudios de desarrollo embrionario
han empleado este término. Lo anterior se realizara ademas, con la finalidad de no cambiar el

significado de las citas originales.

5.2 Evolucion de las angiospermas

Durante los afios 1990s, la filogenia de las angiospermas tuvo un avance significativo debido a
estudios que involucraron el anlisis de secuencias del ADN (APG Il, 2003). La evolucion de
las angiospermas ha sido un tema de gran interés ya que las angiospermas son consideradas
como uno de los grupos con mayor derivacion evolutiva terrestre de los tiempos geoldgicos

recientes (Davies y col., 2004).

Se ha inferido que el origen de las angiospermas debid haber ocurrido hace unos 200 (Martin y
col., 1993) ¢ 340 millones de afios (Wolfe y col., 1989; Martin y col., 1993) y que las
monocotiledoneas y las dicotiledoneas divergieron entre los 200 (Wolfe y col, 1989; Martin y

col., 1993) y los 205 millones de afios (Martin y col, 1993) con una incertidumbre de
8
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alrededor de 40 millones de afios (Martin y col., 1993). Chase (2004) determin6 como fecha
de origen de las monocotiledoneas hace 140 millones de afios de acuerdo a relojes

moleculares.

Como se puede observar, las monocotiledoneas y las dicotileddneas son grupos filogenéticos
cercanos y en el estudio realizado por Vicentz y col. (2004) encontraron que aproximadamente
dos tercios del transcriptoma de la cafia de azlcar, una monocotiledénea, tiene secuencias
similares a las de Arabidopsis, una eudicotiledénea. Existen indicios de que desde que las
monocotiledoneas se separaron de las eudicotiledoneas aproximadamente dos tercios de sus
genes han mantenido similitudes, mientras que el resto de los genes estan constituidos de
secuencias con una rapida evolucion o genes especificos que podrian estar marcando las

diferencias entre estos dos tipos de plantas (Vicentz y col., 2004).

5.3 Evolucién de las monocotileddneas

De las angiospermas actuales, las monocotileddneas representan al clado méas grande que haya
aparecido recientemente. A diferencia de otros autores, Bremer (2000, en Soltis y Soltis, 2004)
estimé el origen del clado monocotiledonico hace 134 millones de afios, fecha atin mayor a los
registros fdsiles méas antiguos. Para Chase (2004) y de acuerdo a estudios empleando relojes
moleculares, las monocotiledoneas tienen al menos 140 millones de afios de existencia. Las
monocotiledéneas son claramente angiospermas, pero aunque su posicion exacta aun no es
clara, es, sin embargo, aparente que se encuentran embebidas dentro de un grado de plantas
que son en los términos mas generales “dicotiledoneas” (e.g. Amborellaceae,
Austrobaileyales,  Ceratohyllales, Chloranthaceae, Eudicotiledéneas, = Nymphaeales,
Magnoliides) (Chase, 2004). En este sentido, las monocotiledoneas son derivadas de algin
tipo de dicotileddneas primitivas y son un grupo monofilético (todos los organismos en él han
evolucionado a partir de una poblacion ancestral comun) (Chase, 2004). De cualquier manera,

esta distincion entre monocotiledoneas y dicotiledoneas es mas aparente cuando se consideran
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a las eudicotiledoneas vs. monocotiledoneas y menos clara teniendo como fondo de
comparacion a las altamente heterogéneas dicotiledoneas “primitivas” (i.e. Amborellaceae,
Austrobaileyales, Chloranthaceae, Canellales, Laurales, Magnoliales, Nymphaeales, y
Piperales) (Chase, 2004).

5.4 Evolucion del género Agave

Como se mencion0 anteriormente, la especie Agave tequilana Weber var. Azul es una planta
monocotiledonea perteneciente a la familia Agavaceae. Eguiarte (1995) calculd que esta
familia debi6d haberse originado hace 14 millones de afios. En estudios més recientes se
reporté que su origen data de entre 20 y 26 millones de afios y que el género Agave debid

haberse originado hace < 10 millones de afios (Good-Avila y col., 2006).

La familia Agavaceae abarca ocho géneros con biologias reproductivas contrastantes, ya que
pueden ser iterdparos (se pueden reproducir varias veces) o semélparos (producen una sola
inflorescencia en su vida, para después morir) y tienen una notable diversidad de morfologias
florales y de polinizadores (abejas, murciélagos, colibries y polillas.) (Eguiarte y col., 2000).
Todas las especies de la familia Agavaceae son nativas de América y se considera que su

centro de origen es México (Eguiarte y col., 2000).

El género Agave resulta parafilético (un grupo con un ancestro en comun formado de los
cuales uno o mas clados han sido excluidos para formar un grupo separado) (Eguiarte y col.,
2000). Agave es el género mas grande de la familia (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995 en
Eguiarte y col., 2000). La mayoria de las especies de agaves se encuentran en México
(Eguiarte y col., 2000; Garcia-Mendoza, 2002). Los ancestros de Agavaceae seguramente

fueron plantas herbaceas perennes, similares a las actuales Hosta (Eguiarte y col., 2000).

Se ha establecido una division del género Agave en dos subgéneros basada en el tipo de
inflorescencia: el subgénero Litteae con inflorescencias espigadas o racemosas, Yy el subgénero

Agave con inflorescencia paniculada (Gentry, 1982). Agave tequilana Weber var. Azul
10
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pertenece a este Ultimo subgénero presentando una inflorescencia paniculada. Un aspecto muy
importante en la evolucion de la familia Agavaceae y del género Agave es su biologia floral y
reproductiva. En estudios sobre su ecologia reproductiva, se ha hecho especial énfasis en las
especializaciones florales asociadas a sus polinizadores. Las caracteristicas florales en Agave
sugieren una adaptacion a polinizacién por murciélagos (Rocha y col., 2006) considerado
como un ejemplo de coevolucién con murciélagos nectarivoros, especialmente los del género
Leptonycteris (Eguiarte y col., 2000). También, se han registrado insectos esfingidos como
polinizadores (Gentry, 1982; Rocha y col., 2006), otros visitantes pueden ser diversas aves
(e.g., colibries) e insectos (e.g. abejas y polillas) (Gentry, 1982). También, se ha hecho
mencion de que algunas caracteristicas de varias especies de Agave de Estados Unidos y del
Norte de México estan evolucionando de manera secundaria a sindromes de polinizacion por
abejas medianas y grandes, especialmente en localidades que presentan bajos nimeros o total
ausencia de murciélagos polinizadores (Eguiarte y col., 2000). La polinizacion por insectos
esfingidos parece ser el sindrome de polinizacion ancestral en Agavaceae, teniendo a la
polinizacién por murciélagos como un proceso que evoluciond mas recientemente en el género
Agave (Good-Avila y col., 2006).

5.5 La reproduccion sexual en las angiospermas

Las angiospermas son las plantas que mas recientemente se han originado en la evolucion de
todo el reino vegetal. Estas son plantas que, a diferencia de otras, presentan tanto a sus évulos
como a sus semillas protegidos por estructuras que provienen de una flor. Los évulos se
encuentran protegidos dentro del ovario de la flor, una vez que dichos évulos son fecundados,
comienza el desarrollo de las semillas y el ovario se desarrolla para formar el fruto que de
igual forma sirve para proteger y dispersar a las semillas. Las semillas son unidades
estructurales de reproduccion, propagacion, diseminacion, que contienen al embrion y
comlUnmente a tejidos especializados de reserva (endospermo Yy perispermo, entre otros)
(Batygina, 2005).

11



@ Ocurrencia de embriones dicotiledonares y poliembrionia en

CI,\TEJ Agave tequilana Weber var. Azul

Las plantas en general y especialmente las angiospermas, son seres vivos que presentan
caracteristicas peculiares. Tempranamente en su evolucion, las plantas adquirieron un ciclo de
vida que se alterna entre un organismo haploide pluricelular (el gametofito) y un organismo
diploide pluricelular (el esporofito) (Drews y col., 1998; Li y Ma, 2002; Yadegari y Drews,
2004; Sundaresan y Alandete-Saez, 2010).

En muchas plantas primitivas, los gametofitos son la generacion dominante y libre mientras
que las angiospermas cuentan con gametofitos dramaticamente reducidos (Li y Ma, 2002;
Yadegari y Drews, 2004) los cuales estan compuestos por pocas células y se encuentran
embebidos dentro de los drganos sexuales de la flor (Raven y col., 1992 en Drews y col.,
1998).

En el caso de las angiospermas, la reproduccion sexual ocurre en las estructuras florales. Los
gametofitos masculinos (los granos del polen) se desarrollan dentro de las anteras y los
gametos femeninos (megagametofitos o sacos embrionarios) se desarrollan dentro de un évulo
(Sundaresan y Alandete-Saez, 2010).

Los gametofitos y esporofitos difieren morfoldgicamente y funcionalmente. La principal
funcion de la generacion del esporofito diploide es producir las esporas haploides, las cuales
son producto de la divisién meidtica. Células especificas del esporofito originan a las esporas,
dichas esporas atraviesan por una proliferacion celular y diferenciacion para desarrollarse en
gametofitos (Yadegari y Drews, 2004). La principal funcion de la generacion gametofitica es
la de producir gametos haploides (Yadegari y Drews, 2004). La fusion de la ovocélula y una
célula espermaética originan al cigoto, el cual representa el principio de la generacion del
esporofito (Yadegari y Drews, 2004).

Para fines relacionados con el presente trabajo, se hara énfasis en el gametofito femenino, ya
que el entendimiento de la estructura de éste y la descripcién de los procesos reproductivos
dentro de él, son importantes para el tema de esta investigacion. El gametofito femenino es
crucial para muchos pasos en el proceso reproductivo de las angiospermas (Sundaresan y

Alandete-Saez, 2010), incluyendo la guia del tubo polinico, la fertilizacion y el desarrollo de

12
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la semilla después de la fertilizacion (Yadegari y Drews, 2004). En términos florales y a nivel
macroscopico, la estructura reproductiva femenina también es llamada gineceo y la estructura
reproductiva masculina es llamada androceo. El gineceo se encuentra constituido por: el
estigma, el estilo y el ovario; el androceo se encuentra constituido por: la antera y el filamento.
Segun sea el caso, una misma flor puede presentar tanto las estructuras masculinas como
femeninas en ella, o puede presentarlas en flores separadas. Sea cual sea el tipo de flor, el
polen debe de trasladarse de la antera al estigma, una vez que llega al estigma el grano de
polen debe desarrollar un tubo polinico que le permita atravesar el estilo y llegar al ovario
hasta donde se encuentra el gametofito femenino y asi, poder realizar lo que se conoce como

la doble fertilizacién (Faure y Dumas, 2001; Yadegari y Drews, 2004).

El gametofito femenino, también referido como el saco embrionario o megagametofito, se
desarrolla dentro del dévulo y se encuentra rodeado por el tejido nucelar y el tejido
integumental proveniente del esporofito o de la planta madre. Se han descrito méas de 15 tipos
diferentes de patrones del desarrollo del saco embrionario. Los diferentes patrones surgen
principalmente de variaciones en la citocinesis durante la meiosis, el nimero y patron de las
divisiones mitéticas y el patron de la celularizacion (Drews y col., 1998; Yadegari y Drews,
2004). De estos patrones, se consideran que existen tres tipos de megasporogenesis:
monosparica, bispdrica y tetraspdrica. El patron monospdrico es la forma mas comin y es
presentada por el patron denominado Polygonum (Maheshwari, 1950; Willemse y van Went,
1984; Haig, 1990) y se considera que este Ultimo se exhibe en la mayoria de las especies
(Drews y col., 1998; Yadegari y Drews, 2004).

Durante el desarrollo del saco embrionario tipo Polygonum, la megaspora funcional atraviesa
por varias divisiones mitoticas sin citocinesis, resultando en un coenocito multinucleado que
subsecuentemente forma paredes celulares alrededor de estos nudcleos, que resulta en un
gametofito celularizado femenino (Fig. 1h) (Yadegari y Drews, 2004). De manera especifica,
en el tipo Polygonum ocurren tres rondas de divisiones mitoticas que suceden sin citocinesis
(Figs le, 1f, 1g) (Yadegari y Drews, 2004). Los ocho nucleos resultantes se separan por una
gran vacuola central en dos grupos cada uno de los cuales contiene cuatro nucleos y esta
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localizado cerca de un extremo de un saco embrionario elongado; entonces, el saco
embrionario atraviesa una celularizacién, produce tres células antipodales en el polo calazal y
dos células sinérgidas y una ovocélula en el polo micropilar (Fig. 1h) (Li y Ma, 2000;
Sundaresan y Alandete-Saez, 2010). Ademas, los dos nucleos restantes y mucho del
citoplasma en el centro, forman una gran célula central (Li y Ma, 2000; Sundaresan y
Alandete-Saez, 2010).

MEGASPOROGENESIS MEGAGAMETOGENESIS

cMM Meiosis 1 Meiosis 2 | Megaspora Mitosis Mitosis 2 Mitosis 3 GF Maduro

Funcional 1

a b C d e : g ’6\

Monosporico .
.
.
(Polygonum) & ’

Figura 1. Formacidn del saco embrionario tipo Polygonum dividido en dos etapas: la megasporogénesis y la megagametogénesis. Modificado
de: Yadegari y Drews (2004).

En resumen, las células del tejido nucelar o nucela se diferencian y dan origen a la célula
madre de la megaspora (Fig. 1a), la cual seguira un proceso de division meiotica (Fig. 1b) para
dar origen a cuatro esporas (Fig. 1c) haploides; de estas esporas, solamente una, la megaspora
funcional, originard al saco embrionario a partir de divisiones mitdticas (Figs. le, 1f, 1g, 1h).
El saco embrionario se encuentra embebido en el tejido nucelar e integumental del ovario y
esta constituido por la célula huevo, las sinérgidas, una célula central (con dos nicleos), y tres
células antipodas (Fig. 2b). Una vez realizada la fecundacion de la célula huevo por un nucleo
espermatico, se desarrollara el embrion cigético (Fig. 2c).
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Figura 2. Formacion de saco embrionario. a) Saco embrionario embebido en integumentos y nucela. b) Saco embrionario el cual se encuentra
formado por la célula huevo; las células sinérgidas, la célula central y las antipodas. c) Una vez ocurrida la fecundacion de la célula huevo se
desarroll6 el embrién cigético (en rojo) y el endospermo (en amarillo). Modificado de: Batygina y Vinogradova (2007).

Para que ocurra la fecundacion de la célula huevo, el polen debe llegar al estigma y comienza
el desarrollo del tubo polinico, dos células espermaticas contenidas y transportadas por el tubo
polinico se aproximan al gametofito femenino, una célula espermatica (haploide) fecunda o se
fusiona con la ovocélula (haploide) para originar al cigoto diploide que mediante divisiones
mitoticas dara origen al embridn (nuevamente un esporofito diploide con genotipo distinto al
esporofito original materno). La otra célula espermatica, se fusionara con los dos nucleos
haploides de la celula central y dard origen a la estructura (triploide) conocida como

endospermo (Yadegari y Drews, 2004).
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Después de la fecundacion, se inicia la formacion de la semilla; los tejidos esporofiticos
maternos provenientes de los integumentos seran parte de la cubierta de la semilla una vez que

la semilla madure (Sundaresan y Alandete-Saez, 2010).

5.6 La reproduccion sexual en el género Agave y en la especie A. tequilana Weber var.
Azul

El género Agave produce una de las mas grandes inflorescencias en el reino vegetal (Gentry,
1982), cuyas flores crecen en la parte superior de las inflorescencias, siendo estas ultimas muy
grandes llegando a alcanzar entre los 3 y 8 m de altura (Piven y col., 2001). Ademas, las
especies de este género son plantas predominantemente monocarpicas (Piven y col., 2001;
Rocha y col., 2006; Abraham-Juarez y col., 2009), reproduciéndose solo una vez después de

muchos afios, muriendo luego de su reproduccion (Piven y col., 2001; Rocha y col., 2006).

Las especies de Agave pueden presentar distintos mecanismos reproductivos tanto sexuales
como asexuales; de manera sexual se pueden reproducir por semillas, y asexualmente a través
de bulbos aéreos o bulbilos, o propagulos hipogeos (hijuelos o vastagos rizomatosos)
(Abraham-Juéarez y col., 2009), siendo la reproduccion asexual la forma de reproduccion mas
efectiva para algunas especies de Agave (Arizaga y Ezcurra, 1995). Se considera que no se han
realizado estudios suficientes acerca de la importancia relativa de la propagacion sexual vs.

asexual en el género (Eguiarte y col., 2000).

Cabe hacer mencion que los clones creados cuando las especies de Agave se reproducen
asexualmente pueden sobrevivir muchas generaciones (Rocha y col., 2006). Cuando se
producen los propagulos hipogeos se generan a través de rizomas cuyos meristemos apicales
emergen a cierta distancia de la planta parental, originando asi a nuevos individuos (Piven y
col., 2001). Los bulbilos se originan a partir de brotes bajo las bractéolas en la inflorescencia
(Piveny col., 2001).
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En un apartado anterior en donde se tratd acerca de la evolucion de este género, se hizo
mencion acerca de la relacion coevolutiva de estas especies con sus polinizadores,
especialmente, con los murciélagos. Diversos estudios han mencionado que la presencia o
ausencia de dichos polinizadores ha ejercido una influencia en la evolucién de la biologia
reproductiva de dichas especies. Algunos agaves han demostrado el desarrollo de estrategias
reproductivas asexuales que aparentemente pueden compensar las desventajas de un desarrollo
de una coevolucion con especies que no siempre pueden estar presentes para fortalecer su

polinizacién (Arizaga y Ezcurra, 1995).

Las flores de especies del género Agave son cominmente de color blanquecino-verdoso,
amarillentas o algunas veces rojizas; los tubos de las flores son mas o menos cerrados; el polen
se produce al anochecer y los estambres son externos; se produce néctar abundante y diluido,
principalmente de noche; las flores duran varios dias y son protandricas, en el primer dia
producen polen y en los siguientes el estigma es receptivo; las especies son autocompatibles y
puede ocurrir autofecundacion lo cual deriva en una depresion por endogamia (Eguiarte y col.,
2000).

Equiarte y col. (2000) ademas, reportaron que en el género Agave, la mayor parte de las
semillas resultan de la polinizacién cruzada, mientras que algunas especies parecen tener altos
niveles de propagacion asexual, llegando hasta la propuesta de que algunas especies de Agave
(especialmente poliploides del subgénero Agave), tal vez nunca presenten reproduccion
sexual. Para esos mismos autores, la propagacion asexual por medio de la produccién de
hijuelos y bulbilos, convierte a las plantas de Agave y Furcraea en plantas iteroparas en la
practica, ofreciéndoles asi un escape al callejon evolutivo de la semelparidad, aunque muchas

especies de Agave no presentan métodos de propagacion asexual.

La especie A. tequilana es una planta cultivada con fines comerciales para la produccién de
tequila, es una especie monocarpica perenne que produce flores solamente una vez al final de
su ciclo de vida (aproximadamente entre los 5 y los 8 afios de edad). Entre las actividades de

manejo de esta especie cultivada se realiza el corte del escapo en cuanto comienza su
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desarrollo; la propagacion es de manera asexual a través de sus hijuelos y vastagos producidos

en los rizomas (Escobar-Guzman y col., 2008).

Existen pocos estudios disponibles que realizan la descripciéon de los gametofitos femeninos
en representantes de Agave, entre estos estudios se encuentran las descripciones realizadas
para A. virginica (Regen, 1941); A. fourcroydes, A. angustifolia (Piven y col., 2001) y A.
tequilana (Escobar-Guzmaén y col., 2008; Gonzalez-Gutiérrez, 2013).

En su estudio, Regen (1941) encontrd que A. virginica presenta un saco embrionario “normal”
(tipo Polygonum), mencion6 que la célula madre de la megaspora forma cuatro megasporas
las cuales pueden contar con un arreglo en forma linear o en forma de “T”. En su estudio
describié que la megaspora calazal mediante tres divisiones nucleares forma un saco
embrionario “normal” presentando ocho nudcleos los cuales se convierten en siete después de
la fusion de dos ndcleos polares para formar el ndcleo primario del endospermo. Tanto las
sinérgidas como las antipodas pueden degenerarse antes de la fertilizacion. La formacion del
endospermo se origina libre de ndcleos, y puede proceder hasta una extension considerable
antes de que el embrion se haya iniciado (Regen 1941). Ademas, este autor observd la

degeneracion del saco embrionario y la nucela en 6vulos no fertilizados.

Piven y col. (2001) en su estudio sobre A. fourcroydes y A. angustifolia dividieron al
desarrollo del gametofito femenino en tres etapas: (1) premeidtica en la cual ocurre el
establecimiento de la célula madre de la megaspora; (2) meidtica, cuando ocurre la formacién
de las megasporas funcionales; (3) postmeiotica, la cual comprende la formacién del saco
embrionario. Ellos describen la formacion de tétradas en forma de “T”, en este caso, los
autores establecen que la formacién del gametofito femenino ocurre a partir de dos células
micropilares de la megaspora después de la primera division meidtica (tipo bisporico), A.
fourcroydes presenta baja fertilidad, segin estos autores, florece de la base hacia arriba y
presenta una alta frecuencia de granos de polen que no son fértiles, al igual que A.

angustifolia,
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En A. fourcroydes, se forma una diada de megasporas (Piven y col., 2001). Solamente una
megaspora atraviesa por una segunda division meidtica, creando dos megasporas funcionales
(megasporogénesis de tipo bispérico) (Piven y col., 2001), de ahi que el gametofito femenino
en A. fourcroydes se desarrolla de dos megasporas viables del micropilo directamente en un
saco embrionario (Piven y col., 2001). Sin embargo, esta formacion no es regular para un
megagametofito normal de ocho ndcleos. La célula central se encuentra en la parte central del
saco embrionario y contiene dos polos nucleares que se fusionan parcialmente antes de la

fertilizacion (Piven y col, 2001).

Escobar-Guzman y col. (2008) sugirieron que en A. tequilana existe incompatibilidad
genética, procesos de endogamia, y otros factores que afectan el desarrollo del polen y la
germinacién, o errores en el desarrollo del gametofito femenino que pueden contribuir a la
baja fertilidad observada en A. tequilana. Segun estos mismos autores la produccion de
semillas y la eficiencia en la germinacién de A. tequilana fue baja en sus estudios, ademas,
observaron que el desarrollo del gametofito masculino para esta especie es del tipo sucesivo
produciendo granos de polen con una morfologia dicolpada.

La reproduccion sexual en A. tequilana normalmente comienza en febrero o marzo cuando el
meristemo vegetativo apical se retrae 0 se hunde marcando la transicién de un meristemo
vegetativo apical a un meristemo floral. La inflorescencia llega a medir cerca de 5-6 metros de
altura, y la floracion se inicia en la parte inferior hacia la parte superior durante los meses de
junio y julio y todos los estadios del desarrollo floral pueden ser observados simultaneamente
en una sola planta. Dado que la antesis ocurre antes de que el estigma madure, el polen
liberado podria polinizar a las flores receptivas que se encuentran en la parte baja de la

inflorescencia (Escobar-Guzman y col., 2008).

Escobar-Guzman y col. (2008) estimaron que el numero de flores por planta fue de 12,341, de
éstas solamente entre 14.34 % y 18.69 % se convierten en frutos. Segun estos mismos autores,
del total de semillas analizadas, solamente el 10 % de ellas presentan una apariencia normal

(semillas de color negro).
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El saco embrionario o gametofito femenino en A. tequilana es de tipo ‘“Polygonum”
monosporico (Escobar-Guzman y col., 2008; Gonzalez-Gutiérrez, 2013). En A. tequilana,
durante el proceso de desarrollo del gametofito femenino, la célula madre de la megaspora se
diferencia del tejido nucelar, y presenta meiosis para la formacién de una tétrada de
megasporas haploides (Escobar-Guzméan y col., 2008; Gonzélez-Gutiérrez, 2013). Mientras
que las tres megasporas micropilares se degeneran, la megaspora mas cercana a la zona calazal
sobrevive para convertirse en una megaspora funcional (Escobar-Guzman y col., 2008;
Gonzélez-Gutiérrez, 2013). El Unico nucleo de la megaspora funcional atraviesa por divisiones
mitéticas y eventualmente se forman las paredes celulares para producir una estructura tipica
de ocho nucleos (Gonzalez-Gutiérrez, 2013) y siete células del gametofito femenino tipo
Polygonum (Escobar-Guzméan y col., 2008; Gonzalez-Gutiérrez, 2013) organizado de la
siguiente manera: tres antipodas ubicadas en el tubo haustorial calazal, dos nlcleos polares
que conforman el ndcleo de la célula central (se encuentran uno al lado del otro y se sitlian en
el polo calazal del saco justo debajo del tubo haustorial) y tres células en el polo micropila
(dos sinérgidas y una célula huevo) (Gonzalez-Gutiérrez, 2013). Del total de Ovulos
observados en A. tequilana, se encontré que entre el 2 % y el 5 %, no produjeron un
gametofito maduro; solamente se pudieron observar células nucelares elongadas (Escobar-

Guzman y col., 2008).

Con respecto al gametofito masculino, al final de la meiosis en la célula madre del polen
ocurre la formacion de una tétrada de células haploides. La tétrada de células se separa para
dar lugar a cuatro microsporas individuales y el Gnico nlcleo dentro de cada microspora pasa
por una division mitética para producir dos células: una célula generativa y una célula
vegetativa; la célula generativa se encuentra se encuentra completamente encerrada dentro de

la célula vegetativa mayor (Escobar-Guzman y col., 2008).

La produccion de frutos en A. tequilana es baja comparada con A. angustifolia, esto se puede
deber a diversos factores como la carencia de especies polinizadoras adecuadas y errores
durante el desarrollo del gametofito, la polinizacion y la fertilizacion (Escobar-Guzman y col.,
2008). Ademaés, Ruvalcaba-Ruiz y Rodriguez-Garay (2002) observaron irregularidades
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meidticas en un anélisis de células madre de polen. Las aberraciones que estos autores
observaron fueron: intercambio entre cromatidas hermanas, deleciones y duplicaciones que

son reflejadas en una baja viabilidad del polen (42% de granos de polen no viables).

Las semillas de la mayoria de las especies de Agave son normalmente dispersadas por el
viento al abrirse las capsulas y no son dispersadas por aves o por otros animales (Escobar-
Guzmén y col., 2008).

5.7 Apomixis y la reproduccion asexual en las angiospermas

El término apomixis ha sido utilizado en el pasado como un término general para cualquier
forma de reproduccion asexual en las plantas incluyendo la reproduccion vegetativa
(Koltunow, 1993). Esta definicion original se ha restringido y ahora se utiliza para los
procesos reproductivos asexuales que paradojicamente ocurren en los évulos de las plantas
con flor (Koltunow, 1993) y los cuales producen de manera asexual embriones y semillas
(Dodeman y col., 1997; Koltunow y Grossniklaus, 2003, Ozias-Akins, 2006). Por lo tanto, a
través de este proceso, se produce progenie con un genotipo idéntico al materno (Koltunow,
1993; Koltunow y Grossniklaus, 2003).

La apomixis se encuentra en un numero significativo de especies y se puede encontrar

esporadicamente a través de todo el arbol filogenético de las angiospermas (Naumova, 2008).

Los procesos apomicticos mimetizan muchos de los eventos de la reproduccion sexual y dan
origen a semillas fértiles; una diferencia importante entre estos y los embriones sexuales es
que los embriones apomicticos se derivan Unicamente de células provenientes del tejido del

ovulo materno en lugar de la fusion de gametos masculinos y femeninos (Koltunow, 1993).

Los procesos apomicticos han sido clasificados de acuerdo al origen y al mecanismo a través
del cual se produce el embrion o el saco embrionario. Koltunow (1993) y Naumova (2008)

mencionaron las siguientes clasificaciones: diplosporia, aposporia y embrionia adventicia.
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Naumova (2008) ademas, establecid los dos mecanismos que pueden permitir la formacién de
embriones a partir de sacos embrionarios ya sean reducidos o no reducidos y que pueden dar
origen a embriones no sexuales; los mecanismos mencionados son: la partenogénesis y la

apogamia.

Se define como diplosporia al tipo de apomixis que ocurre cuando el saco embrionario se
desarrolla a partir de un megaesporocito no reducido debido a una meiosis anémala o0 a una
sustitucion de la meiosis por mitosis. (Koltunow, 1993; Koltunow y Grossniklaus, 2003;
Naumova, 2008;). Koltunow (1993) divide a estas causas en diplosporia meidtica y mitética,
definiendo a la diplosporia meidtica a aquella que ocurre cuando una célula madre de la
megaspora se diferencia de la nucela y comienza el proceso de la meiosis, sin embargo, la
meiosis es inhibida en una etapa particular por mecanismos desconocidos y el nucleo es
restaurado en forma tal que permite que ocurra la mitosis. Se define a la diplosporia mitotica a
aquella a través de la cual la célula madre de la megaespora es inhibida para la realizacion del

proceso meidtico, esta Gltima parece ser la mas comun de las diplosporias (Koltunow, 1993).

Se define como aposporia a la produccion de un saco embrionario que se forma a partir de una
célula nucelar y no a partir de una megaspora tal y como ocurre en la diplosporia (Koltunow,
1993; Dodeman y col.,1997; Naumova, 2008). A estas células se les llama células aposporicas
iniciales (Koltunow, 1993; Naumova, 2008) y al igual que las células madre de las megasporas
poseen un nudcleo grande y un citoplasma denso (Koltunow, 1993). Tal y como ocurre en la
diplosporia, las células iniciales aposporicas dan origen a un saco embrionario no reducido a
través de procesos mitdticos. En este caso, los procesos sexuales y aposporicos pueden
coexistir en un oOvulo, el cual por definicion no es posible para la apomixis diplospérica
(Koltunow, 1993).

La embrionia adventicia ocurre cuando de manera directa se forman embriones a partir de
células individuales pertenecientes a los tejidos somaticos de un évulo maduro, ya sea la
nucela o el integumento interno (Lakshmanan y Abegaokar, 1984 en Koltunow, 1993,

Naumova, 2008). Segin Naumova (2008) en la mayoria de las plantas que presentan este tipo
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de apomixis la reproduccién sexual también ocurre. En estos casos los embriones adventicios
se pueden dirigir hacia el saco embrionario producido meioticamente (Naumova, 2008). Segln
Naumova (2008) la embrionia adventicia se habia registrado en 250 especies pertenecientes a
57 familias de plantas con flor, incluyendo a una serie completa de plantas econdmicamente

valiosas (Citrus, Mangifera, Ribes, Beta, Alnus, entre otras).

La forma nucelar de la embrionia adventicia es la m&s comdn. Segun Koltunow (1993) en
Citrus, la primera division de las células nucelares iniciales ocurre al mismo tiempo que
ocurre la primera division cigética. Solamente las células iniciales localizadas en la parte de la
region micropilar se dividen para formar embriones. A medida que las células iniciales se

dividen, se desarrollan dentro del saco embrionario (Koltunow, 1993).

A diferencia de la diplosporia y la aplosporia en la embriogénesis nucelar se genera un
espoforito independiente de un saco embrionario y el embrién no se encuentra rodeado de una
estructura megagametofitica, en su lugar, se encuentra rodeado por otras células nucelares
(Koltunow, 1993).

Por otra parte, la célula huevo puede desarrollar un embrion sin la necesidad de ser fertilizada,
a este proceso se le denomina partenogénesis (Naumova, 2008). La partenogénesis puede ser:
diplospora, y apospora las cuales originan un embrion diploide no sexual; existe una variacion
en la partenogénesis que se denomina hemigamia (semigamia), en la cual el nulcleo
espermatico si penetra a la ovocélula pero no se fusiona con su ndcleo. Esto ocasiona que la
celula huevo se divida originando un embrion haploide (Naumova 2008). Finalmente, se le
denomina apogamia al desarrollo de cualquier célula del saco embrionario que no sea una
ovocélula y en su lugar se produce un embridn a partir de sinérgidas ya sean diploides o
haploides (Naumova, 2008).
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5.8 La poliembrionia en los seres vivos y en las angiospermas

En los animales, la poliembrionia puede ocurrir a partir de la produccion de embriones
adicionales a partir del embrién cigotico original, y este proceso ocurre en organismos como:
las avispas parasitoides, briozoarios, algunos gusanos planos paréasitos, hidrozoarios y un
mamifero (armadillo) (Craig y col., 1997). Estos cientificos intentaron una hip6tesis sobre las
causas que han hecho que la poliembrionia evolucione, sin embargo, no intentaron incluir en
sus interpretaciones los casos poliembridnicos originados por partenogénesis o lo que ellos

consideraron como el suceso accidental de los gemelos.

Basados en su revision sobre animales presentando poliembrionia, Craig y col. (1997)
interpretaron a la poliembrionia como resultado de una seleccidn evolutiva. Dicha seleccion se
orienta hacia un nimero mayor de embriones sin estar basados en el nimero de cigotos
formados por la madre, si no relegando esta opcion al embrion inicial en lugar de a la madre.
Es decir, la evolucion se ha dirigido hacia la formacion de varios embriones a partir de un
cigoto original y no a la formacion de varios embriones a partir de varios cigotos,
considerando asi que la evolucion se centra en el embrion y no en la madre. Ellos concluyeron
que una vez que se forma el embridn, este Ultimo puede recibir del exterior informacion que le
permite detectar si existe abundancia con relacion a los recursos disponibles por embrion.
Cuando se detecta esta abundancia la larva poliembridnica se reproduce asexualmente e
incrementa la adecuacion de los clones (Craig y col., 1997). Es por esto, que la poliembrionia
puede ser considerada como una estrategia para sobrellevar la incertidumbre acerca de la
disponibilidad de recursos para el desarrollo de los embriones, especialmente de aquellos

cuyas condiciones ambientales de desarrollo no pueden ser monitoreadas por la madre.

En su trabajo acerca de la poliembrionia animal, Zhurov y col. (2007) establecieron que la
creacion inicial de miles de células no diferenciadas es un prerrequisito para la formacion

posterior de numerosos embriones. Ellos mencionaron que se requiere una sefial para que las
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celulas se mantengan en un estado indiferenciado en la mdrula proliferante y que a su vez,
estimule la proliferacion. Craig y col. (1997) sugirieron que los factores que influyen sobre la
poliembrionia en los animales podrian ser: la variabilidad ambiental relacionada con la

disponibilidad de nutrimentos y una ovogénesis de larga duracion.

Lo anteriormente expuesto se centra en una explicacion de la ocurrencia de la poliembrionia
en los animales desde el punto de vista evolutivo. En las plantas, el término poliembrionia se
refiere a la presencia o produccion de mas de un embrion por semilla (Durzan, 1988; Allem,
2004; Naumova, 2008), siendo la produccion de un solo embrién lo que normalmente ocurre.
El primer registro de poliembrionia fue el realizado por Leeuwenhoek en 1719 y fue
encontrada en semillas del género Citrus (Durzan, 2008; Batygina y Vinogradova, 2007).

A diferencia de los animales, en las plantas existe una mayor variedad de formas en las cuales
los poliembriones pueden ser formados. El desarrollo de la poliembrionia puede involucrar a:
una variedad de procesos (e.g. particién, gemacion, partenogénesis, fecundacién mdaltiple);
diferentes estrategias reproductivas (sexual o asexual) (Batygina, 2005); diferentes células
originales (nucelares, integumentales, huevo, sinérgidas, antipodas, endospermo), ademas de
la participacion en este proceso de las dos fases del ciclo de vida vegetal (el esporofito y el
gametofito). Aun mas, la formacion de dos sacos embrionarios también puede ocurrir
(Koltunow, 1993). Toda esta variedad de eventos pueden llevar a la formacion de diferentes
tipos de embriones que pueden presentar diferentes niveles de ploidia. En las semillas, en
donde la poliembrionia ha ocurrido, los procesos sexuales y asexuales se desarrollan uno al

lado del otro (Koltunow, 1993; Batygina y Vinogradova, 2007).

En términos generales, la poliembrionia puede ser dividida como esporofitica y gametofitica
basada en las células que originan al embridn, si el embrién es formado a partir de las células
somaticas del esporofito (células somaticas del cigoto, nucela, o el integumento) entonces, la
poliembrionia es llamada esporofitica. Si el embrion esta formado por células que provienen
del gametofito (huevo, sinérgidas, antipodas), entonces el embrion es llamado gametofitico

(Batygina y Vinogradova, 2007).
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Existe una gran variedad de mecanismos posibles a partir de los cuales los embriones se
pueden formar. Batygina y Vinogradova (2007) describieron diez posibles mecanismos que
pueden originar la poliembrionia (Fig. 3) De acuerdo a estos autores, estos mecanismos
pueden incluir la participacion de un saco embrionario reducido, dos sacos embrionarios
reducidos, un saco embrionario reducido con un saco embrionario no reducido dentro del
mismo Ovulo; la fecundacion puede estar involucrada pero, no siempre es necesaria y la
fecundacion de la célula huevo y de las sinérgidas puede estar ocurriendo; el desarrollo de
embriones a partir del endospermo es otra via posible. Ademas, embriones sométicos pueden
formarse a partir de células nucelares e integumentales o a partir de la fision o gemacion del

cigoto.
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Figura 3. Vias posibles de formacién de varios embriones en una misma semilla: (1) A partir de células de un saco embrionario y tejidos
circundantes; (I1) como resultado del desarrollo de dos sacos embrionarios; (I1l) como resultado del desarrollo de un saco embrionario
adicional aposporico. M, mitosis; F, fertilizacion; P, partenogénesis; A, antipoda; Z, cigoto; 11C, células del integumento interno; NC, células
nucelares; PT, tubo polinico; S, sinérgida; End, endospermo; EC, célula huevo. Modificado de Batygina y Vinogradova (2007).

Todas estas variaciones pueden llevar a la posibilidad de formar: a) embriones haploides a

partir ya sea de una célula huevo reducida, una sinérgida reducida o una célula antipoda que se
27
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divide mitdéticamente formando al embridn; b) embriones triploides desarrollados a partir del
tejido del endospermo o por la fecundacion de una célula huevo no reducida; ¢) poliembriones
normales diploides que surgen a partir de embriogénesis somaticas de células nucelares e

integumentales.

Tal y como se menciond anteriormente, en la reproduccion sexual vegetal normal, un saco
embrionario se desarrolla en un 6vulo. La formacion del saco embrionario inicia cuando una
célula de la nucela se diferencia y da origen a la célula madre de la megaspora. La célula
madre de la megaspora atraviesa por procesos meioticos dando como resultado cuatro células
haploides, solamente una de estas células haploides (conocida como megaspora) entrara en
una serie de divisiones mitéticas que daran origen al saco embrionario o el megagametofito.
Mediante la reproduccion sexual normal, un Unico embrion es formado a partir de la
fecundacidn de la ovocélula por una célula espermatica y el endospermo es formado a partir
de la fusion de una segunda célula espermatica con dos nucleos polares. Después de la
fecundacion de la ovocélula, y sus divisiones mitoticas posteriores formaran al embrion

cigotico.

Los procesos de reproduccion asexual dentro del 6vulo (apomixis) pueden originar un solo
embrion, pero también pueden originar poliembriones. Koltunow (1993) describié que cuando
la poliembriogénesis ocurre en la apomixis, un saco embrionario normal se origina (un saco
reducido), el cual puede seguir su proceso sexual normal, pero un saco embrionario extra se
forma a partir de células diferenciadas de la nucela las cuales no pasaron a traves de la meiosis
pero las cuales se dividieron mit6ticamente formando un saco embrionario no reducido, la
célula huevo presente en este segundo saco embrionario no reducido se desarrolla sin
fertilizacion en un embrién con el mismo genotipo del esporofito materno. Este mismo autor,
al igual, menciond que otro proceso apomictico vendria de embriones desarrollados a partir

del cuerpo del esporofito materno, un proceso denominado embrionia adventicia.

Otra variacion de este proceso normal sexual ocurre cuando el tnico embrion cigético sexual

normal presenta lo que se llama poliembrionia por fisibn monocigdtica, esta poliembrionia es
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una manera de formacion de embriones sométicos a partir del esporofito hijo, el cigoto o un
embrion multicelular (Batygina y Vinogradova, 2007). En este tipo de poliembrionia, este
proceso se puede originar cuando las dos células hijas de la primera division mitotica del
cigoto originan cada una un embrion independiente, cuando ocurren varias divisiones del
cigoto formando una masa de células a partir de la cual varios embriones se forman a partir de
las células superficiales, o cuando resultan de la fision del embridn, o a partir de las células
uniseriadas del suspensor (Batygina y Vinogradova, 2007). La poliembrionia por fision se
origina de la division de un cigoto o una masa proembrionica en dos embriones independientes
que son genotipica y fenotipicamente idénticos (Nowaczyk y Nowaczyk, 2006). La gemacion
se refiere a protuberancias que se originan del embrion sexual original y después se
diferencian en uno o varios nuevos individuos (Durzan, 1988). Se ha mencionado que no todos
los embriones provenientes de la fision monocigética originan a dos embriones
completamente separados (Durzan, 2008) y que este proceso puede ser permanente 0
transitorio (Durzan, 1988). Muchas angiospermas y gimnospermas tienen el potencial de
exhibir poliembrionia por fisibn monocigética (Durzan, 2008). Existe informacion que
muestra que este fendmeno no es despreciable. Un porcentaje del 19 %, de un total de 233
especies poliembridnicas de angiospermas, presenta poliembrionia por fision monocigo6tica
(Ganeshaiah y col., 1991). Este tipo de poliembrionia ha sido encontrado en Zea mays
(Sharman, 1942) y ha sido encontrado o se sugiere su ocurrencia en varias especies de
dicotiledéneas y monocotiledéneas (Schneider, 2007; Swamy, 1943; Norstog, 1957; Sarkar y
Coe, 1966; Tokumasu, 1972; Medina-Filho y col., 1993; Fukai y col., 2000; Batygina y col.,
2003; Batygina, 2005; Ditommaso y col., 2005; Nowaczyk y Nowaczyk, 2006; Batygina y
Vinogradova, 2007) ha sido encontrado, inclusive, en Citrus (Frost, 1938; Medina-Filho y
col., 1993; Das y col., 2007), un género reconocido por su capacidad para producir muchos

poliembriones apomicticamente (Medina-Filho y col., 1993; Das y col., 2007).

Se considera que el fendbmeno de la poliembrionia es promovido en las coniferas bajo
condiciones climéticas extremas como las que se encuentran en el Artico, y que la persistencia

de los poliembriones se correlaciona con la presencia de heladas tempranas, mientras que el
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desarrollo pobre de las semillas se relaciona con sumas insuficientes de temperatura y un
periodo de crecimiento corto (Durzan, 2008). Aungue este evento se encuentra bajo dichas
circunstancias, Salomao y Allem (2001) mencionaron el registro de la poliembrionia en el
20% de las 75 especies estudiadas bajo condiciones tropicales en Brasil. Otro ejemplo de
especies tropicales que presentan poliembrionia es Tabebuia chrysotricha (Mart. Wx DC.)
Standl (Souza y col., 2005).

Para Naumova (2008) la poliembrionia es un rasgo caracteristico de la embrionia adventicia.
Al igual, en este trabajo se hace mencion que los embriones asexuales pueden originarse tanto

en la zona micropilar de la semilla como en la calazal (Naumova, 2008).

5.9 El desarrollo embrionario en angiospermas

Tal y como ya fue mencionado, el embrion sexual de las angiospermas se desarrolla a partir de
la fertilizacion de la ovocélula ubicada dentro del saco embrionario, el cual a su vez se
encuentra embebido en el tejido protector materno del 6vulo (Dumas y Mogensen, 1993;
Dodeman y col., 1997; Berleth y Chatfield, 2002). Tanto el embrion, como el saco
embrionario (Dodeman y col., 1997; Berleth y Chatfield, 2002); y el évulo son estructuras que
presentan polaridad (Berleth y Chatfield, 2002). EI embrién sexual da origen a la generacion
esporofitica en las plantas superiores y el cual se inicia con el evento de la doble fertilizacion
la que a su vez, resulta en la formacion de un cigoto y de una célula progenitora del
endospermo (West y Harada, 1993, Rao, 1996, Dodeman y col., 1997; Harada, 1999).

Comunmente, el cigoto en las angiospermas se divide transversalmente (Capron y col., 2009)
2002), originando a una célula apical que originara al embrion y una célula basal que dara
origen al suspensor (Goldberg y col., 1994; Rao, 1996; Dodeman y col., 1997; Harada, 1999).
En la mayoria de los casos, el suspensor tiene una funcion temprana en la embriogénesis y
después se degenera durante estadios tardios de desarrollo, encontrandose ausente en la

semilla madura (Yeung y Meinke, 1993).
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Durante la embriogénesis, una sola célula origina a un organismo multicelular funcional
(Berleth y Chatfield, 2002), es durante este proceso que el cigoto atraviesa por una serie de
cambios morfologicos y celulares complejos que dan como resultado la formacion de un
embrién maduro con un eje embrionario con dos polos: el brote y la raiz; y ademas de los
cotiledones, los cuales contienen niveles altos de macromoléculas de almacenamiento como
proteinas y lipidos (West y Harada, 1993). Los eventos que ocurren durante el desarrollo
embrionario establecen la organizacion del cuerpo vegetal (West y Harada, 1993; Goldberg y
col., 1994; Dupree, 1996; Harada, 1999) y preparan al embrion para la latencia y la
germinacion (West y Harada, 1993). En otras palabras, los fendmenos que caracterizan a la
embriogénesis son: (i) la especificacion de los meristemos y el establecimiento del patrén
corporal de brote-raiz, (ii) la diferenciacion de los tipos primarios de tejidos vegetales, (iii) la
generacion de un drgano de almacenamiento esencial para la germinacion de la semilla y el
desarrollo de la plantula, y (iv) el paso del esporofito por un periodo de latencia hasta que las

condiciones sean favorables para el desarrollo post-embrionario (Goldberg y col., 1994).

Dos eventos criticos deben ocurrir después de que la cabeza embrionaria se forma: (i) las
regiones a través del eje longitudinal apical-basal deben diferenciarse la una de la otra y
generar sistemas de 6rganos embrionarios, y (ii) las tres capas de tejidos primordiales del
embrion deben especificarse (Goldberg y col., 1994). Dos de estos eventos deben llevarse a
cabo durante la fase de transicion entre lo que se conoce como el estadio globular y el estadio

acorazonado (Goldberg y col., 1994).

Harada (1999) menciond que en el embrion de una “dicotiledonea”, primero, el cigoto
atraviesa una division asimétrica, produciendo células con diferentes destinos. La primera
division asimétrica en el cigoto origina una célula basal que producira la mayor parte de lo que
se llama el suspensor (Rao, 1996; Dodeman y col., 1997; Harada, 1999) y la hipéfisis (Harada,
1999); y una célula apical que origina al embrion (Rao, 1996; Dodeman y col., 1997; Harada,
1999). En segundo lugar, las divisiones periclinales dentro del estadio de ocho células generan
al primer tejido embrionario, el protodermo (Harada, 1999). Las divisiones subsecuentes en

los embriones globulares producen células elongadas en el centro del embrion que definen el
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tejido del procambium y al tejido del meristemo basal (Harada, 1999). Tercero, en el estadio
globular, la division de la célula situada en la parte superior del suspensor define a una célula
en forma de lente, “la hipofisis”, que origina a una parte del centro quiescente y las células
iniciales de la cofia de la raiz. Cuarto, durante la transicion del estadio globular al estadio
acorazonado de la embriogénesis, divisiones celulares localizadas generan a los cotiledones,
los cuales son 6rganos embrionarios de almacenamiento de nutrimentos. Quinto, llegando al
estadio del torpedo, tanto los meristemos del brote como los de la raiz son estructuras visibles

y organizadas.

Parece que de manera temprana en los embriones de Arabidopsis existen tres dominios, el
apical, central y el basal (Harada, 1999). La region apical se deriva de la parte superior del
embridn en el estadio de ocho células. Aunque el destino celular se determina, generalmente,
por su posicion, la region apical comunmente contribuye al meristemo apical del brote y la

mayoria de los cotiledones (Harada, 1999).

Parte de los cotiledones, el hipocotilo, la raiz, y las células iniciales del meristemo apical de la
raiz se originan de la region central o dominio central, una regién que proviene de la parte mas
baja del embrién en su estadio de ocho células (Harada, 1999). La regién basal origina el
centro quiescente del meristemo apical de la raiz (Goldberg y col., 1994; Harada, 1999), y las
células centrales de la cofia. Las células de la region basal del embridn son descendientes de la
hipofisis, la célula superior del suspensor (Goldberg y col., 1994; Harada, 1999). De esta
manera, los linajes derivados de la célula basal dan origen al suspensor y parte de la regién de
la radicula del eje embrionario (Goldberg y col., 1994).

Conceptualmente, la embriogénesis en plantas puede ser comparable al desarrollo completo en
los animales. Sin embargo, los mecanismos no son similares (Dupree, 1996). Existe evidencia
gue soporta la idea de que los procesos de la division y expansion celular tienen una
importancia especial en las plantas, asociadas muy probablemente a las limitaciones por la
posesion de una pared celular (Dupree, 1996). A diferencia de sus contrapartes (los animales),

las plantas no presentan migracion celular durante el desarrollo, la pared celular se mantiene
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con la célula de por vida, proveyendo de un registro histérico y posicional de los origenes del
desarrollo. Por lo tanto, la formacién del patron en las plantas es en gran medida dependiente
de dos procesos claves en la formacién de la pared: la division celular y la expansion celular
(Dupree, 1996).

El cigoto rapidamente adquiere el potencial para desarrollarse en un embrion y atraviesa por
una serie compleja de cambios morfolégicos y celulares (Rao, 1996). Durante este periodo, se
presentan los mecanismos que establecen la polaridad, existe una diferenciacion de los
sistemas de tejidos (Rao, 1996). Estudios realizados en la especie eudicotiledonea Arabidopsis
thaliana han establecido varios estadios generales que se consideran representativos para todas
las especies que antes se clasificaban dentro de las dicotiledéneas. Estos estadios se han
basado en la forma del embrion y se han denominado: globular, oblongo, acorazonado,
torpedo, estadio cotiledonar y estadio de embrion maduro deshidratado (Dodeman y col.,
1997). Otros autores consideran que los estadios en Arabidopsis pueden ser denominados
como: estadio globular, estadio en forma de corazén, embrion torpedo temprano, embrién

torpedo medio y embrion maduro torpedo tardio (Fig. 4) (Kim y col. 2002).
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Figura 4. Representacion esquematica de los estadios del desarrollo embrionario en Arabidopsis. En la figura se pueden observar los estadios
representativos para esta especie: Cigoto; dos células; embrién globular; embrién en forma de corazén; embrién torpedo temprano; embrién
torpedo medio, embrién maduro torpedo tardio. El cigoto se divide para formar un embrién compuesto por un suspensor filamentoso (S) que
mantiene contacto con los tejidos maternos, y una cabeza embrionaria terminal (CE). El embrién adquiere un color verde en el estadio de
desarrollo en forma de coraz6n cuando inicia la produccidn de clorofila y cloroplastos. El suspensor se degenera durante el estadio en forma
de torpedo. A=célula apical; B=célula basal; C=cotiledon; PD= protodermo; TP= tejido provascular; H=hipocotilo; R=radicula; TE= testa;
EN= endospermo. Madificado de: Kim y col. (2002).

Durante la transicion del estadio globular al estadio cotiledonar el cual coincide con el inicio
del primordio de la raiz, seguido en las “dicotiledoneas” por el primordio apical del brote
(Dodeman y col., 1997), los o6rganos embridnicos y los diferentes tipos de tejidos se
diferencian durante la fase de transicién del estadio globular y en forma de corazén (Goldberg
y col., 1994). En este estadio, la embriogénesis, sensu stricto puede ser considerada como
finalizada (Dodeman y col., 1997). Después de esto, a nivel morfogenético, la actividad
meristematica es disparada al nivel fisioldgico, el proceso del crecimiento, almacenamiento y

la maduracion son iniciadas (Dodeman y col., 1997). Los cambios fisioldgicos, como la
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desecacion y en la mayoria de los casos quiescencia, completan el proceso de la formacion de
la semilla (Dodeman y col., 1997). El fortalecimiento y la lignificacion de los integumentos
del 6vulo originan la formacién de una cubierta dura la cual es necesaria para la conservacion

de la semilla (Dodeman y col., 1997).

Los estadios embrionarios conocidos como: estadio globular, acorazonado (en forma de
corazon), y torpedo son estadios asignados a las especies que antes eran consideradas como
dicotiledoneas. La especie Arabidopsis thaliana ha sido utilizada como modelo para la

descripcion de los procesos de desarrollo en las “dicotileddneas”.

Para la descripcion del desarrollo embrionario en las monocotileddneas, se ha utilizado a las
especies de gramineas como modelo. Algunos autores consideran que de todos los estadios
que se han considerando para lo que se conocia anteriormente como dicotileddneas, las
monocotiledoneas no presentan el estadio acorazonado (Kaplan y Cooke, 1997; Aleman, y
col., 2002) ni el estadio torpedo (Aleman, y col., 2002). Ademas, la terminologia aplicada para
la dicotiledoneas no es utilizada para los embriones de las monocotiledoneas. En la figura 5 se
pueden observar las diferencias entre monocotiledoneas y “dicotiledoneas” en los estadios del
desarrollo embrionario.

En las monocotileddneas se produce un solo cotiledon denominado escutelo, produciendo una
simetria de manera consiguiente en el apice vegetativo caulinar situado a un lado del cotiledén
(coledptilo) el cual se encuentra protegiendo a la plumula; el tejido central del solo cotiledén
tiene conexion con el cilindro central y con el eje del hipoc6tilo (Dodeman y col., 1997)

35



Ocurrencia de embriones dicotiledonares y poliembrionia en

CII\TEJ Agave tequilana Weber var. Azul

DICOTILEDONEAS

Figura 5. Modelos de desarrollo embrionario en dicotileddneas y monocotiledoneas. A) Estadio globular temprano. B y C) Estadios
tempranos en dicotiledéneas. E y F) Estadios tempranos en monocotiledoneas. Planos de simetria vistos en cortes transversales en embriones
de dicotiledoneas (D) y monocotiledoneas (G). Modificado de: Burger (1998).

En el trabajo realizado por Jiu-Huan y col. (2003) sobre la embriogénesis de la
monocotiledonea Zea mays se establece que el embridn del maiz posee una dorsoventralidad y
un dimorfismo en los cotiledones. Durante la etapa tardia del proembrion, la cabeza
embrionaria se desarrolla en dos partes: el vientre y el dorso. El vientre crece del centro del
lado ventral. EI dorso se compone de un area marginal del lado ventral y toda la parte dorsal

de la cabeza embrionaria. Durante el desarrollo temprano del embridn, el vientre se diferencia
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en el coleoptilo, el meristemo apical, el hipocotilo, la radicula y la parte principal de la
coleorriza. Ademas, la emergencia del primordio del hipocotilo y el coleoptilo y las células
iniciales de la radicula ocurre en el eje de la cabeza embrionaria. EIl primordio del coleoptilo
se expande a partir de sus dos extremos hacia la izquierda y la derecha para formar un anillo,
las células iniciales de la radicula se expanden en todas las direcciones para formar una punta
radicular conica. Todas estas actividades morfogenéticas del vientre siguen un patron
simétrico bilateral. EI dorso forma el primordio del escutelo. Después el primordio del
escutelo se expande rapidamente hacia la izquierda, derecha, al frente y la parte trasera,
mientras que se va engrosando como si se tratara de esconder a todos los componentes que se
originan de la parte ventral en la hendidura longitudinal del escutelo. Al final, las bracteas
laterales derechas e izquierdas emergen de los bordes de la hendidura longitudinal y se
expanden hacia la linea central del eje. Como consecuencia, morfolégicamente, la simetria

bilateral de lado ventral se revela enteramente (Jiu-Huan y col., 2003).

Morfogenéticamente, el primordio del coleoptilo y el meristemo apical en el maiz son
similares al coleoptilo (cotiledon apical) del embrién de arroz, asi es que el coleoptilo del
embrion del maiz, puede también ser considerado como un cotileddn apical. El escutelo es un
cotileddn lateral. Estos cotiledones dimorficos del embrién de maiz se originan de la cabeza
embrionaria de manera dorsoventral (Jiu-Huan y col., 2003). Tal y como se acaba de
mencionar para Jiu-Huan y col. (2003) el embrion de maiz presenta dos cotiledones.

Estos autores consideran que los cuatro estadios secuenciales en el desarrollo embridnico del
maiz son los siguientes: 1) estadio proembrionario, este estadio cubre el periodo entre la
primera divisién celular del cigoto hasta la aparicion del dorso y el vientre; 2) el estadio de
diferenciacion rapida del vientre; 3) el estadio de la expansion rapida del escutelo; 4) el
estadio del desarrollo de la bractea lateral (0 el estadio de la formacion de la cubierta

embrionaria) (Fig. 6).
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Figura 6. Secciones longitudinales de cariopses de maiz tefiidas empleando el procedimiento acido periddico de Schiff y fotografiadas. En la
figura se pueden apreciar los distintos estadios embrionarios asignados a maiz. A) y B) Periodo proembrionario; C) Estadio de aparicién del

dorso y el vientre; D) Estadio de la expansién réapida del escutelo; E) El estadio del desarrollo de la bréactea lateral. Barras= 200 mm.
Modificado de Sosso y col. (2012).

En los parrafos anteriores se explicdé como se desarrollan los embriones que se generan de
manera sexual. Sin embargo, se debe recordar que para el caso de las plantas, la embriogénesis
puede ser asexual mediante el desarrollo de un embrion a partir de células sométicas (Rao,
1996; Dodeman y col., 1997). El cigoto es intrinsecamente embriogénico, sin embargo, las
células somaticas no lo son (Dodeman y col., 1997). Las células somaticas requieren de la
induccién de la competencia embriogénica en células que no son naturalmente embriogénicas
(Dodeman y col., 1997). El desarrollo de embriones no cig6ticos puede ocurrir en un rango
amplio de especies vegetales. Dichos embriones somaticos se desarrollan ya sea de tejidos
vegetativos o de los tejidos reproductivos maternos (Rao, 1996). Entre estos embriones
podemos encontrar a los embriones somaticos los cuales pueden ser inducidos en medios
sintéticos suplementados con reguladores de crecimiento vegetal, auxinas y citocinina (Rao,
1996). Dado que la embriogénesis somatica aparentemente sigue los mismos procesos de
desarrollo de los embriones cigoticos y dada la dificultad en el trabajo con embriones
cigoticos, la embriogénesis somatica ha servido para elucidar los cambios morfoldgicos y

procesos moleculares sucedidos durante la embriogénesis cigotica.
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5.10 El desarrollo embrionario en Agave tequilana Weber var. Azul

Solamente se encontro un estudio que de forma detallada explica como ocurre la fecundacion
y el desarrollo del cigoto hasta su primera division celular en A. tequilana. Este estudio fue el
realizado por Gonzélez-Gutiérrez (2013). Toda la informaciéon sobre la fecundacion y la
primera division celular aqui presentada se obtuvo de dicho estudio.

La doble fecundacion (la fecundacion de la célula huevo por un nicleo espermaético y la célula
central por el otro nucleo espermatico) en A. tequilana puede ocurrir a los 3 6 4 d después de
que ocurre la polinizacion. El tubo polinico penetra una de las sinérgidas (la cual degenera) y
descarga los dos nucleos espermaticos al interior del saco embrionario; uno de los nucleos
espermaticos fecunda a la célula huevo, mientras que el otro nucleo espermatico fecunda a la
célula central. Después de formarse el cigoto se puede apreciar que ocurre un alargamiento
(aproximadamente tres veces su tamafio original). Las células del endospermo contintan
dividiendose rapidamente situdndose mayormente en la regién media y calazal del saco
embrionario. El endospermo presenta varias divisiones antes de que el cigoto presente su
primera division. Al octavo dia después de la polinizacion se observa la primera division del
cigoto. Esta division ocurre de forma transversal y da lugar a dos células, una basal y una
apical. La célula apical dara origen a la cabeza embrionaria. Al igual que en el cigoto, el
nacleo de la célula apical del embrién muestra una alta polaridad hacia el extremo calazal.
Esta polaridad resulta en una division asimétrica del embrién por lo que la célula apical es de
menor tamafio a la célula basal presentando un gran nicleo bien definido, mientras que la

célula basal parece estar altamente vacuolada (Fig. 7) (Gonzélez-Gutiérrez, 2013).
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Figura 7. Primera division del cigoto en la especie A. tequilana. En esta primera division se puede observar la formacion de la célula apical y
la célula basal al igual que la polaridad de la célula apical; em=embrién, ca=célula apical, ch=célula basal, hm= haustorio micropilar.
Barra=20um. Fuente: Gonzalez-Gutiérrez (2013).

Hasta la fecha de la realizacién del presente trabajo, no se habia encontrado ningln trabajo que
tratard sobre las distintas etapas del desarrollo embrionario mas allad de la primera divisién
celular del embrion cigético en la especie Agave tequilana. Sin embargo, en el trabajo de
Portillo y col. (2007) acerca de la embriogénesis somatica en esta especie, se puede apreciar
que los embriones somaticos de A. tequilana pueden formarse a partir de una célula
embrionaria la cual presenta granulos grandes de almidén, segin las imagenes, presentadas
por estos autores, parece ser que esta célula sufre una division transversal que tendra como
consecuencia una polarizacion en la estructura embrionaria, en dénde una célula dara origen al
embrion y otra célula dara origen al suspensor. De igual forma, parece ser que la célula apical

presenta otras series de divisiones, algunas en el plano longitudinal hasta que se forma el
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estadio globular, de esté estadio se pasa al estadio de torpedo. En dicho trabajo no se
publicaron imagenes gque presenten ningun otro estadio intermedio entre el estadio globular y

el estadio de torpedo (Fig. 8).

Figura 8. Etapas tempranas de embriogénesis somatica en A. tequilana Weber cultivar Azul. a) Callo formado por células no competentes y
células embriogénicas conteniendo grandes cantidades de granulos de almidén. Barra = 40 um. b) Células embriogénicas polarizadas
conteniendo grandes cantidades de granulos de alimidén Barra= 20 um. c) Estructuras embriogénicas polarizadas resultado de la primera 'y la
segunda division de las células embriogénicas. Barra = 30 um. d) Proembrién de cuatro células con una estructura similar al suspensor. Barra
=10 um. e) y f) Embriones globulares con suspensores vestigiales. Barra = 50 um y 100 um. g) Embrién globular somatico sin suspensor.
Barra = 75 pm. h) Embriones en estadio de torpedo mostrando células iniciales del procambium. Barra = 350 um. i) Acercamiento del
suspensor vestigial del embrién de la imagen h. Barra= 20 um. pzc: Célula polarizada; vc: célula vacuolada; sg: granos de almidén; n: n(cleo;
tw: pared engrosada; eh: cabeza embrionaria; s: suspensor; ac: célula apical; bc: célula basal; ge: embrién globular; vs: suspensor vestigial; p:
protodermo; pc: hebras del procambium; rm: meristemo radicular, am: meristemo apical. Fuente: Portillo y col. (2007).

41



@ Ocurrencia de embriones dicotiledonares y poliembrionia en

CI,\TEJ Agave tequilana Weber var. Azul

5.11 El desarrollo de cotiledones en angiospermas y los estados monocotiledonar vy
dicotiledonar

El cotileddn es un organo terminalmente diferenciado que acumula reservas alimenticias que
son utilizadas por la plantula para su crecimiento y desarrollo antes de que sea

fotosintéticamente activa (Goldberg y col., 1994).

La division formal de la especies de las angiospemas en las clases Dicotyledonae
(dicotileddneas) y Monocotyledonae (monocotiledéneas) fue creada por John Ray en su
Methodus Plantarum Nova en el afio 1862 (Chandler, 2008). Ademas, de otras caracteristicas,
esta division se basaba en el nimero de cotiledones presentes en los embriones maduros (uno
en las monocotileddneas y dos en las dicotileddneas). Durante el desarrollo del embrion de las
angiospermas el cigoto pasa a través de diferentes estadios, el primero es llamado el estadio
globular cuando el embrion estad formado por una esfera de células con una simetria radial
(Fig. 5A). El siguiente estadio se encuentra cuando uno o dos cotiledones se desarrollan cerca
del sitio del meristemo apical del brote (Figs. 5B, 5E). Durante el desarrollo del embrién
monocotiledoneo, el cigoto atraviesa del estadio globular al estadio con simetria bilateral (Fig.
5E) (Fischer y Neuhaus, 1996; Matthys-Rochon y col., 1998, Fischer Iglesias y col., 2001). En
las “dicotiledoneas”, dos cotiledénes se desarrollan y el estadio cambia de un embrion
globular a un embrién en forma de corazén o acorazonado (Fig. 5B), el embrion se elonga
para formar el embrién en forma de torpedo (Fig. 5C). Las monocotileddneas, por supuesto,
no tiene un estadio en forma de corazén debido a que solamente se forma un solo cotiledon
(Leyser y Day, 2002).

Antes de la obtencién de herramientas de estudio molecular, la clasificacion de los seres vivos
se realizaba a través de los caracteres morfologicos. Un caracter morfolégico importante en el
establecimiento de los grupos de angiospermas era la morfologia en los cotiledones de los
embriones. Bancroft (1914) establecio que entre el afio 1829 y el 1832 propuso una
clasificacion que dividio a las angiospermas basandose en las caracteristicas morfoldgicas de
sus embriones en: dicotiledoneas y kryptocotiledoneas. Para este autor las kryptocotiledéneas
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presentaban un subgrupo que contenia solamente a las “Gramineae” y las “Syncotyledonea”.
En las syncotyleddneas se incluia a las Lilieae, Aroideae, Naiadeae, Palmae, Scitamineae,
Nymphaceae y Cycadas. La clasificacion de Agardh se basaba en el hecho de que él
consideraba a los embriones dicotiledéneos como tipicos y a los embriones sincotiledéneos
como derivados de este por la fusion de dos cotileddnes originales. Agardh se refirié a los
pastos como los verdaderos monocotileddneos, el embridn en este caso siendo derivado de un
tipo dicotiledoneo por la supresion de un cotiledon. Si las monocotiledoneas obtuvieron
evolutivamente su monocotiledon de estructuras derivadas de un acervo dicotiledonar,

entonces, esto debid haber sido alcanzado por la sincotilia y la heterocotilia (Bancroft, 1914).

La sincotilia es un concepto empleado para la descripcion de la fusion de dos cotiledones para
formar un miembro (Bancroft, 1914), se puede referir a la fusion parcial o completa de los
cotiledones, tal y como existe en las especies de Calphyllum, Swieetenia, Guarea, y Carapa en
las cuales los cotiledones se encuentran distalmente fusionados (Datta, 1988 en Chandler,
2008). Sargant (1903) propusé una teoria en dénde se establecié que el Unico cotileddn
encontrado en las monocotiledoneas fue primitivamente originado por la fusién de dos
cotiledones. Esta teoria se baso en la estructura vascular de 25 especies de monocotileddneas
pertenecientes a diferentes familias y por el hecho de que algunas especies de dicotiledéenas
pueden presentar una fusion parcial o completa de sus cotiledones. Esta evidencia presentada
por Sargant fue expandida en el trabajo realizado por Haines y Lye (1979), en donde ellos
presentaron evidencia de la sincotilia en embriones pretenecientes a las familias
“dicotiledoneas” Apiaceae (Umbelliferae), Ranunculaceae y Combretaceae. Estos embriones
dicotiledonares pueden presentar una fusion total o parcial, y cuando se presentan, estas
fusiones se asemejan a las encontradas en algunos embriones de monocotiledéneas. El caso
opuesto-especies monocotiledéneas presentando embriones dicotiledonares ha sido reportado
desde el afio 1914 en los géneros Cyrtanthus y Agapanthus; en el afio 1920 en el género

Colocasia (Haines y Lye, 1979).

En el afio 2003, Titova examind los porcentajes de los embriones presentes en la especie

monocotiledonea Agapanthus praecox Willd. con fusion de cotiledones y dicotiledonares (1 y

43



@ Ocurrencia de embriones dicotiledonares y poliembrionia en

CI,\TEJ Agave tequilana Weber var. Azul

6 % respectivamente). Shuma y Raju (1991) consideraron a la especie monotocotiledonea de
la avena silvestre (Avena fatua L.) como una especie con presencia en realidad de dos
cotiledones en lugar de uno, considerando al escutelo del embrién como el primer cotiledon y
al primer primordio foliar como el segundo cotiledon. Al igual, Raju y Steeves (1998)

consideraron a los embriones de la avena silvestre como embriones con dos cotiledones.

En términos hormonales, existen varios estudios que han resaltado el papel de las auxinas en la
formacion de los cotiledones durante el desarrollo embrionario. El cotileddn es el primer
organo que se forma durante la embriogénesis de las plantas (Madishetty y col., 2006).
Después de la germinacion, el cotiledon mantiene el crecimiento de la plantula hasta que la
plantula se convierte en fotosintéticamente competente. La formacién normal de los
cotiledones es comunmente interrumpida en mutantes de Arabidopsis defectuosos en el

transporte polar de auxinas (Madishetty y col., 2006).

La distribucion de las auxinas en los embriones se encuentra relacionada con el desarrollo de
los cotiledones (Fig. 9). El término auxina se refiere a cualquier miembro de un grupo de
moléculas pequefias relacionadas quimicamente y el cual incluye al &cido indolacético y al
acido indolbutirico (Jenik y Barton, 2005). Existen varios cientos de genes que son regulados a
nivel transcripcional por las auxinas (Goda y col., 2004; Nemhauser y col., 2004 en Jenik y
Barton, 2005). Entre la amplia variedad de productos génicos regulados por las auxinas, se
encuentran aquellos relacionados con la elongacion celular (Jenik y Barton, 2005). La auxina
es transportada de su lugar de sintesis a su lugar de accién por un mecanismo transcelular
(Jenik y Barton, 2005). Se cree que la auxina extracelular es transportada a través de la
membrana y dentro de la célula por la proteina AUX1. Al igual, se cree que proteinas de la
membrana de la familia PIN juegan un papel importante en la excrecion de la auxina de la
célula (Blilou, 2005; Jenik y Barton, 2005)
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Figura 9. Transporte de auxinas relacionado con eventos tempranos en el patrén de desarrollo embrionario en Arabidopsis. A) Embrién
temprano de Arabidopsis, el cual consiste en una célula apical (ac) y una célula basal (bc). Las flechas verdes indican la direccion del
transporte de auxinas; el punteado indica las regiones con altos niveles de auxinas. B) Embrién en estado de ocho células. (EI nimero de
células empleado para establecer el estadio del embridn refleja el nimero de células en el linaje apical celular). EI dominio apical (da) y el
dominio central (dc) ambos derivados de la célula apical y cada uno consiste en cuatro células. EI dominio basal (db) se deriva de la célula
basal. C) Un estadio del6 células, embrién temprano globular. D) En un embrién en estadio globular de 32 células, el transporte de las
auxinas ha cambiado de direccion (flechas verdes), y las auxinas ahora se acumulan en el linaje hipofiseal. El linaje hipofiseal se deriva de la
hipdfisis (h) —la célula del suspensor més cercana a la cabeza embrionaria. Este linaje origina a una porcién del meristemo radicular,
especificamente el centro quiescente y la columnela central con células madres asociadas. E) Un embrién en estadio transicional (transicional
entre el estadio globular y el estadio acorazonado). El transporte de la auxina en el dominio apical se dirige hacia el centro del primordio
cotiledonar (cot). F) Un embrién en un estadio temprano en forma de corazén, mostrando la emergencia de los cotiledones y una hendidura en
donde el meristemo apical de brote (MAB) se formara. El color gris indica las regiones del desarrollo vascular. Modificado de: Jenik y Barton
(2005).
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Existen mutantes en la especie eudicotiledonea Arabidopsis thaliana que presentan en sus
embriones un crecimiento fusionado de sus dos cotiledones. Aida y col. (1997) observaron que
el mutante del cotiledon en forma de copa (cup-shaped cotyledon mutant) en la especie
Arabidopsis thaliana consistia de dos cotiledones que estaban fusionados y que las secciones
transversales de estos mutantes demostraron que habian conservado las mismas cuatro capas
de tejidos observadas en los cotiledones de tipo silvestre, sugiriendo que las mutaciones dobles
CUC1 y CUC2 no afectan la diferenciacion de los tejidos en los cotiledones, sin embargo, las
plantulas de estos mutantes carecieron completamente de los meristemos apicales del brote.
Los mutantes “simples” CUC1 y CUC2 presentaron plantulas normales pero algunas de estas
fueron plantulas tipo corazon, cuyos cotiledones se encontraron fusionados en un lado (0.49 %
para CUCL y 0.53 % para CUC2). La estructura en forma de copa se forma como una
estructura fusionada a partir del estadio temprano del desarrollo del cotileddn y no por una
fusion posterior de dos cotiledones (Aida y col., 1997).

De acuerdo a lo investigado por Jenik y Barton (2005), la auxina juega un papel importante en
el desarrollo de los cotiledones. Los dos cotiledones y el meristemo apical del brote se
desarrollan a partir de la mitad apical del embrion globular (Fig. 10). Durante el estadio
globular tardio, los primordios de los dos cotiledones crecen rapidamente a diferencia de la
region de la hendidura entre los cotiledones la cual crece de manera lenta; esto ocasiona que se
forme la figura en forma de corazon (Jenik y Barton, 2005). Los genes CUC parecen estar
relacionados con la auxina. En las zonas del meristemo y las zonas intercotiledonares
presentan bajos niveles de auxina y altos niveles de CUC a diferencia de las zonas
cotiledonares en donde existen altos niveles de auxinas y bajos niveles de CUC (Fig. 8) (Jenik
y Barton, 2005)
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Figura 10. Particion del dominio apical en el meristemo apical de brote y los cotiledones. A) Embriones de Arabidopsis en estadio de
transicion y estadio acorazonado temprano mostrando la direccion del transporte de la auxina (flechas) y la particion del embrién en los
dominios cotiledonarios (en verde) y los dominios del meristemo (en anaranjado). B) secciones transversales (como en A) a través del
dominio apical del embrion tipo silvestre, mostrando la region que se desarrollara en el meristemo apical de brote (en anaranjado oscuro), las
zonas intercotiledonarias (en anaranjado claro) el dominio adaxial (en la parte superior) del cotiledén (verde oscuro) y el dominio abaxial
(parte inferior) de los cotiledones (verde claro). EI meristemo y las zonas intercotiledonares tienen niveles bajos de auxinas y altos niveles de
CUC, mientras que lo opuesto se encuentra en el primordio del cotiledén. C) Seccién transversal del dominio apical de un mutante del
cotiledén en forma de corazén CUC1 y CUC2. No se origina separacion alguna entre los cotiledones y no se origina el meristemo apical de
brote en la region central del embrién. D) Seccién transversal del dominio apical de un embrién PIN PID. Estos embriones carecen del PIN1
transportador de auxinas. También carecen de la PID quinasa la cual parece ser responsable de posicionar a PIN1 en el lado apical de la
célula. La ausencia de altos niveles de auxinas en el primordio del cotiledén en estos embriones permite la acumulaciéon de CUC a través del
dominio apical, previendo asi el crecimiento del cotiledon. Modificado de: Jenik y Barton (2005).
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También, el papel de las auxinas ha sido estudiado en embriones de trigo (una especie
monocotiledonea). En el estudio realizado por Fischer-lglesias y col. (2001) en el cual se
monitore6 el patron de movimiento y distribucion de un analogo de la auxina, el [3H], 5-
N3IAA, se encontr que existe un cambio en la distribucion de este andlogo dentro de los
embriones vinculado con el cambio del estadio de crecimiento radial al del crecimiento

bilateral en el embrion.

De acuerdo a sus estudios en embriones de trigo Fischer-Iglesias y col. (2001) concluyeron
que la difusién y la posibilidad de un transporte activo mutildireccional de la auxina ocurre en
los embriones radialmente simétricos a partir de la parte mas interna y baja del embrion hacia
el protodermo. En embriones bilateralmente simétricos, ocurre un cambio en el transporte de
la auxina en donde la auxina es transportada de las capas celulares internas hacia las capas
celulares externas, apreciandose asi, un transporte mediante exportacion para la reduccién de
la concentracion enddgena de auxina o un transporte hacia regiones embrionarias especificas
(hacia el escutelo, o hacia el meristemo del brote ya sea hacia un transporte activo polarizado
de manera unidireccional o de manera bidireccional a partir de la parte mas interna y baja del
embrion hacia el escutelo. Ademas, estos autores mencionaron que no se detectaron sefiales de
presencia de la auxina en las capas celulares externas del apice del brote, lo cual sugiere dos
posibilidades: que no ocurre un transporte hacia el meristemo del brote o que durante el
cambio de simetria las células del apice del brote han adquirido la habilidad para liberar o
exportar la auxina. Por Gltimo, estos autores asumieron como un sitio supuesto de sintesis de

auxina a la parte baja del embrion (Fig. 11).
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Figura 11. Modelo de la distribucion de la auxina y su transporte en embriones de trigo. a) Transporte unidireccional polar de la auxina hacia
el escutelo. b) Transporte bidireccional polar de la auxina hacia el escutelo y el meristemo apical del brote. Flechas negras: vias del transporte
polar de la auxina; flechas grises: difusion y posiblemente transporte activo de la auxina; ce: cabeza embrionaria; r: raiz embrionaria; es:
escutelo; mb: meristemo del brote; su: suspensor. Modificado de: Fischer-Iglesias y col. (2001)

La especie Agave tequilana Weber var. Azul es una especie angiosperma monocotiledénea, la
cual por definicion deberia presentar embriones con un solo cotiledon, y los cuales a su vez,
deberian atravesar solamente por los estadios globular y estadio de simetria bilateral. Ademas,
cada una de las semillas de esta especie deberia presentar solamente un embrién. Sin embargo,
tal y como fue presentado anteriormente pueden existir excepciones a estos supuestos. En este

trabajo se exponen algunas excepciones para el caso de Agave tequilana Weber var. Azul.
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6. METODOLOGIA

Para la observacion de las caracteristicas morfoldgicas y la ocurrencia de los fendmenos de
poliembrionia y la presencia de un cotiledén, dos cotiledones o cotiledones fusionados en
embriones cigoticos de A. tequilana, se realizo la extraccion de embriones de semillas
inmaduras provenientes de diversas paniculas que fueron colectadas a partir de individuos
provenientes de plantaciones de seis localidades de los estados de Jalisco y Nayarit, México
durante los afios 2008 y 2009. Los frutos fueron colectados entre 30 y 40 dias después de la
polinizacion (aproximadamente) y fueron seleccionados de manera aleatoria, las semillas de
cada fruto fueron extraidas al igual que los embriones dentro de cada semilla. Todos los frutos
fueron enjuagados empleando agua corriente. Ademas, los frutos fueron desinfectados
utilizando una solucién 3 % de hipoclorito de sodio durante 10 min y enjuagados tres veces

con agua destilada y/o sumergidos en alcohol para ser flameados.

Los embriones fueron extraidos de las semillas inmaduras y observados a través de un
microscopio de diseccion. La posicién del embrién dentro de la semilla fue registrada
considerando las siguientes orientaciones (micropilar, calazal, lateral). De igual manera, la
ocurrencia de poliembriones fue registrada. Ademas de estas observaciones, se registro el
estadio del embrion y se analiz6 la morfologia de los cotiledones clasificando al embrién

como: monocotiledonar, fusionado y dicotiledonar.

Los embriones extraidos fueron cultivados para su posterior maduracion y germinacion en
cajas desechables de Petri estériles (100 x 15 mm) las cuales contenian 25 mL de medio de
cultivo para expresion MS modificado (NH4NO3 reducido a 5 mM; Concha y col., 1990),
suplementado con vitaminas L2, 500 mg L™ L-glutamina (Sigma Chemical G-3202), 250 mg
L™ de hidrolizado de caseina (Sigma Chemical C-7290; Santacruz-Ruvalcaba y col., 1998) y

sin reguladores de crecimiento. La evolucion de los embriones cultivados fue observada
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durante un periodo de 60 d a partir de la extraccion de los mismos de la semilla. Los

embriones cultivados fueron observados a través de un microscopio de diseccion.

Se realizaron observaciones microscépicas de embriones encontrados en estadios tempranos
de desarrollo bajo microscopios de luz con la finalidad de conocer el origen de los embriones
gemelos. Algunos embriones fueron extraidos al igual que el endospermo que los rodeaba y
fueron fijados en una solucion de FAA (5 % formaldehido, 5 % &cido acético, 50 % etanol)
por mas de 48 h y fueron deshidratados paulatinamente (etanol 30 %, etanol 50 % Yy etanol 70
%) hasta encontrarse en una solucion de etanol al 70 %. Los embriones fijados y deshidratados
fueron enviados al Laboratorio de Desarrollo en Plantas del Departamento de Biologia
Comparada de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autdnoma de México para la
elaboracion de preparaciones histologicas y muestras para la observacion en microscopia
electronica de barrido. Para la observacién histolégica, las muestras fueron montadas y se

analizaron utilizando la técnica de tincion Hematoxilina-Safranina (Lépez-Curto, 2005).

Algunos embriones fueron extraidos y clarificados en fresco empleando la solucién Hoyer (7.5
g de goma ardbiga; 100 g hidrato de cloral; 5 mL glicerol; 30 mL agua destilada) (Liu y
Meinke, 1998). Estos embriones fueron observados a través de microscopio éptico.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Poliembrionia

Un total de 1,164 semillas y sus embriones fueron observados. De estas semillas, el 2.2 %
presentaron poliembrionia (gemelos). La mayoria de estos gemelos (a excepcion de un caso de
gemelos) se encontraron de manera adyacente (Fig. 12a) uno del otro, sugiriendo un origen
por fision monocigdtica, o por apomixis mediante el desarrollo de un embrién a partir de una
sinérgida. Esta Ultima posibilidad se sugirié a partir de que en la mayoria de los casos un
embrion era mas pequefio que el otro, y debido a que en afios anteriores se pudo observar la
ocurrencia de un embrion albino creciendo de manera adyacente a un embrion con produccién
de clorofila (Fig. 12b). Una caracteristica que a simple vista puede sugerir la presencia de
poliembriones haploides es precisamente la diferencia de tamafios entre estos (Dunwell,
2010). Para el caso de los cereales, los embriones haploides originados a partir del cultivo de
anteras o microsporas pueden presentar una alta incidencia de albinismo (Dunwell, 2010). Sin
embargo, durante el desarrollo del presente trabajo de investigacién se pudo comprobar el
nivel de ploidia debido a que los embriones gemelares mas pequefios no sobrevivieron a las

condiciones de cultivo in vitro.
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Figura 12. Poliembriones en semillas de A. tequilana var. Azul. a) Poliembriones gemelares extraidos de semillas de A. tequilana y
cultivados in vitro; si= embrion posiblemente desarrollado a partir de una sinérgida, ci= embrién desarrollado a partir de cigoto. Barra = 2
mm. b) Poliembriones gemelares germinando en una semilla A. tequilana; si=embrién albino desarrollado muy probablemente a paritr de
sinérgida, ci= embrién fotosintético desarrollado a partir de cigoto. Barra= 4 mm.

Se analizaron un total de 1190 embriones de los cuales 1187 presentaron la ubicacion esperada
para los embriones cigdticos —una ubicacion en la zona micropilar. La excepcion fueron tres
embriones uno que presentd una posicion lateral (Fig. 13) y dos presentando una posicion
calazal. La posicion calazal de los embriones sugiere un origen de embriones por apomixis a

partir de antipodas y embrionia adventicia a partir de células nucelares.
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Figura 13. Embrion adventicio. N=zona nucelar, S= suspensor, CE= cabeza embrionaria. Barra = 100 p

Se observaron poliembriones en dénde uno se encontrd en la orientacién micropilar y otro en
orientacion calazal sugiriendo la formacion de un embrién sexual y un embrion posiblemente

a partir de antipodas (Fig. 14).
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Figura 14. Poliembriones. EAn= Embrién posiblemente por desarrollo de antipodas; Eci=Embrién posiblemente por desarrollo de cigoto.
Mi= Zona micropilar, Ca= Zona calazal. Barra = 200 p

A través de microscopia electrénica de barrido se pudo observar la presencia de gemelos
presentando una fusion parcial por el hipocotilo. Esto ultimo demuestra que en A. tequilana un

mecanismo probable de formacion de gemelos es a partir de la fision monocigética (Fig. 15).
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Figura 15. Poliembriones de A. tequilana por fision monocigética. a) Dos embriones (E1, E2) presentando fusion en el hipocotilo. Barra =
100 p. b) Acercamiento de la fusion en el hipocotilo. Barra = 10 p.

Se encontraron dos embriones globulares bien definidos adyacentes uno al otro presentando
una union basal y compartiendo un suspensor, mostrando un proceso de poliembrionia por

fisibn monocigotica (Fig. 16).
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Figura 16. Poliembriones (E1, E2) de A. tequilana por fision monocigética compartiendo un mismo suspensor (S) Barra =50 p.

En otro caso, se encontraron a embriones gemelos en estadio globular presentando cada uno su
propio suspensor, la posicion de los embriones sugiere un posible proceso de formacion de
poliembriones a través de gemacion del suspensor, una fisibn monocigotica temprana o
desarrollo de otro embrion a partir de sinérgida (Fig. 17). En el afio 2012 Ruvalcaba-Ruiz y
col. reportaron la presencia de embriogénesis secundaria a partir de la region radicular de un

embrion primario en la embriogénesis somatica de A. tequilana.
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Figura 17. Poliembriones. En la imagen se puede dinstinguir a dos cabezas embrionarias (CEE1, CEE2) cada una con un propio suspensor
(S21, SE2). Barra = 200 p.

Durante este estudio, no se pudo observar duplicacién de sacos embrionarios debido a la etapa

de desarrollo en la que se encontraron los embriones.

Las evidencias presentadas en el presente estudio sugieren que los procesos de poliembrionia a
partir del suspensor, fision monocigotica, desarrollo de embriones a partir de antipodas y
sinérgidas y a partir de la nucela podrian ser los responsables de la poliembrionia en la especie

A. tequilana Weber var. Azul.

También, se pudo observar la presencia de meristemos adventicios en los embriones y

plantulas A. tequilana (Fig. 18).
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Figura 18. Embrion y plantula con meristemos adventicios. a) corte histolégico mostrando dos meristemos adventicios (mea) en la parte
dorsal del embrién. Barra= 0.5 mm b) Plantula de A. tequilana presentando un meristemo adventicio en la zona superior de una hoja y del
cual emerge otra hoja. Barra= 5 mm.

Ademas de estas observaciones se pudieron observar variaciones en algunos embriones. El 0.3
% de los embriones observados presentaron dos meristemos radiculares (Fig. 19). Algunos

embriones presentaron deformaciones en la estructura cotiledonar 0.6 %.
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Figura 19. Embriones con dos meristemos radiculares. A) Embrién con dos meristemos radiculares (MR1, MR2), b) Embrién con dos
sistemas radiculares (MR1, MR2), Barra = 3 mm.

7.2 Embriones dicotiledonares, fusionados y monocotiledonares

Un descubrimiento importante y el cual no fue encontrado como reportado, para ninguna
especie de monocotileddnea, en la bibliografia disponible hasta la fecha de elaboracién de este
proyecto, fue encontrar embriones presentando el estadio en forma de corazén (Fig. 20). Cabe
hacer mencion que este estadio se supone exclusivo de las “dicotiledoneas” y que por
definicion no deberia presentarse en una monocotiledonea como Agave tequilana Weber var.
Azul. Si bien si se han reportando casos extraordinarios en dénde monocotiledoneas presentan
dos cotiledones, el estadio en forma de corazon como tal no fue encontrado en la bibliografia
disponible al momento de la realizacion del presente trabajo de investigacién, siendo asi el
primer registro del estadio en forma de corazon para A. tequilana y para otras

monocotiledéneas.
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No solamente se encontr6 a embriones en forma de corazon, sino a embriones en estados mas
avanzados de desarrollo que presentaban dos cotiledones. Ademas de este hallazgo se pudo
observar, la presencia de embriones que presentaban dos cotiledones fusionados, al igual que
embriones que presentaron un solo cotileddn. Los porcentajes de embriones dicotiledonares y

fusionados es alta en esta especie.

Del total de embriones analizados, el 4 % presentd dos cotiledones (0 embriones
dicotiledonares) (Figs. 20b, 21a), el 44 % de embriones presentaron lo que fue considerado
como dos cotiledones fusionados (Fig. 20b), el 51 % presentd un solo cotiledon (Figs. 20a,

21c) y un 0.3 % presentd malformaciones.

Figura 20. Embriones monocotiledonares y dicotiledonares en A. tequilana. a) Embrién monocotiledonar (un solo cotiledén: C1) en el
estadio torpedo. Barra = 0.5 mm. b) Embrién dicotiledonar (dos cotiledones: C1, C2) en estadio en forma de corazén. Barra = 0.5 mm
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Figura 21. Embriones monocotiledonares, fusionados y dicotiledonares en A, tequilana. a) Embrién dicotiledonar (dos cotiledones: C1, C2)
b) Embrién fusionado (dos cotiledones: C1, C2; zona de fusién Zf). ¢) Embrién monocotiledonar (monocotiledén: mc). Barra = 0.5 mm.

Mediante la observacion de los embriones monocotiledonares considerados como normales
para esta especie, se sugiere que los estadios de desarrollo embrionario en A. tequilana podrian
ser considerados como intermedios a los estadios embrionarios de la especie “dicotiledonea”
Arabidopsis thaliana y la especie monocotiledonea Zea mays. ES por esto que en este trabajo
se asignan los siguientes estadios embrionarios para la especie A. tequilana: estadio globular,

estadio simetria bilateral y estadio torpedo (Fig. 22)
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Figura 22. Estadios en embriones monocotiledonares de A. tequilana.pa= polo apical, pb= polo basal. a) Estadio globular. Barra 100 um. b)
Estadio simetria bilateral. Barra 100 pm. c) Estadio torpedo. 100 pm.

En A. tequilana el meristemo apical se localiza en la zona ventral mientras que el cotiledon se
desarrolla de manera dorsal y en ambos lados del meristemo apical (Fig. 23). La presencia de
dos cotiledones y cotiledones fusionados en esta especie sugieren que el Unico cotiledon de

esta especie pudo haber evolucionado a partir de dos cotiledones (Figs. 24 y 25).
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Figura 23. Embriones monocotiledonares de la especie A. tequilana. a) Embrién estadio simetria bilateral, en el que se observa la zona del
meristemo apical del brote (ma); el suspensor (s), y el Unico cotiledén (co) el cual se desarrolla de manera lateral y dorsal a la zona del
meristemo apical del brote; Barra = 0.5 mm. b) Embrion en estadio simetria bilateral, en él se observa el cotiledon y la zona radicular; Barra=
1mm.. c) Embrién en estadio torpedo, se puede observar la radicula (r) y el brote; Barra= 3 mm.
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Figura 24. Embriones de A. tequilana presentando dos cotiledones (co) fusionados. a) Embrion en estadio torpedo, Barra 0.5 mm. b) Embrion
con desarrollo de clorofila en estadio torpedo, Barra = 1 mm. c¢) Embrién presentando de forma resaltada los dos cotiledones y la linea de
fusién (If); se puede observar la zona del meristemo apical del brote (ma) y el suspensor), Barra = 0.5 mm.

Al observar los embriones de A. tequilana y compararlos con las iméagenes de embriones de
otras monocotiledéneas, se considera que esta especie presenta un patron de desarrollo

embrionario intermedio entre las “dicotiledéneas” y monocotiledoneas (Figs. 22 y 23).

De acuerdo a lo establecido con relacién a la sincotilia, se considera en este trabajo que el
desarrollo del cotiledén en la especie A. tequilana se desarrolla a partir de un aparente

crecimiento fusionado de dos regiones cotiledonares.

Se descarta la posibilidad de que en los casos de embriones en estadio en forma de corazon se
trate de un proceso de fisiébn monocigética ya que en ninguno de los casos se pudo observar a
embriones con dos meristemos. Por lo tanto se descarta la posibilidad de que se traten de

gemelos fusionados.
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Monocotiledonar

Dicotiledonar

Figura 25. Embriones en Agave tequilana Weber var. Azul. a) Embriones monocotiledonares germinados; co= monocotiledén; Barra= 5 cm.
b) Embrién de A. tequilana presentando dos cotiledones (c1, c2) y mostrando claramente la similitud con el estadio torpedo temprano de la
“dicotiledonea” Arabidopsis thaliana; Barra= 1 mm; ¢ y d) Embriones dicotledonares de A. tequilana mostrando un estadio similar al estadio
de torpedo tardio de la especie Arabidopsis thaliana, Barra= 4 mm.

En embriones dicotiledonares (con dos cotiledones) y en embriones con un solo cotiledén se
pudo observar la presencia de un haz vascular que se bifurca sugiriendo que el solo cotiledén

presente en A. tequilana se forma a partir del proceso de sincotilia (Fig. 26).
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Figura 26. Embrién monocotiledonar de A. tequilana clarificado con solucién Hoyer. En esta figura se muestra como un un solo haz vascular
(hv) en la zona basal se bifurca a partir de la zona del meristemo apical. Esta division de un solo haz vascular en dos sugiere que la formacion
del dnico cotiledén en A. tequilana se forma a partir del proceso de sincotilia. Barra= 100 pm.

Agave tequilana es la especie empleada en la elaboracién del tequila. Las practicas de cultivo
del tequila se han enfocado principalmente en la reproduccion vegetativa de los genotipos que
presentan las caracteristicas deseadas para la industria tequilera. Los individuos de este estudio

provinieron de campos de cultivo de esta industria.
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Al considerar las caracteristicas de la reproduccion sexual en A. tequilana se puede decir que
este tipo de reproduccion para esta especie puede presentar algunas desventajas. Escobar-
Guzman y col. (2008) demostraron que la autopolinizacion no es un método eficiente en A.
tequilana. Ademas, estos mismos autores encontraron una relacion inversa entre el nimero de
semillas producidas y el namero de semillas con la capacidad para germinar. AlGn mas, el
porcentaje de granos de polen no viables en esta especie es alto (42 %) y esto posiblemente
sea causado por un comportamiento meiotico aberrante (Ruvalcaba-Ruiz y Rodriguez-Garay,
2002).

A. tequilana pertenece al subgénero Agave, y éste subgénero ha producido de manera general,
caracteristicas reproductivas que le confieren mayores dificultades en su reproduccion sexual.
Las especies del subgénero Agave han evolucionado hacia el monocarpismo y asignan una
gran cantidad de recursos a sus estructuras florales, las caracteristicas de estas estructuras se
asocian a la polinizacion por murciélagos (Rocha y col. 2006). Se ha especulado que la
polinizacién por murciélagos ha sido la mayor fuerza en la evolucion de este género (Rocha y
col., 2006). Sin embargo, la polinizacion por murciélagos no es un sistema confiable (Fleming,
2001). A pesar de todas estas dificultades aparentes en la reproduccion sexual, algunos agaves
parecen sobrellevar la incertidumbre de la disponibilidad de polinizadores mediante el cambio
de una reproduccién sexual a una reproduccion asexual. Arizaga y col. (2000) encontraron que
cuando la especie A. macroacantha se somete a tratamientos de exclusion de polinizacion se
producen menos frutos, y que en estos casos se dispara la produccion de bulbilos. Molina-
Freaner y Eguiarte (2003) sugirieron que en la especie A. angustifolia la propagacion
vegetativa podria ser mas importante que la reproduccion sexual en poblaciones localizadas

cerca de los limites de el rango de forrajeo de los murciélagos nectarivoros.

Una baja produccion de frutos también estd relacionada con limitacion de recursos
nutrimentales por parte de la plantas maternas (Udovic y Aker, 1981; Flemming 2001) o
debido a limitantes en la polinizacién (Flemming, 2001). Diferentes estudios, han reportado
producciones bajas de frutos en especies de la familia Agavaceae (Udovic y Aker, 1981,
Rocha y col., 2005; Rocha y col., 2006, Escobar-Guzman, 2008) A. tequilana es una de las
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especies reportada como baja productora de frutos (Escobar-Guzman, 2008). Parece ser que
una baja produccién en los frutos es una caracteristica comun en la familia Agavaceae. Las
consecuencias ecoldgicas y evolutivas en una produccion baja de frutos quiza no sean muy
claras, sin embargo, algunos estudios han demostrado que cuando los principales
polinizadores son una limitante mecanismos reproductivos alternativos pueden evolucionar
(e.g. un cambio de una polinizacidn especialista hacia una generalista) (Fleming, 2001), y el
cambio de una reproduccion sexual hacia una reproduccion vegetativa (Molina-Freaner y
Eguiarte, 2003). En Agave macroacantha, la produccion de bulbilos es considerada como un
seguro contra las fallas en la reproduccion sexual (Arizaga y Ezcurra, 1995) y los mismo

ocurre en A. tequilana.

Lo anterior, se podria relacionar con la poliembrionia ya que este Gltimo proceso ha sido
hipotetizado como un mecanismo que contrarresta los efectos en una baja produccién de
embriones, y ha sido considerado como una adaptacion probable a las condiciones limitantes
en el éxito en la polinizacion o a ambientes con una gran variabilidad en condiciones

climéticas y depredacién (Ditommaso y col., 2005).

Existe la posibilidad de que la produccion de poliembriones en A. tequilana sea una estrategia
evolutiva para contrarrestar los efectos ocasionados por una baja produccién de semillas. Sin
embargo, no existen datos que demuestren el éxito en la supervivencia de los poliembriones.
Sin embargo, las actuales précticas de manejo y cultivo de esta especie no permiten determinar

si la produccidn de poliembriones es una estrategia reproductiva.

Al considerar las caracteristicas sexuales presentes en A. tequilana, y vincular estas
caracteristicas con la presencia de poliembriones surgen algunas preguntas. ¢Podria ser la
poliembrionia encontrada en A. tequilana un mecanismo para contrarrestar las pérdidas de
embriones debido a las fallas en la fecundacion o a otras amenazas ambientales?, ;podria ser
un mecanismo que trate de evitar el desperdicio de recursos cuando la polinizacion ha fallado?
Para poder contestar estas preguntas es necesario realizar estudios con especies

filogenéticamente cercanas a A. tequilana para determinar si en el género Agave, la
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poliembrionia podria ser una estrategia reproductiva que permita contrarrestar los efectos

negativos por una baja produccién de semillas.

Desde el punto de vista hormonal, la poliembrionia en A. tequilana podria estar influenciada
por el transporte de las auxinas. Las auxinas han sido vinculadas con varios procesos en el
desarrollo vegetal como: el desarrollo del ovario (Zhang y O’Neill, 1993), la dehiscencia de
las anteras y la maduracion de los frutos (Sunberg y @stergaad, 2009), la simetria bilateral en
los embriones de las monocotileddneas (Fischer-Iglesias y col., 2001) y dicotiledoneas (Liu y
col., 1993), el desarrollo del eje basal apical en los embriones (Jenik y Barton, 2005), el
desarrollo de las hojas y las flores (Cheng y col., 2007), y la formacién del patron vascular
(Scarpella y col., 2006). Las auxinas no solamente regulan el crecimiento sino que parece que
dictan el futuro de la célula (Jenik y Barton, 2005). Existe un patrén dindmico y cambiante en
la acumulacion de las auxinas durante el desarrollo embrionario, las auxinas pueden ser
transportadas de su sitio de sintesis a su sitio de accion (Jenik y Barton, 2005), y su
distribucion polarizada y el transporte de auxinas es conocido como el transporte polar de
auxinas. Fischer y col. (1997) encontraron que poliembriones siameses se desarrollaron de
embriones normales cultivados in vitro cuando fueron tratados con inhibidores del transporte
polar de las auxinas. En otros estudios, se observd la presencia de embriogénesis por un
desarrollo espontaneo de embriones a partir del suspensor y fision del embrién cig6tico en
maiz cuando las cariopses habian sido tratadas con acido 2-4 diclorofenoxiacético (2,4-D) en

el segundo dia después de la polinizacién (Erdelska y Vidovencova, 1992).

Estos descubrimientos previos sugieren que la concentracion de la auxina y la distribucion de
esta molécula podria ser la principal responsable en la formacion de poliembriones. Una
posible anormalidad en la concentracion de las auxinas durante los primeros estadios de
desarrollo embrionario y la modificacion en el mecanismo del transporte polar de auxinas

podria ser la responsable del fendmeno de poliembrionia en A. tequilana.

En los experimentos realizados por Jedrzejczyk y Nowaczyk (2009) se investigo el efecto de

reguladores de crecimiento en la induccién de semillas poliembriénicas mediante el
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tratamiento de los botones de las flores con auxinas y citocininas. Lo que parece interesante
acerca de sus hallazgos es que los reguladores de crecimiento aumentaron la frecuencia de
gemelos en semillas y que redujeron la cantidad de semillas por fruto. En flores de orquideas,
la diferenciacion y el desarrollo del 6vulo dependen de la polinizacion, y se ha especulado que
la auxina puede ser un elemento en la sefializacion quimica entre el desarrollo del 6vulo y el
gametofito masculino (Zhang y O’Neill, 1993). Ademas, Sundberg y @stergaard (2009)
citaron informacién que relaciona la distribucion asimétrica de la auxina con la distribucién
precisa de los ocho nucleos encontrados dentro del gametofito femenino. Es por esto Gltimo
que se concluye que la distribucion de la hormona auxina puede estar jugando un papel

importante en la reproduccién de A. tequilana.

Erdelska y Vidovencové (1992) encontraron reportes de poliembrionia en maiz, mencionando
que la frecuencia de embriones multiples dependia del genotipo y no excedia normalmente al
0.1 %, pero que la frecuencia podria llegar hasta los 25.3 % o inclusive el 75% en genotipos

apomicticos de maiz.

A pesar de lo afirmado por Leyser y Day (2002) acerca de que las monocotiledéneas no
presentan el estadio en forma de corazdn, segun lo encontrado a través del presente trabajo de
investigacion, la especie monocotiledénea A. tequilana Weber var. Azul no siempre cumple
con lo afirmado por Leyser y Day (2002). Tal y como fue mencionado anteriormente en esta
especie se encontraron embriones presentando el estadio en forma de corazon caracteristico de

lo que antiguamente se conocian como dicotiledoneas.

La presencia de embriones dicotiledonares, con fusion de cotiledones, y monocotiledonares,
en A. tequilana permite que resurja una vieja pregunta ¢el Unico cotiledén encontrado en las
monocotiledoneas se origina de la fusion de dos cotiledones? La habilidad de las plantas
monocotiledoneas de formar dicotileddneas origina la pregunta de un gran significado tedrico

en conexion con el problema del origen monocotiledonar (Titova, 2003)

La mayoria de las plantas con semillas presentan dos cotiledones, siendo este un caracter

ancestral a la monocotiledonia; sugiriendo que el estado monocotiledonar es derivado (una
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apomorfia) (Chandler, 2008). Existen distintas teorias alternativas: el solo cotiledon de las
monocotiledoneas pudo haberse derivado de la fusion de dos cotiledones, o la dicotilia puede
haber sido una duplicacion evolutiva de un o6rgano o un evento de fision del estado
monocotiledonar (Chandler, 2008). Alternativamente el estado monocotiledonar pudo haberse
originado de la pérdida o supresion de los dos cotiledones y una subsecuente innovacion
apomorfica, o una subespecificacion funcional, en donde un cotiledén retard6 su desarrollo
para formar la primera hoja de la plumula y el otro mantuvo su posicion y funcion como
cotiledon (Chandler, 2008).

Agardh (1829-1832) establecidé que para él los embriones dicotiledonares eran lo que él
considerd como tipicos, y agrupé en distintas clasificaciones a las plantas de acuerdo a lo que
él consider6 como dicotiledonares reales, un grupo especial otorgado para las gramineas y las
sincotiledonares en donde clasificaba a los grupos pertenecientes a las familias Lilieae, para él
este Ultimo grupo se habia derivado de la fusién de dos cotiledones originales y para Agardh el

unico grupo real de monocotileddneas era el formado por las gramineas (Bancroft, 1914).

En este trabajo se reconsidera la propuesta original de Agardh (1829-1832) (Bancroft 1914), la
propuesta de Bancroft (1914) y Titova (2003) que plantean la formacién del Gnico cotiledon de
ciertas monocotiledoneas se ha formado evolutivamente a partir de la sincotilia o fusion de dos
cotiledones.

De acuerdo a lo observado en la especie A. tequilana, se podria especular que el Unico
cotileddén presente en esta especie se desarroll6 a partir de un mecanismo ancestral
dicotiledonar. Es decir, que el Unico cotiledon de esta especie se originé a partir de dos
cotiledones. Los resultados presentados aqui corresponden con la hipdtesis de la sincotilia
como mecanismo de formacion del Unico cotiledon presente en A. tequilana. Las
observaciones de este trabajo indican que este 6rgano debid de haber evolucionado de un
estado dicotiledonar concordando con lo establecido por Agardh (1829-1832), Bancroft
(1914), Sargant (1914), Haines y Lye (1979), Liu y col. (1999) y Titova (2003).

Al observar los estadios embrionarios presentados por la especie eudicotiledonea Arabidopsis
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thaliana y la especie monocotiledénea Zea mays y compararlos con los estadios de Agave
tequilana, se puede considerar que A. tequilana presenta estadios que se pudieran considerar
como intermedios a A. thaliana y Z. mays. Por lo tanto, se especula que el patron de desarrollo
embrionario en A. tequilana se asemeja al patron de desarrollo embrionario de A. thaliana;
presentando ciertas variaciones que permiten algunas semejanzas con el patrén de desarrollo
de Z. mays (Fig. 25). Las semejanzas entre los estadios embrionarios de A. tequilana con los
estadios embrionarios de A. thaliana se hacen aun més evidentes en los embriones de A.

tequilana que presentan dos cotiledones o cotiledones fusionados (Fig. 28).
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Figura 27. llustraciones comparativas de los estadios embrionarios entre las especies de a) Zea mays, b) Agave tequilana, y c) Arabidopsis
thaliana. En la ilustracién se puede observar como los embriones de A. tequilana presentan una simetria que se asemeja mas a la presentada
por los embriones de A. thaliana . Se puede observar la region en donde se desarrolla el meristemo apical del tallo (mat), el meristemo apical
de la radicula (mar), y los cotiledones (cot). Los embriones de Zea mays presentan estructuras exclusivas a las gramineas conocidas como
escutelo (esc) y el coleoptilo (col).
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Figura 28. Embriones dicotiledonares de la especie monocotiledénea A. tequilana en distintas fases de desarrollo, aqui se puede apreciar la
similitud de los estadios embrionarios con los estadios tipicos de las “dicotiledéneas™. a) y b) estadios en forma de corazén; Barra= 0.5 mm.
c) estadio en forma de torpedo temprano; Barra 0.5 mm. d) estadio en forma de torpedo tardio; Barra= 3 mm. cl y c2 = cotiledones;
ma=meristemo apical; r= radicula.
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En términos hormonales, se interpreta que la formacion del cotiledén en A. tequilana debe de
cumplir con lo encontrado por Fischer-Iglesias y col. (2001) para el trigo y se especula que en
A. tequilana en el estadio globular existe una produccién de auxina con una distribucién
pasiva a lo largo de todo el cuerpo del embridn, después se considera que existe un transporte
polar de la auxina en donde se inicia la extraccion de la auxina de la zona del embrién en
doénde se formara el meristemo apical del brote, empezando a fluir la auxina hacia la zona
radicular y hacia las zonas en dénde se desarrollaran los cotiledones, se especula en este
estudio que existen tres zonas de acumulacion de auxina una zona en la parte dorsal y dos
zonas cercanas a los costados de la zona del meristemo apical (Fig. 29). En este estudio se
podria especular que en A. tequilana pueden existir variaciones sutiles en la forma en cémo se
distribuye la auxina al momento de formarse los cotiledones, ocasionando asi las variaciones

que podemos observar en los cotiledones de esta especie.
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Figura 29. Propuesta hipotética del movimiento polar de auxinas en A. tequilana. Para esta especie se hipotetiza que en el estadio globular
existe una distribucion de la auxina a través de toda la cabeza embrionaria. En el estadio de transicién entre el estadio globular y la simetria
bilateral se hipotetiza que ocurre un movimiento polar a través del cual la auxina es transportada de la parte inferior hacia los costados, y el
dorso; en la parte superior ventral (en la zona en dénde se desarrollara el meristemo) existe un proceso de exportacion o evacuacion de la
auxina hacia las zonas aledafias para permitir el desarrollo del meristemo del brote. En este mismo estadio se hipotetiza que la auxina se
acumula en la zona superior dorsal permitiendo asi, el desarrollo del cotiledon. Se especula que existen tres zonas en donde se concentra
mayormente la auxina, dos zonas laterales al meristemo del brote y una zona dorsal. Se especula que existe una variacion en el patrén de
concentracion de la auxina en estas tres zonas y que esta variacion ocasiona que en A. tequilana se puedan presentar embriones con dos
cotiledones, cotiledones fusionados y un solo cotiledén.

8 CONCLUSIONES
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A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion se concluye que los
poliembriones en A. tequilana Weber var. Azul probablemente son formados a través de los
procesos de fisidbn monocigdtica, desarrollo de embriones por apomixis a partir de sinérgidas y
antipodas, por embrionia secundaria a partir de suspensor y por embrionia adventicia a partir

del tejido nucelar.

El patron de desarrollo embrionario en A. tequilana presenta procesos considerados en el
presente trabajo como intermedios entre la especie “dicotiledonea” Arabidopsis thaliana y la

especie monocotiledonea Zea mays.

Los estadios en forma de corazdn encontrados en este trabajo sugieren que A. tequilana Weber
var. Azul presenta patrones de desarrollo que se comparten con lo que antes se consideraba
como el grupo de las dicotileddneas.

Los estadios embrionarios considerados como tipicos para las monocotiledoneas no

corresponden a la especie A. tequilana Weber var. Azul.

Los resultados del presente trabajo sugieren que la sincotilia debid haber sido el proceso que

evolutivamente originé al Unico cotiledon presente en Agave tequilana.

Se considera a A. tequilana como una especie clave para estudios evolutivos, esta especie
podria presentar un repertorio de mecanismos ancestrales que afectan el desarrollo de los
cotiledones y podria ser un recurso genético importante para elucidar la evolucién a través de
estudios de la biologia del desarrollo, también podria ayudar a revelar la extension de la
conservacion de genes a lo largo del reino vegetal y distinguir los mecanismos que han

evolucionado de manera divergente.
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9. RECOMENDACIONES

A partir del presente estudio se sugiere la realizacion de estudios sobre la ecologia
reproductiva de A. tequilana y parientes silvestres que se centren en determinar si la
efectividad en la polinizacion y fecundacion se relaciona con la formacion de poliembriones,
para permitir elucidar si la formacion de poliembriones es una estrategia evolutiva para
contrarrestar las fallas en la reproduccion sexual. Se recomienda considerar la produccion de
embriones con la eficiencia en la polinizacion, fecundacién, produccion de frutos y

supervivencia de embriones.

Se recomienda la elaboracién de estudios experimentales centrados en el transporte polar de
auxinas en embriones cigoticos de A. tequilana y la comparacion de este transporte polar entre
esta especie con Arabidopsis thaliana y Zea mays. Al igual, se propone la comparacion del
desarrollo embrionario de estas tres especies y la propuesta de modelos alternativos de

desarrollo en plantas.

Se recomienda el estudio de expresidon génica in vitro para la deteccion de genes que se

activan durante las distintas fases de desarrollo embrionario.
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11. GLOSARIO
Antipodas: Células del saco embrionario de las angiospermas en el lado opuesto a la ovocélula
y las sinérgidas.

Apogamia: Produccion de un embrion sin fecundacion a partir de cualquiera de las células del

gametdfito femenino distinta al gameto femenino (distinta a la ovocélula).
Célula central: Célula binucleada del saco embrionario constituida por los nucleos polares.
Célula huevo u ovocélula: el gameto femenino.

Célula madre de la megaspora: Se refiere a la célula diferenciada de la nucela que por meiosis

daré origen a la megaspora.

Coenocito: Organismos con células multinucleadas, se encuentran especialmente en algunas

algas y hongos.
Coleorriza: Organo tubular que envuelve a la raiz primaria en los embriones de las gramineas.

Cotiledones: 6rganos embrionarios capaces de proveer energia y nutrimentos a la plantula en
desarrollo hasta que esta se encuentre lo suficientemente desarrollada para realizar la

fotosintesis.
Diploide: Se refiere a las células que presentan dos juegos de cromosomas.

Diplosporia: La célula madre del saco embrionario o gametdfito femenino se desarrolla

directamente en un embrioén diploide.

Esfingidos: Mariposas nocturnas o crepusculares de cuerpo grueso y robusto, con alas

anteriores estrechas y largas.
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Endospermo: Es un tejido nutricional triploide el cual se forma a partir de la fusion de los dos

nucleos polares en la célula central con uno de los nicleos espermaticos del polen.

Espiga: Es un tipo de inflorescencia racemosa en el cual el eje es alargado y las flores son

sésiles.

Esporofito: la fase diploide multicelular en las plantas la cual produce por meiosis esporas
haploides. Un esporofito se desarrolla a partir de un cigoto formado por la fusion de un

gameto femenino con un gameto masculino.

Gametofito: En las plantas con alternancia de generaciones (generacién haploide y generacion
diploide) se la llama gametdfito al individuo de generacion haploide. En las angiospermas esta

generacion se encuentra embebida en las estructuras florales.

Haploide: se denomina haploide a las células que solamente presenta un solo juego de

cromosomas.
Hipocotilo: eje embrionario que soporta a los cotiledones.

Inflorescencia: disposicion de las flores sobre las ramas de un tallo. Sistemas de ramas de los
espermatofitos que estan destinados a la formacién de flores y se suelen encontrar mas o

menos claramente delimitados respecto al area vegetativa.
IterOpara: Ser que presenta varios ciclos reproductivos.

Megaspora: En las angiospermas, la megaspora se forma en los ovarios, se forma por meiosis
a partir de una célula diferenciada de la nucela del 6vulo llamada célula madre de la

megaspora. Sus ndcleos son haploides.

Megasporocito: Es la célula diploide que atravesara el proceso de meiosis para producir las

megasporas.

Meristemo apical de la raiz: tejido meristematico cuyas divisiones originan a las células que al

diferenciarse formaran los tejidos adultos de la raiz.
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Meristemo apical del brote: Se refiero a tejidos embrionarios capaces, se multiplican
activamente para formar los tejidos adultos diferenciados, el cual serd el encargado del

crecimiento del tallo, ramas y hojas.

Monocarpico: plantas que florecen y fructifican solo una vez. Planta que florece y fructifica

una sola vez, muriendo después.

Nucela: Tejido esporofitico presente en el 6vulo angiospermas dentro del cual se diferencia la

celula madre de las megaspora.

Nucleos espermaticos: El grano de polen contiene dos nucleos esperméticos. Cuando el grano
de polen germina uno de los nucleos desciende por el tubo polinico y fecunda a la ovocélula,
el otro nlcleo espermatico se fusiona con los nucleos de la célula central del saco embrionario

para formar el endospermo.
Nucleos polares: dos gametos masculinos dentro del grano de polen.

Panicula: Un racimo con ramificaciones también racemosas; el término es empleado para

describir a una inflorescencia muy ramificada.
Paniculada: Con una panicula o dispuesta en panicula.

Partenogénesis: En las angiospermas se le conoce como partenogénesis al desarrollo de un
embrion a partir de una célula huevo no fecundada, puede ocurrir a partir de células reducidas

0 no reducidas.

Perispermo: Reserva de nutrimentos en la semilla proveniente de la nucela o de los

tegumentos.

Protandrica: Los estambres y estigmas de una misma flor no alcanzan al mismo tiempo la
madurez para la polinizacion. Si los estambres maduran antes, las flores son protandricas, la

flor funciona primero como masculina y después como femenina.

Racemosa: Inflorescencia con racimos o el aspecto de un racimo.
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Relojes moleculares: técnica para establecer la fecha de divergencia de dos especies. Deduce
el tiempo pasado a partir del namero de diferencias entre dos secuencias de ADN. Se basa en

la tasa de error de replicacion del ADN.

Rosetas: Formacion de hojas que se disponen muy juntas a causa de la brevedad de los

entrenudos formando una estructura a modo de una rosa.

Reducido: Hace referencia al paso a través de procesos meioticos que permitieron la obtencion
del estado haploide. A la meiosis se le conoce como el proceso de reduccion celular, en donde

una célula se convierte en haploide.

Saco embrionario: Gametofito femenino ubicado en el interior de la nucela que contiene a la

ovocélula, sinérgidas, y las antipodas y la célula central.

Semélpara: que presenta semelparidad. Es decir, especies que se reproducen una sola vez en su

vida y mueren.

Sinérgidas: Las células del saco embrionario que se encuentran junto a la célula huevo u

ovoceélula.
Suculenta: Aquellas plantas que su raiz, tallo u hojas se han engrosado para almacenar agua.

Suspensor: Organo considerado como temporal y presente en los embriones vegetales, este
organo permite el anclaje de la cabeza embrionaria con el saco embrionario circundante y los
tejidos del dvulo y sirve como un conducto de nutrimentos del esporofito materno y el
proembrion en desarrollo. El suspensor muere después del estadio acorazonado y no

constituye una parte funcional del embrion en una semilla madura.

Tejido integumental: Tejido o cubierta protectora del évulo que daré origen a la cubierta de la

semilla madura.

Transcriptoma: Se le denomina transcriptoma a todo el ARN mensajero transcrito bajo ciertas

condiciones.
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