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RESUMEN 

E! Agave requi!ana Weber var. Azul es una planta co1nercial de gran importancia 

económica, ya que es utilizada con10 1natcria prima para la producción del tequila. 

Su cultivo se ha realizado tradicionalmente a través de la reproducción asexual. lo 

que ha derivado en la reducción de la variab!lidad genética y lo ha vuelto vulnerable 

a diversos tipos de estrés bióticos y abióticos. La realización sistemática de 

hibridaciones pcnnitiría obtener variación en la población. sin embargo, debido al 

largo ciclo de vida de la planta (6 a 12 años) y a la práctica de rcn1over la 

inflorescencia en las plantaciones comerciales, la infonnación disponible respecto a 

la fisiología y genética de su reproducción es escasa. El objetivo del presente trabajo 

fue rcali1,ar la caracteri7,ación del proceso de fonnación del saco cn1brionario, el 

proceso de fecundación. türmación del cigoto y el desarrollo temprano del embrión 

de A. 1eq11ifunu Weber var. /\zu! 1ncdiantc la adaptación de una técnica de 

clarificación-tinción que permita el análisis de un gran número de muestras, en un 

periodo de tíe1npo corto, sin que los tejidos analizados sean alterados. 

Se analizó un total de 5,000 óvulos tomados a partir de botones florales, flores en 

antcsis y flores polinizadas. El desarrollo del saco e1nbrionario de A. tequilanu sigue 

de manera general el patrón monospórico del tipo "Po~ixonum". Se observó por 

pri1nera vez el proceso de doble fecundación en esta especie asi como la formación 

del cigoto y el einbrión en A. !equilana. Los resultados obtenidos permiten conocer 

los aspectos básicos de los patrones de desarrollo en1brionario del agave y su 

fecundación. Esto pennitc abrir nuevas vías de investigación básica y aplicada en las 

áreas de la biología del desarrollo y reproducción. /\dc1nás esta información puede 

ser usada dircctainente en programas de 1nejorainiento genético brindando 

herramientas para la fecundación in átro. obtención de líneas homocigotas e 

hibridaciones intra e intcrgenéricas. 



l. INTRODUCCIÓN 

El género Agavt' es uno de los grupos de plantas más reconocidos por !os mexicanos 

y uno de los que más identifican a México en todo el mundo. Dentro de este grupo se 

encuentra Agai·e tequi!ana Weber var. AzuL la cua! es una variedad comercial 

importante a nivel económico, social y comercial ya que es utilizada para la 

producción de! tequila (Rodríguez-Garay y col., 2004). 

Desde 1995 el cultivo de agave se ha posicionado como uno de los cultivos más 

in1portantcs, principalmente en el estado de Jalisco, debido a la creciente demanda de 

tequila dcrivad<l de la Denominación de Origen Tequila, la proinoción en los 

1ncrcados intcn1acionalcs por el Consejo Regulador del Tequila {CRT) y el aumento 

en el nú1ncro de c111prcsas productoras (CRT. 2000). 

Por más de 200 años, A. requi/ana ha sido propagado ascxualmcntc, lo que ha 

pcnnitido seleccionar y mantener a través del ticn1po plantas con características 

deseables como precocidad. poco contenido de libra y mayor cantidad de azúcares. 

Sin c111bargo, este tipo de propagación tiene coino consecuencia la reducción de la 

variabilidad genética y por lo tanto una alta vulnerabilidad a diversos tipos de estrés 

biótico y abiótico. Una 111ancra de- obtener variación en la población y el 

mejorainicnto genético de plantas de agave, es n1ediante la práctica sistemática de 

hibridaciones. sin embargo, la investigación realiz<:1da con respecto a la fisiología y 

genética de -;u reproducción es escasa, debido principahnentc al largo ciclo de vida 

de la planta (6 a 12 años). al difícil acceso a sus flores y a la práctica de remover la 

inflorescencia en las plantaciones comerciales para nlantcncr las reservas de azúcares 

para el proceso de tennentación (Escobar-Guzmán y col. 2008). 

l::n este sentido. resulta necesario el establcclmicnto de técnicas sencillas que 

pcnnitan el estudio de la biología reproductiva en particular los patrones de 

desarrollo de los c1nbriones del agav<.-: y su fecundación. lo cual puede abrir nuevas 

vías de investigación básica y aplicnda en las áreas de la biología del desarrollo y 

reproducción. ade1nás de brindar conocimiento y herra111icntas para su manipulación 

genética. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1. ANGIOSPERMAS 

2.1.1. Características generales de las Angiospermas (División Magnoliophyta) 

Las angiospcnnas (plantas con flores) son uno de los principales grupos de plantas 

con se1nillas y posible1ncnte el más abundante)' diverso del planeta. del cual se han 

descrito al 1ncnos 260.000 especies vivientes clasificadas en 415 fa1nilias (APG III, 

2009). 

Este tipo de plantas estún altamente diversificadas en cuanto a su 1norfo[ogía 

vegetativa y reproductiva. tainafio. organización del genoma y ocupan una gran 

diversidad de ecosistemas: además son cruciales para la existencia humana, ya que la 

gran mayoría de los cultivos en el mundo son angiospennas. los cuales, son fuente de 

alimentos. fibras naturales. medican1entos y obtención de 1nadcra entre muchos otros 

productos útiles para el ho111brc (Soltis y Soltis, 2004; Soltis y col., 2004). 

La princip<1l característica que define a este gn1po es el poseer .semillas contenidas o 

encerradas dentro de un fruto el cual deriva del ovario de la flor. La flor está formada 

principalmente de tejidos csporofiticos y por los gainctótítos tanto el femenino como 

el 1nasculino (Li y Ma, 2002). 

2.1.2. Formación de los gametos en Angiospermas 

El ciclo de vida de las angiospennas presenta alternancia de generaciones y se divide 

en dos fases. una fase csporofitica dominante (diploidc) y una fase gamctofitica 

(haploide) (llaig. 1990; Rodríguez-Garay y col.. 2000: Fan y col.. 2008; Ma y 

Sundarcsan, 2010). En co111paración con el esporófito. !as funciones de! gamctófito 

son mús cortas y relativamente menos eon1plcjas. su función principal se centra en 

producir gainetos haploides ya sean masculinos o fe111eninos (Rciser y Fischer, 1993; 

Yadcgari y Drews. 2004: Fan y col., 2008). 
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2.1.2. l. Formación del polen 

Los estambres fonnan en su conjunto el órgano sexual masculino o androceo. El 

desarrollo temprano del ga1netofito 1naseulino (mierosporogenesis) se lleva a cabo 

dentro de las anteras (Mascarenhas. 1989). las cuales están situadas generalmente en 

el extrcn10 de un fila1nento delgado y en el interior de éstas se encuentran los sacos 

polinicos o 1nicroesporangios. Aquí. se produce el arqueosporio consistente en un 

tejido esporógeno que por nlitosis y citocinesis genera las células madres del polen, 

cada una de las cuales se divide 1ncióticarnentc para fonnar una tétrada de célula<; 

llamadas inicrosporas (haploides) (Bedinger. 1992). Cada uno de los componentes de 

la tétrada se encuentran unidos por una pared de calosa, las 1nicrosporas incrementan 

rápidainente en volumen, y finalmente la calosa es degradada por medio de la 

actividad de la enziina calasa lo que las libera de la tétrada para madurar cada una 

con10 un grano de polen (Bcdingcr. 1991; l lonys y col.. 2006, Li y Ma, 1002). 

El polen es una estructura bicclular: la 1nitosis del polen (seguida de una citocinesis) 

genera dos células hijas con estructuras eon1plctainente diferentes. una célula 

vegetativa y una gemlinativa este proceso es llamado con10 microgametogénesis~ !a 

célula generativa posee un núcleo bien condensado y una cantidad reducida de 

citoplasn1a en comparación con la célula vegetativa. Durante la fecundación. la 

célub vegetativa es la encargada de la formación y crecim¡cnto del tubo polínieo 

n1ientras que In genninativa sufre una segunda división mitótica para formar los 

núcleos cspennáticos que poseen la capacidad de fecundar uno a la célula huevo del 

gainetófito femenino y otro al núcleo de l<i célula central (\1c Connick, 1993. 2004). 

2.1.2.2. Formación del saco embrionario (tipo Po(vgo11u1n) 

El gan1ctófito femenino llan1ado tan1bién megagainctófito o saco embrionario se 

desarrolla dentro del carpelo que se conforma de tres elementos: el ovario, el estilo y 

el estigma (Fig. 2). El ovario puede contener uno o varios óvulos los que a su vez 

contienen al saco embrionario. Cada óvulo esta unido ni ovario por el funículo y se 

encuentra recubierto o protegido por dos capas celulares denominadas tegumentos 

que lo rodean parcialmente dejando libre la región 1nicropilar y en su interior se 

encuentra una 1nasa de tcjldo compacto !lan1ada nuccla (Gu1iérrez-\1ora y col., 

2012). 
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Cada óvulo contiene una sola célula madre de la mcgaspora. la cual después de dos 

divisiones meióticas forma una tétrada de megaspor:is, generalmente tres de ellas 

degeneran, mientras que la célula más cercana a la calaza permanece y se convierte 

en la megaspora funcional la cual después de tres divisiones mitóticas sin citocinesis 

fo rmarán el saco embrionario maduro (Chasan y Walbot. 1993: Li y Ma. 2002). 

Calaza 

M1crop1lo 

Polo!. 
nvcteares 

Célula 
central 

Nucela 

Célula huevo 
pol;Jr1zada 

e>e terno 

Fi¡:ura l. Saco embrionario maduro tipo Po~1~01111111 . Modificado de Gutiérrc,-Morn y col. (201 2). 

El saco embrionario puede presentar diversos patrones de desarrollo, sin embargo, el 

más común consiste de cuatro tipos celulares. arreglados de la siguiente forma: tres 

células antipodales (en el extremo ca lazal ). una célula central formada por los dos 

núcleos polares (que genera lmente migran hacia e l centro del saco). dos células 

s inérgidas y la célula huevo (localizadas en extremo micropilar) (Fig. 1) 

(Mahcshwari. 1937: Drcsselhaus. 2006: Kagi y GroB-Hardt. 2007: Sundaresan y 

Alandete-Saez, 2010: Yang y col.. 2010). Este tipo de desarrollo del saco 

embrionario es conocido como tipo .. Po~1gv1111111." ya que fue en la especie 
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Po~1·gon11111 diwiricatum donde el modelo fiJe descrito por primera vez (Maheshwari, 

1937). Este modelo de desarrollo está presente en 1nás del 70C);ó de las especies de 

angiospermas incluyendo Arabidopsis Tha/iana y 7-ea ml~1:•; (Russcll. 1978; Webb y 

Gunning, 1990). 

2.1.3. Reproducción sexual en angiospermas: la doble fecundación 

Durante la reproducción sexual de las angiospennas. 1ncdiante el proceso de 

polinización (vía polinización cruzada o autopolinización), el grano de polen es 

transferido desde la antera hasta el estigma donde germina mediante rehidratación y 

fonna el tubo polinico (Yadegari y Drcws. 2004~ Boavida y col._ 2005), el cua! viaja 

largas distancias dirigido prilncramentc por las señales emitidas por el esporófito y 

luego por el gametófito femenino (V\/etering y RussclL 2004) hasta llegar al 

111icrópilo del óvulo en el ovario (Fig. 2) donde se guía por las señales generadas por 

las células sinérgidas n1cdiantc elevadas concentraciones de calcio (Tian y Russell, 

1997). Al llegar al saco c1nbrionario, el tubo polínico detiene su crecimiento y la 

punta del 1nismo se ro1npc para liOCrar las célulI'l.s cspennúticas que son descargada<; 

dentro de una de las sinérgidas a través del aparato filiforme (l ligashiyama y col., 

2000~ Yadcgari y Drews, 2004). Dos agregados de actina llamados "coronas" son 

formadas, una en !as cercanías del núcleo de la célula huevo y la otra en la interfase 

de la célula huevo y el núcleo de la célula central; estas coronas parecen estar 

involucradas en el 1novimiento de los núcleos espermáticos {los cuales no poseen 

motilidad propia) a través del saco einbrionario (1-luang y col., 1993: 1-luang y 

RusselL 1994; Russcll, 1993; Russcl!. 1996; Ye y col., 2002; Wetcrings y Russcll, 

2004). Uno de !os núcleos cspcnnáticos fecunda a !a célula huevo para dar origen a! 

cigoto (diploide) que posteriormente dará origen al cn1brión, mientras que el segundo 

núcleo cspcnnático se fusiona con los núcleos polares de la célula central para dar 

lugar a la célula madre del endospermo {triploidc) que posteriormente fonnará e! 

endospermo de la se1ni\la (Berger y col.. 2008). el cual actúa como un elemento 

nutritivo y de protección para el cn1brión (Du111as y Rogowsky, 2008). Este proceso 

donde un núcleo espcrn1ático se une al núcleo de la célula centra! y el otro al núcleo 

de la célula huevo es conocido con10 "doble fecundación" y fue descubierto y 

descrito por pri1ncra vez de manera independiente por dos investigadores, Sergius 

Nawashin ( 1898) en Rusia en las especies lilli11n1 martagon y Friti!laria tenel/a y 

por León Guignard ( 1899) en rrancia con sus estudios en l. martagon y l. 
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pyrenairnm. este proceso se considera característico de las angiospermas (Russc ll, 

1993: Li y Ma, 2002: Dumas y Rogowsky. 2008). 

Grano de 

Carpelo 

Figura 2. Esquema que comprende las panes que forman el carpelo y la trayectoria que recorre el 
tubo polinico hacl3 el saco embrionario. Modificado de Gutiérn:l-Mora y col. (2012). 

2.1.4. C igoto y desarrollo temprano del embrión 

Se llama desarrollo temprano al conj unto de eventos que suceden desde la 

fecundación de la célula central y la cé lula huevo por los núcleos espermáticos hasta 

la fomiación de los dos órganos mult icclularcs altamente diferenciados con planos 

corporales elaborados, es decir. el embrión y el endospermo (Dumas y Rogowsky, 

2008). El plano corporal básico de la planta es establec ido desde e l cigoto durante la 

embriogénesis (Lau y col., 2012). 
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En las plantas con flor, el cigoto es el resultado de la fusión de la célula huevo con 

uno de los núcleos espermáticos. Al igual que la célula huevo. el cigoto está 

usua!Jnentc polarizado con respecto a la posición relativa de su núcleo y vacuola 

(Dun1as y Rogowsky. 2008: Lau y col.. 2012), se alarga en el sentido apical-basal y 

se divide si1nétrica o asi1nétricamente dependiendo de la especie, generando dos 

células hijas, una célula apil.:al y una célula basal (Sivara1nakrishna. 1978; Yeung y 

Meinke, 1993). La célula 1nás pcqucii.a (apical) generará al c1nbrión mediante una 

serie de divisiones en diferentes planos, 1nientras que la 1nás grande y alargada (la 

célula basal) continuará dividiéndose de manera horizontal dando lugar al suspensor 

cxtra-embrionarlo, el cual conecta al embrión con el tejido materno (Mansficld y 

Briarty 1991; 1994: Rao, 1996; Toonen y de Vries, 1996; Gutiérrez-Mora y col.. 

2004 ); solo la célula superior del linaje basal, la hipófisis será incorporada en el 

plano del c1nbrión dando lugar al mcristemo radicular (Dolan y col .. 1993). 

2.2. AGAVE 

2.2.1. El orden Asparagales 

Alrededor de la mitad de las plantas 1nonocotiledóncas están con1prendidas dentro 

del orden Asparagalcs. Este orden fue propuesto por 1 Iuber ( 1969) basándose 

principahnente en la estructura y con1posic!ón de la semilla (presencia de 

fitomclanina. estructura de la testa y el endospermo y el tamaño y forma del 

c1nbrión), para incluir (en esa propuesta inicial) un totul de 33 familias~ 

postcriom1entc, el APG lll (2009) propuso que el orden abarca catorce familias. 

dentro de las cuales se encuentran cinco que son ricas en especies (Orchidaccae con 

25,000 especies, An1aryllidaccae con 1,600 especies. Asparagaceae con 2,500 

especies. lridaccae con 1,900 especies y Xanthorrhocaceac con 850 especies) (Pires 

y col., 2006). Ade1nás cabe señalar que es el segundo orden económicamente más 

i1nportantc dentro de las monocotiledóneas e incluye plantas como el agave, aloe, 

ajo, iris. puerro. cebolla y vainilla entre otras (Kuhl y col., 2004). 

2.2.2. El género Agave 

El género Agave pertenece a !a familia Ag:avaccae !a cual a su vez forma parte del 

orden Asparagales y está dividida en dos subt3milias (Agavoídeae y Yuccoideac) 
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constituidas por nueve géneros y 303 especies endén1icas de América (García­

Mendo;i:a, 2004). Este género se distribuye desde el sur de los Estados Unidos de 

Norteamérica hasta Colo1nbia y Vcnc/".uela, cabe remarcar que alrededor del 75o/o de 

todas las especies conocidas son nativas de México (Eguiarte y col., 2000: García­

Mcndo;i:a, 2002), por lo cual se considera este país el centro de origen con la mayor 

parte de la riqueza y diversidad genética. En este géno:ro. se incluyen 166 especies 

(sl!11s11 stricto). siendo el mayor de la t:1milia J\gavaceae; este género es parafilético a 

los géneros 1Uaf!fi-eda, Prochnyantes y Po!ianrhes que constituyen un ciado de 208 

especies que es llamado Agln'e (sen.'>'11 lato) (Good-Avila y col.. 2006). 

Desde la época prehispánica. muchas especies de este género han sido importantes 

elementos culturales y económicos en México. donde han sido utilizados como 

ali1nentos, bebidas. mcdica1ncntos. c01nbustiblcs, plantas ornamentales (García­

Mendoza. 2004) y principahnente en la producción de diferentes tipos de bebidas 

alcohólicas con10 el tequila y el n1czcal (Yúzqucz-Gareía y Cházaro. 2007: Narváez­

Zapata y Sánchc;i:-Teyer. 2009). 

El género Agave se divide taxonómicamente en dos subgéneros Littal!a y Agave, 

según el tipo de inflorescencia ya sea con fonna de espiga o raci1no para el primero y 

aquellas con inflorescencia ramificada o paniculada para el segundo (Gcntry, 1982). 

Son plantas herbáceas que forman una gran roseta de hojas gruesas y carnosas, 

generalmente terminadas en una afilada aguja en el ápice y. a menudo, también con 

1nárgenes espinosos. 1::1 robusto tallo lci1oso suele ser muy corto, por lo que las hojas 

aparentan surgir de la raíl". (CRT. 2004; Rodríguez-Garay y col.. 2004 ), 

La inayoria de las plantas son 1nonocárpicas, es decir que tienen un solo evento 

reproductivo después de! cual nu1crcn, por lo que la planta depende de la eficiencia 

de los polinizadores para su éxito reproductivo. sin c1nbargo. existen también plantas 

perennes (Rodríguez-Garay y col., 2004). 

2.2.3. Aga11e tequilana 

El Agal'e tec¡11ilana Weber var. Azul, tmnbién conocido co1no agave tequilero debe 

su nombre a !a región donde comenzó a producirse y al naturalista alemán Franz 

Weber, quien a finales del siglo XVIII tras casi siete años de estudio seleccionó las 

plantas más adecuadas para la producción de tequila y lo tipificó como A. tequi/ana 
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( Macías-Macías. 2001 ). Pertenece al subgénero Agave y a la sección Rigidae, a la 

cual también pertenecen una gran cantidad de especies 1nczcalcras y productoras de 

fibra que se extienden desde México hasta Centroainérica. Este grupo es reconocible 

por la fonna de sus hojas angostas y n1uy rígidas (Gentry, 1982). 

Las plantas de A. tequilanu presentan hojas lanceoladas de color azul-verdoso, 

delgadas y casi planas, de aproxünadamcntc 1.25 nl de largo por 8 a 10 cm de ancho; 

la espina terminal es de color rojo obscuro de 2 c1n. Los dientes son rojizos, 

triangulares, de 3 a 4 nln1 y separados a una distancia de 1 a 1.5 cm y el margen que 

los une es ligeramente de color blanco. Esta especie posee una caracteristica 

pigmentación color azuL que le pennite diferenciarse de las de1nás especies presentes 

en la región. todo lo cual lo caracteriza para ser !a única materia prima del tequila y 

debe ser cultivado en la región de la DOT (Denominación de Origen Tequila) (CRT. 

2004; DOF, 2012), 

Su reproducción se puede dar de manera asexual o de n1anera sexual 1ncdiante 

se1nil!a. La asexual se suele dar mediante bulbillos, (pequeñas plántulas que se 

generan de la inflorescencia) o 1nás cmnúnmente 1nediantc vástagos o "'hijuelos" 

(que c1nergcn de rizo1nas de la planta 1nadre, y que crecen cerca de la base de la 

roseta) (Rodriguez-Garay y col., 2004). Los individuos obtenidos mediante este tipo 

de reproducción constituyen un clan ( Ramírez y del Real-Laborde, 2007) y estos 

clones. son generalinente si1nilares genética1nente a la planta nladre (Díaz-Martinez 

y col., 2012). 

En el ciclo sexual se rcaliz .. 1 la propagación por semilla para obtener nuevas plantas 

individuales con las características que presentan los genes propios de los gametos 

masculinos y fcineninos. En la reproducción por semillas se presenta variación 

genética o segregación entre las plantas hijas (Ramírez y de! Real-Laborde, 2007). A. 

fe(¡11ilana florece sólo una vez al final de su ciclo de vida que es de aproximadamente 

6 a 12 años (CRT, 2004). La reproducción sexual inicia en los meses de febrero o 

mar7.o con la einisión de !a inflorescencia de tipo paniculada comúnmente llamada 

"quiote" que nace del centro de la roseta y que alcanza alturas de 5 a 6 metros 

(Gentry, 1982). Las flores de agave son perfectas. esto es, flores que poseen ambas 

estructuras reproductivas, 1nasculina y t~menina, se componen de un ovario ínfero, 

seis tépalos y seis anteras !as cuales están sujetas a la flor por 1nedio de los estambres 

que son n1áS largos que los tépalos y e! estilo (García-Mendoza. 2007). El gineceo 
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tiene tres carpelos y un ovario trilocular. cada lóculo posee dos hileras de numerosos 

óvulos anárro pos de placemación axilar (Fig. 3) (Gcntry, 1982). 

e 

lnt4"t,umrnto 

l •\ tt"' "º--

ln!f"gumf'nto 

.,-/ Nucol.i 

Figur:1 3. Flor de Agm·e 1equilana . a). P¡trtc!\ que componen la flor de Agm•e 1eq11ihma. b). Corte 
transversal que muest ra e l arreglo de los óvulos dent ro del ovario de A. 1eq11ila11u. e). Esquema del 
ovulo del tipo amítropo y sus pan~s. d). Óvulo anátropo de A. 1eq11i /111w. Barra 50 µ m. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1. DESARROLLO DEL GAMETÓFITO FEME:-.INO E:-; ESPECIES 

DE\TRO DEL ORDE.'i ASPARAGALES 

Estudios particulares se han realizado en diferentes géneros y especies del orden 

Asparagales respecto al desarrollo del gamctofito femenino. donde la mayoría de los 

autores reportan sacos c111brionarios con un desarrollo nonnal tipo '"Po(1xonum"', tal 

es el caso de las especies Yucca rupico/a (Watkins. 1937)~ Y. aloifO/ia (\Volt~ 1940): 

Agan' /ech11g11il!a (Grave. 1941 ). A. rirginica (Regcn, 1941 ), J Íf.:'sperocaflis undulara 

y Le11cocri1111m 1nonta1111m (Cave. 1948) y Cumos¡u:nnum yedoense (Ruda!\, 1999). 

Sin e1nbargo. recientemente Pivcn y col. (2001) reportaron para las especies A . 

.fó11rcro.1des y A. angusrifófia un desarrollo del saco c1nbrionario del tipo "bispórico" 

el cual es similar al desarrollo del 1ncgaga1ne1ófito que se observa en el género 

Alfh1111. 

Con respecto a la especie A. fl:'qui/ana solo se cuenta con un estudio previo donde 

Escobar-Guzmán y col. (2008) reportaron que el desarrollo del gamctofito femenino 

se da a partir de la mcgaspora más cercana a la calaza, la cual forma un saco 

c1nbrionario con siete células por lo que el desarrollo del gametofito femenino es del 

tipo Polygonum, sin embargo, los autores no reportaron el proceso de divisiones 

mitóticas que da origen a este saco heptanuelcado (proceso de mcgagamétogenesis). 

Tainbién, es i1nportante destacar que en esta especie no se tienen antecedentes de 

sobre el proceso de fecundación, así co1no la forn1ación del cigoto y por lo tanto el 

desarrollo tcn1prano del c1nbrión. 

3.2. TÉCNICAS HISTOLÓGICAS PARA EL ESTUDIO DEL GAMETÓFITO 

FEMENI:-.O E:-; ANGIOSPERMAS 

De manera tradicional, !os cs1udios citológicos del 1ncgagametofito se han llevado a 

cabo 1ncdiante seccionamiento por n1cdio de micrótoino de muestras embebidas en 

parafina o resinas (Stclly y col., 1984 ). Sin embargo, las técnicas de microtomia 

suelen ser laboriosas, el posicionamiento de las células en relación a las células 

vecinas suele perderse y los planos de sección resultan res son difíciles de reconstruir 
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en una sola imagen tridimensional (3-D) (Hascloff. 2003; Barrcll y Grossniklaus, 

2005). Una alternativa a los 1nétodos de seccionamicnto. es proporcionada por una 

variedad de técnicas de clarificación donde masas gruesas de tejido se hacen 

traslúcidas a través de un tratamiento qui1nico específico (Herr. 1993 ). Agentes como 

el xileno y el hidrato de cloral han sido adoptados co1no sustancias clarificantes. los 

cuales tienen un alto índice de refracción (si1nilar al del vidrio). Como resultado de 

estos tratainicntos de clarificación. los tejidos generalmente se vuelven transparentes, 

lo que reduce en gran medida los proble1nas de dispersión de la luz y aberración 

esférica. Esto pennite una alta resolución de i1nagcn de óvulos completos (Haseloff. 

2003). Un ejemplo del uso de estas sustancias se encuentra en el estudio realizado 

por Stclly y col. ( 1984), quienes desarrollaron una técnica de clarificación-tinción, 

donde se utilizó Hematoxilina de Maycr (colorante de carácter búsico utilizado para 

teñir el núcleo de las células las cuales tienen carácter ácido por la presencia de los 

ácidos nucleicos); y salicilato de metilo eon10 agente clarifícantc en el género 

Sofan/1111 y donde reportan que el uso de un colorante especifico como la 

He1natoxilina para los núcleos aunado a la clarificación además de tener las ventajas 

antes mencionadas au1ncnta el contraste de las n1ucstras haciéndolas fáciles de 

observar y analizar. 
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4. HIPÓTESIS 

El desarrollo del saco embrionario de Agave rl:'q11i!ana Weber var. Azul sigue de 

1nancra general el patrón conocido cmno tipo ··po~vgo1111tn·· observado en otras 

especies del género Agai·e. mientras que la fecundación. formación del cigoto y 

desarrollo te1nprano del c1nbrión se dan de manera sc1ncjante a los descritos para la 

n1ayoría de las plantas Angiospennas. 
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5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar y caracterizar el proceso de formación del saco embrionario 

(inegagainctogénesis), el proceso de fecundación, fonnación del cigoto y el 

desarrollo temprano del embrión de Agave requilana Weber var. Azul. 

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

l. Describir el proceso de mcgaga1nctogéncsis en Agai·e requi!ana. 

2. Caracterizar el saco cn1brionario maduro de A. tel¡11ilana 

3. Describir el proceso de fecundación y la fonnación del cigoto en A. 

tequi/ana. 

4. Describir el desarrollo temprano del cn1brión de .·1. requilana. 

5. Adaptar una técnica de tinción y clarificación para A. tec¡uilana que permita 

el análisis microscópico/histológico de un gran nú1ncro de 1nucstras en un 

corto periodo de tiempo donde las células no pierdan su posición original y 

los tejidos no sufran dafío alguno. 
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6. JUSTIFICACIÓN 

Debido a que existe 1nuy poca información acerca del estudio del desarrollo del 

ga1nctofito femenino y la reproducción sexual en el agave tcquilero, el generar 

conoci1niento básico de !os patrones de desarrollo del mcgagametófito así como la 

c111briogénesis cigótica en esta especie de gran relevancia económica, resulta de 

su111a importancia ya que abrirá nuevas vías en la investigación básica y aplicada en 

las áreas de biología del desarrollo, evolución y la reproducción, además de la futura 

aplicación en procesos de mejorainiento genético de AKc!l'e teq11ilana. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1. MATERIAL V EGETAL 

El material vegetal fue colectado entre los meses de mayo a junio del 20 10. Se 

utilizaron las inflorescencias de seis plantas maduras de Agcll'e tequilana Weber var. 

Azu l obtenidas dentro de la zona de denominación de origen tequila (DOT. 1993). 

Las inflorescencias de agave fueron cortadas y transportadas al laboratorio donde 

cada panícula fue separada del eje central y colocada en recipientes con agua 

corriente. ::i luz y temperatura ambiente (Fig. 4) (Rodriguez-Garay, 2011 ). 

Fi:,!un1 4. Mantenimiento de pnniculas con flores de A8'"'" tet¡uilmw en lnborntorio. 

7.2. BOTOl'\ES FLORALES: COLECTA DE ESPECÍM EN ES Y FIJACIÓN 

Al inicio de la floración se seleccionaron cinco pan iculas de cada inflorescencia 

colectada. los cuales contenían botones florales de distintos tamaños para abarcar 

di fe rentes estados de desarrollo (Fig. 5). 

Los óvulos de estos botones fueron extraídos del ovario con la ayuda de un 

microscopio de disección, pinzas y bisturi; se colocaron en tubos Ependorff"" y se 

fijaron en F AA ( 10:5:50:35 formol:ácido acético:etanol:agua destilada) durante un 

periodo de 24 h. Posteriormente, los óvulos fueron transferidos a una soluc ión de 
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etanol al 70o/,, donde se mantuvieron ahnaccnados .:1 una tc1npcratura de 5 ºC ha<;ta el 

1n01ncnto de su procesamiento (Fig.5) (Stclly y col. 1984; Palscr y col. 1992). 

7.3. PREPARACIÓN DE FLORES E'i ANTESIS 

Para n1antencr la polinización controlada. todas las flores fueron emasculadas al 

mo1nento de la ante.sis y cubiertas con bolsas de pape! "glassine" para evitar la 

polinización no deseada (Fig. 5). 

7.4. VIABILIDAD DEL POLEN PARA LA POLINIZACIÓN 

Las anteras extraídas de las flores se mantuvieron a temperatura ambiente, en un 

lugar seco y fresco hasta el moincnto de la dehiscencia. cuando el polen maduró. se 

recuperó de las anteras y se aln1acenó a 5 ºC en envases de plástico (Fig. 5). 

Para asegurar que el polen utilizado en las poliniz.:1ciones fuera viable se utilizó el 

1nétodo para germinación in virru de polen para A. requilano descrito por Lópcz-Díaz 

y Rodríguez-Garay (2008). 

7.5. POLINIZACIÓN DE FLORES Y EXTRACCIÓN DE OVARIOS 

Cuando los estigmas de las flores previamente emasculadas fueron receptivos, se 

seleccionaron 20 flores por panicula, se realizó !a extracción de los óvulos 

contenidos en los ovarios de estas flores y se procesaron de la 1nisma manera que los 

botones florales, los óvulos provenientes de estas flores se consideraron como el 

n101nento O. El resto de las flores en este estado se polinizaron manualmente con la 

ayuda de un pincel (Fig. 5). Los estig1nas se consideraron receptivos al mostrar la 

secreción de un exudado translúcido en su superficie (Tilton. 1978: Shivanna y 

Sastri, 198 ! : Edlund y col., 2004). Se realizó polinización cruzada para asegurar la 

fecundación. 

Después de rcallzada In pollnización y con el fin de dar segui1nicnto al proceso de 

fecundación. la fonnación de! cigoto y del embrión de A. tequilana se tomó una serie 

de diez frutos inmaduros de cada panícula a distintos días después de la polinización 

(DDP) (2. 3. 4. 5, 6. 8 y 9 d) (Fig. 5). 
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En cada día ~e muestrearon los óvulos. se extrajeron dd ovario y después de fijados 

se almacenaron en etanol 70°/o a una temperatura de 5 ºC hasta el mon1ento de ser 

procesados. 

7.6. TINCIÓ:\ Y CLARIFICACIÓI'< DE LOS ÓVULOS 

La tinción y clarificación de todos los espccí1ncncs previmncnte fijados en FAA y 

111antcnidos en etanol al 70º/o se realizó de acuerdo con la técnica descrita por Stclly 

y col. ( 1984) (Fig. 5) con algunas modificaciones: 

Los óvulos y las senlillas conservados en etanol a! 70°/o se tiñeron con solución de 

l lcmatoxilina de Maycr por un periodo de 10-24 h y posteriormente se trataron con 

ácido acético 2o/o durante 16 h para eliminar el exceso de colorante. Se realizaron 

varios lavados con bicarbonato de sodio al O. 1 'Yo hasta que la solución se observó 

cristalina. después de lo cual se renovó b solución y se d~jaron reposar durante 24 h. 

Postcrionnente, las muestras fueron sometidas a una serie de deshidratación en 

ctnnol: 25%, 50ºAi, 70º/o, 85% 95º/o y 100% por 15 1nin y tinahnente etano! al 100% 

durante 2 h. 

La clarificación se llevó a cabo mediante series de solución de 1netil salicilato-etanol 

3:1, 1:1. 1:3 por periodos de una hora en cada serie (en esta última solución las 

muestras pueden ser almacenadas por un periodo de 2 meses o 1nás a 5 ºC). 

7.7. ANÁLISIS MICROSCÓPICO DE LOS ÓVULOS 

Para su observación, los óvulos fueron montados en solución de metil salicilato 

lOOo/o. Las muestras fueron analizadas con un 111icroscopio Leica" DMR (Wetzlar, 

Ale1nania) acoplado a una cá111ara fotográfica EvolutionQEi ''' (Media-Cybemctics, 

Bethcsda. EUA) y las imágenes manejadas con el software lmagc-Pro' (Mcdia­

Cybcmetics, Bcthesda. EUA) (Fig. 5). 
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Figura S. Diagrama de flujo de la mctodologia para el muestreo y el estudio microscópico del 
desarrollo del megagametófito de Agm •e tequilunu. 
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8. RESULTA DOS Y DISCUSIÓN 

Se analizó un total de 5.000 óvulos to1nados a partir de botones florales. flores en 

antesis y flores polinizadas colectadas a los días 2. 4. 5, 7, 9 y 12 DDP en los cuales 

se encontraron estados que incluyeron desde la etapa final de la 1negasporogéncsis 

hasta la primera división del embrión. 

El desarrollo del saco embrionario de .·1. tt!quilana sigue de manera general el patrón 

descrito por Mahcswari (1937~ 1948) donde a partir de una de las cuatro megasporas 

producidas durante la mciosis (la más cercana al extremo calazal) se forma un saco 

embrionario 1nonospórico del tipo "Po~1·gun11n1" de! cual esta reportado que ocurre 

en al 1nenos 70º/o de las plantas angiospcm1as estudiadas. 

Se observó por primera vez el proceso de doble fecundación, !a formación del cigoto 

y el c1nbrlón en Agave teq11ilana. 

La adaptación de la técnica de clarificaclón~tinción propuesta por Stelly y col. ( 1984) 

pcnnitió el análisis de un gran número de 1nucstras. en un periodo de tiempo corto. 

sin que !os tejidos analizados fueran alterados y !as células contenidas dentro del 

saco perdieran su posición original. La solución de Jle1natoxilina de Mayer contrasta 

los núcleos del material citoplasmático lo que facilita el análisis y la toma de 

fotograflas de las 1nuestras. Ade1nás las n1uestras procesadas con esta técnica pueden 

ser almacenadas durante a! menos dos meses a una temperatura de 5 ºC. 
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8.1. BOTONES FLORALES 

En los óvulos analizados procedentes de los botones florales colectados a distintos 

ta1naños se observó parte del final de la mcgasporogéncsis así como el proceso de 

n1cgagamcto génesis. 

8. l. l. Final de la megasporogénesis 

En los óvulos correspondientes a los botones florales más pequcf'tos se logró observar 

el final del proceso de mcgasporogéncsis. Estos óvulos mostraron cuatro megasporas 

dispuestas en forma linear en el sentido calazal·1nicropilar (Figs. 6a y b). El acomodo 

en fonna linear de la tétrada ha sldo previan1ente reportado en especies de otras 

tamilias del orden Asparagalcs tales con10 Sci/la grei!h11beri y S. puschkinioides 

(Svo1n::i y Grcilhubcr, 1987). Trircll'ia (Bcrg, 2003). /h·menocallis caribaea 

(Rayn1úndcz y col., 2008) e Iris mandshurica (Zhang y col.. 2011) y más 

cercanan1ente en la especies Yucca n1picola (Watkins, 1937) y Agave lechuguilla 

(Grave. 1941) pertenecientes a !a fa1nilia Agavaceae. sin embargo, Regen (1941) 

reportó para A. virginica que el arreglo de la tétrada se puede dar tanto de forma 

linear como en fonna de ·'T" al igual que en Jlesperocal!is undulata (Cave, 1948). 

mientras que Wolf (1940) reportó la aparición de la tétrada en forma linear de 

manera poco frecuente siendo !a formación en ''T" la regla para la especie Y. 

a/oi/O!ia. 

Las observaciones realizadas de1nuestran que tres de las 1ncgasporas de la tétrada. las 

mús cercanas al extremo micropilar degeneran y sus restos permanecen en ocasiones 

en e! extremo 1nicropi!ar del óvulo las cualc.-; se observan co1no manchas 

intensamente teñidas pudiendo ser observadas en óvulos que contenían sacos 

embrionarios hasta el estado de dos núcleos. Estos resultados pueden compararse con 

los reportados por Regen ( 1941) en Agave 1·ir;única y por Wolf (1940) en Yucca 

aloifi.ilia donde 1nencionan que tras la inuerte y degradación de las tres megasporas, 

los residuos se observaron hasta el estado desarrollo del saco c1nbrionario de cuatro 

núcleos. 
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Figura 6. Final de la megasporogénesis. a) Fom1ación en linea de la tétrada y degradación de las tres 
mcgasporas micropilares b) Representación esquemática de la tétrada. c~calaza. m%micrópilo. 
mec=megaspora ca lazal. hi- hipostasa. cabezas de ílccha- mcgasporas en proceso de degradación. 
Barra= 12.Sµm . 
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J\si mismo, se apreció que al nlon1ento de la degeneración de las megasporas solo la 

más cercana a la cala1:a permanece viable, este proceso en el que solo una de las 

megasporas sobrevive se da de 1nanera sen1cjantc en la 1nayoría de las plantas con 

flor incluyendo Arabidupsis tha/ianu y Zeu 1nays (Yang y col., 2010) y de manera 

n1ás cercana en las especies Scilla grei//wheri y S. p11.1·chki11iuides (Svoma y 

Greilhuber. 1987). Agave virginica (Rcgcn, 1941) y Y. a/oi/0/ia (Wolt~ 1940). sin 

embargo, no siempre es la megaspora 1nás cercana la que sobrevive, Rced ( 1903) 

1nencionó que en la especie Y. filamentosa es la segunda mcgaspora en el sentido 

cala1:al-micropilar de la tétrada la que madura y da origen a! saco embrionario. 

Recientemente. Pi ven y col. (2001) reportaron que el saco embrionario de las 

especies /l. fOurcroydes y A. 011g11stifá!ia pertenecientes al género Agave. se 

desarrolla a partir de !as dos mcgasporas más cercanas al extre1no mieropilar dando 

origen a un saco embrionario de tipo Bispórico. 

8.1.2. Megagametogénesis 

Yang y col. (20 l 0) observaron que el proceso de la mcgagan1etogénesis inicia con un 

aun1ento en tan1afio de la 1ncgaspora funcional. crecimiento que fue observado en las 

preparaciones estudiadas en este trabajo. donde la megaspora funcional (Fig.7) 

(43.um de largo y 23µm de ancho) n1ostró un tan1ailo si1nilar al observado en 

T(?fieldia glutinosa (llo\loway y Fried1nan, 2008), donde la megaspora funcional 

nlide de 35 50,uin de largo y 12--20µrn de ancho. En esta etapa del desarrollo 

comienza a observarse la formación de la hipostasa (Figs. 7a y b) que se detecta 

como un grupo bien definido de células que se encuentran inn1ediatamente 

adyacentes al saco e1nbrionario (es decir. que se extiende justo por encima de las 

antípodas del saco embrionario maduro). norn1almente pobre en contenido 

citoplásn1ico y con paredes celulares engrosadas o parcialmente lignificadas 

(Mahcs\~'ari. 1950. Rudall. 1997). 
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Figura 7. Megaspora funcional. a) Megaspora funcional del gametótito femenino, en el extremo 
calazal (mef) arriba de ella se observa la hipostasa (hi) y en el extremo micropilar los restos de las 
megasporas no funcionales (med) b) Diagrama de la megaspora funcional. c=calaza. m=micrópilo. 
mef=megaspora funcional. med=megasporas degradadas. hi=hipostasa. Barra= 15 µm . 

24 



Por otra parte. Ti!ton ( 1980) nlenciona que la primera indicación visible de la 

tónnación de la hipostasa ocurre durante la interfase 111ciótica-mitótica de la 

1ncgaspora funciona!, donde las células nucclarcs alrededor de la parte inferior de la 

cala;..:a se observan teí'iidas 1nás densamente que las células vecinas. El desarrollo de 

esta estructura esta reportado como frecuente entre mien1bros de la familia 

Agt/\'aceue (Tilton y Morgcnscn, 1980), y al estar conectado con el tejido vascular 

del óvulo es probable que tenga una función integral en !a transloeación de nutrientes 

en el ga1netófito femenino antes y después de la fertilización (Tilton, 1980). 

La 1negaspora funcional sufre una prin1era división mitótica dando como resultado 

un saco e1nbrionario con dos núcleos, los cuales se sitúan uno en cada polo: el núcleo 

calazal primario y el núcleo micropilar primario, estos se encuentran separados por 

una vacuola central relativamente grande (Figs. 8a y b). El tamaño promedio del saco 

embrionario en esta etapa fue de aproximadamente 50 µm de !argo por 35 µm de 

.:1ncho. Esto.s do.s núcleos hijos se dividen nuevamente dando origen a cuatro núcleos, 

los cuales se sitúan dos en el extrc1no calazal y dos en el extre1no nlicropilar mientras 

la vacuola permanece al centro del saco ctnbrionario (Figs. 9a y b), la división de los 

núcleos se da de manera sincrónica en ambos extremos del saco. proceso que se da 

de n1anera sc1nejante en los óvulos de maíz (Zea 1nl~vs) (1 luang y Sheridan, 1994 ). El 

saco e1nbrionario en este estado alcanza un ta1naño de 60 µin de largo por 42 µm de 

ancho, datos c01nparables a los presentados por Ho!loway y Friedman (2008) en 

Tofie!dia glutinosu en la cual el saco mide 50-65 µm de largo y 20 30 µm de ancho. 

l::n ambos estados de desarrollo e! saco cmbrionar¡o es de forma ovoide. Una tercera 

división 1nitótiea daría origen a un saco e1nbrionario de ocho núcleos, situados cuatro 

en el extremo calazal y cuatro en el extremo micropllar, sin embargo este estado no 

pudo ser observado. 
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Figura 8. Primera divis ión mitótica del saco embrionario. a) Núcleos hijos originados a panir de la 
primera división mitótica del saco. uno en cada extremo del saco embrionario en el eje calazal­
micropilar separados mediante una vacuola central (v). b) Representación esquemática de la primera 
división mitótica. m=rnicrópilo. c=calaza. ncp=núclco calazal primario. nmp=núcleo micropilar 
primario. hi=hipostasa. v=vacuola. Barra=20 µm. 
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Fig ura 9. Segunda división mitótica del saco embrionario. a) Saco embrionario en etapa de cuatro 
núcleos. dos de ellos situados en el polo calazal (nsc) y dos en el polo micropila r (nsm) separados 
mediante una vacuola central (v). b) Diagrama que representa la segunda división mitótica del saco. 
c- calaza. m=micrópi lo. nsc"'Tlúclcos calazalcs. nsm"'Tlúcleos micropilarc,. hi=hipostasa. v=vacuola. 
8arra~20 µm. 
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8.2. FLORES CON ESTIGMAS RECEPTIVOS (MOME~\TO O) 

8.2.1. Formación)' caracterización del saco embrionario maduro 

Las observaciones realizadas en !os óvulos correspondientes al momento O n1ostraron 

la etapa de fünnación del saco maduro etapa que corresponde a las flores con 

cstig1nas receptivos, esto coincide con las observaciones hechas por Carlonc (1962) 

que menciona que la receptividad del estigma de la 1nanzana suele estar sincronizada 

con cl 1no1ncnto de la madurez del saco c1nbrionario. 

Al mon1cnto O el saco embrionario aumenta su tamafi.o a 247 ,u1n de largo por 106 

pin y cambia de forma siendo mús ancho en su extremo calazal que en el micropilar. 

dando el efecto de una fonna bulbosa y con un pequci1o ··tubo" estrecho (tubo 

haustorial) en el extremo ealazal (Figs. \Oa y b) similar a la reportada por Tilton 

( 197S) en Ornithogu!11m ca11dat11111 donde n1enciona que la türma del saco es 

pirifonnc (en forma de pera), con la hipostasa rodeando el tubo haustorlal en el 

extren10 calazal. Este tubo haustorial ha sido reportado en un gran número de sacos 

embrionarios de plantas mcinoeotikdóncas (RudalL 1997). El tubo penetra en las 

células de la nucela cerca del haz fibrovascu!ar por lo que se ha reportado que podría 

cu1nplir funciones nutritivas sirviendo como haustorio (Rced. 1903; Watkins, 1937; 

Wol( 1940; RudalL 1997). En el extremo micropilar se observa una extensión del 

tc_iido nucclar a manera de una capa uniseriada de células que cubren la parte del 

saco cercana a los integu1nentos, esta estructura es similar a la observada por Tilton y 

Mogensen ( 1980) en Agavt' pan:1·. En esta etapa, el saco embrionario se compone de 

ocho núcleos (siete células) y se organiza de !a siguiente 1nanera: tres antípodas 

ubicadas en el tubo haustorial calazaL dos núcleos polares que conforman el núcleo 

de !a célula central, se encuentran uno al lado del otro y se sitúan en el polo calazal 

del saco justo debajo del tubo haustorial. y tres células en el polo micropilar, dos 

sinérgidas y una célula huevo, las cuales confonnan el aparato ovular (Figs. lüa y b). 
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Figura 10. Organización y dimensiones promedio del saco embrionario maduro. a) Organización y 
dimensiones del las células del saco maduro. dentro del tubo haustorial se encuentran los restos de las 
antipodas (ad). debajo de ellas el núcleo de la cclula central (ncc). en el extremo micropilar del saco se 
encuentro el aparato ovular formado por dos sincrgidas (s) y la célula huevo (ch). b) Representación 
esquemática del saco maduro. c=calaza. m- micrópilo. ad- antipodas degmdadas. ncc=núclco de la 
célula central. vcc= vacuola. s sinCrgida. ch .... célula huevo. Barra 25 µm. 
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8.2. l.t. Antípodas 

En e! presente análisis no fue posible observar las antípodas del saco embrionario. 

sin e1nbargo, se logran observar restos intensamente tcí1idos de estas células 

degr::idadas. los cuales se localizan en el tubo haustorial ca\azal (Figs. !Oa y b, 13a y 

b ). Maheswari ( 1948, 1950) menciona que ocasiona!incntc son encontrados sacos 

con 111cnos de ocho núcleos y que esto puede deberse a la rápida degeneración de las 

antípodas o incluso aún cuando están presentes pueden pasar desapercib!das por estar 

situadas al final del tubo calazal de! saco cn1brionario. 

Es probable que este fenó1ncno de rápida degeneración por parte de las antípodas 

esté presente en el gametófíto fc1ncnino de A. fl'quilana por lo que !os tiempos de 

muestreo de los óvulos no pcnnitieron realizar las observncioncs de las mismas. Este 

fenó1ncno de la pronta desintegración de las antípodas ha sido reportado de igual 

1nancra en especies con10 Aga1·t' virginica (Rcgcn, 1941 ), G~1·cine nJax (Kcnncll y 

Horncr. 1985) Scil/a pt'rsica y S. .fiisevrum (Svoma y Grcilhuber, 1987). Triticum 

at'sfii·11111 (Vv'hci-cheng y col.. 1988; Li-! lua y Rui-Lin, 2004), Arahidvpsis thaliana 

(\1urguia y col.. 1993), Pass{flura t'dufis (Magalh5.es de Souza y col., 2002), 

Sa1gentodoxa cuneara (Wang y col., 2009) y Cichori11m intyhus (Chehregani y col., 

2011 ). Según Tilton (1978), en las angiospermas, las antípodas son las células que 

mús varían en su comportamiento dentro del 1ncgagametófito n1aduro, el único rasgo 

que comparten entre si es su ubicación en el extren10 calazal del saco: las antípodas 

pueden ser efímeras. degradando.se poco después de su formación o persistir incluso 

después del evento de fecundación (Willian1s y Friedman. 2004). En To.fir.ddia 

gl11ti11osa las antípodas incluso proliferan en la etapa de maduración del saco 

embrionario, encontrándose hasta ocho núcleos antipodalcs (J lo!loway y fricdman, 

2008). 

8.2.1.2. '.\úcleos polares 

Los núcleos polares se observan uno al lado del otro situados justo debajo del tubo 

hasturial calazal (Figs. l la y b). siendo 1nuy siinilarcs en forma y tamaño entre ellos 

corno lo explican Mahcswari ( 1950) y Tilton y Lerstcn ( 1981 ). 
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Figura 11. úcleos polares. a) Núcleos polares uno al lado del otro. situados debajo del tubo 
haustorial en el extremo calazal del saco embrionario. b) Esquema de la localización de los núcleos 
polares. c=calaza. np=núclcos polares. hi- hipostasa. V"'vacuola. ad=antipodas degradadas. Barra=2 
µm. 
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La posición de los núcleos polares es similar a la observada en f/emiphylac11s 

uh1tos(1-/11s ( Rudal! y col.. 1997) donde se encuentran en el extreino calazal dentro de 

un tubo o cuello (haustorio calazal) y Tofieldia glutinosa (l lolloway y Friedman, 

2008) donde los polos nuckarcs se sitúan a dos tercios de distancia del extremo 

micropilar del saco embrionario. 

8.2.1.3. Aparato ovular 

En el extren10 1nicropilar las dos sinérgidas yacen una al lado de la otra y pueden 

observarse en el nlisn10 plano focal, niicntras que la célula huevo se encuentra por lo 

regular en un plano focal diferente y por lo genera! se posiciona en medio de las dos 

sinérgidas. Las tres células del aparato ovular tienen una de sus paredes en contacto 

con el borde del gameiofito femenino, de niancra .si111ilar a lo que se observa en el 

aparato ovular del 111egagametófito de Toficddia glutinosa (l lo!loway y Friedman, 

2008) y Ornithogu/11111 ca11dat11m (Ti!ton. l 978). 

Las sinérgidas poseen una fonna 111uy similar entre ellas. Cada sinérgida posee una 

vacuola polarizada hacia el cxtren10 calazal y el núcleo hacia el extremo micropi!ar 

(Tian y col.. 2005). En el presente estudio no fue posible observar el aparato 

filitünne. debido probablemente a que la técnica de clarificación-tinción no lo hizo 

visible (Magalh<les de Souza y col.. 2002). 

La célula huevo presentó distintas formas durante las observaciones realizadas. sin 

embargo. de manera general en todas se visualizó un núcleo denso. bien polarizado 

hacia el extremo ca\azal y también una gran vacuola que ocupa casi todo el espacio 

de la célula situada en el extremo micropilar (Figs. 12a. by el de modo scn1cjante a 

lo 111ostrado por Tilton (1978) en Ornithoga/11111 caudatwn donde n1enciona que una 

gran vacuola situada en el externo 111icropilar ocupa la 111ayor parte del volumen de la 

célula mientras !a n1ayor parte del contenido citop!asmático y el núcleo se sitúan en 

el extremo calazal de la célula huevo. Resultados si111ilares fueron obtenidos por 

Mogensen y Suthar (1979) y Tian y col. (2005) en Nicoriano tobac11n1. En promedio, 

e! tainaño que presenta la célula huevo es de 28 µm de largo por 23 µm de ancho. 
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Figura 12. Célula huevo. a). b) y e) Diferentes formas que presentó la c¿lula huevo en los sacos 
embrionarios maduros. El núcleo de la célula huevo se encuentra polarizado hacia el extremo calazal 
en los tres casos. m=micrópilo. ch=céluln huevo. nch ~núcleo de la célula huevo. Barra~=25 µm. 
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8.3. SEGUNDO DÍA DESPUÉS DE LA POLl:\IZACIÓN 

8.3.I. Célula central: cariogamia de los núcleos polares 

Al segundo día después de la polinización los óvulos analizados no mostraron 

cambios en el tamaño y forma del saco. sin c1nbargo, se observó la unión de los dos 

núcleos polares (carioga1nia) para generar el núcleo de !a célula central. La 

cariogamia de los núcleos polares antes de !u fecundación ha sido observada de la 

misma manera en los óvulos de Cu¡Jse!/a bursa-pastoris (Schulz, 1973), T~fieldia 

glutinosa (llolloway y Fricd1nan, 2008) y Arahidopsis tha/iana (1-Iamamura y col., 

2012). El núcleo de la célula centra! pennanccc localizado al igual que los núcleos 

polares en el cxtre1no calazal del saco embrionario (figs. 13a y b), sin embargo 

Piven y col. (2001) reportaron en Agave .fOurcroydes y A. ang11sti/O!ia que la 

posición de los núcleos polares y el núcleo de la célula centra! se encuentran al 

centro del saco c1nbrionario patrón que !";C observa de la misma 1nancra en gran parte 

de las plantas angiospennas (Tilton 1978; Russell. 1993 ). particulannente en maíz 

(l luang y Sheridan, 1994). otros cereales y en Arabidopsis thaliana (0\sen. 2004). 

Por otra parte. la polaridad del núcleo de la célula central cargada hacia el polo 

ca!azal del saco embrionario fue observada en las especies de la Yucca rupicofa 

(Watkins, 1937), Percea americana (Toiner y Gottrcich. 1976) y Tu.fieldia glutinosa 

(1-lollov.-·ay y Friedman. 2008). Según Mahesvvari (1950) la posición del núcleo de la 

célula central cercana a las antípodas indica que una vez fecundada el desarrollo de 

cndospem10 será del tipo hclobial. El núcleo de la célula central presenta una forma 

sc1ni-circular a ovalada y tiene un tan1aiio aproxi1nado de 17 ~un por 13 µm. 
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Figura 13. Núcleo de la célula central y restos de las antípodas. a) Núcleo de la célula central en el 
extremo calazal del saco embrionario debajo del tubo haustorial donde se observan los restos de las 
antípodas degradadas. b) Esquema de la localización del la célula central y los restos de las antípodas. 
c"Calaza. ncc: núclco de la célula central. vcc vacuola de la célula central. ad~antipodas degradadas. 
Barra: 25 µm. 
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8.4. TERCERO Y CUARTO DÍA DESPUÉS DE LA POLINIZACIÓN 

8.4.1. El proceso de la doble fecundación 

En las prcparnciones correspondientes a óvulos extraídos y fijados tres y cuatro días 

después de la polinización fue posible observar el proceso de la doble fecundación. 

En el cxtre1no 1nicropilar de los óvulos analizados se pudo apreciar la entrada del 

tubo polinico al saco cn1brionario del óvulo, a manera de una hendidura u orificio 

(Figs. 14a y b) formado en la capa nucdar n1icropilar uniseriada: esta modificación 

del tejido nucclar en el cxtre1no micropilar es similar a la reportada en Agave parry 

(Tillan y Mogcnscn, 1980). E! tubo po[ínico penetra una de las sinérgidas (la cual 

degenera) y descarga los dos núcleos cspennúticos al interior del saco embrionario. 

Uno de los núcleos espcnnáticos fecunda a b célula hL1evo. mientras que el otro 

núcleo espcnnático fecunda a la célula central: este proceso puede ser observado en 

!as figuras 14 y 15 donde se puede apreciar el recorrido que realizan los núcleos 

espermático~ a través del saco a n1anera de una linea de color obscuro la cual parece 

estar teñida con la l lematoxilina de Mayer. La primera 1narca que se observa es a 

partir de la base de una de las sinérgidas hasta hacer contacto con el núcleo de la 

célula huevo (Fig. 14a). mientras que la segunda se observa a partir de la célula 

huevo y continua a lo largo del saco e1nbrionario hasta encontrarse con el núcleo de 

la célula central (Figs.!Sa y b) recorriendo así una distancia de aproximadamente 

21 O ,um. Este proceso de doble fecundación parece ser diferente al reportado en 

Arahidospis tholiana (llama1nura y col., 2012) donde después de descargar ambos 

núcleos espermáticos en la sinérgida (la cual degenera al ser alcanzada por el tubo 

polínico) pcnnaneccn juntos e inmóviles en las cercanías de la sinérgida degenerada 

durante 7.4 1nin aproximadan1cntc y después reinician su movimiento, uno 

directa1ncnte hacia el núcleo de la célula huevo y el otro al núcleo de la célula central 

que se sitúa en el cxtrcn10 calazal del óvulo muy cercano a la célula huevo, sin que el 

segundo núcleo espcrmútico pase a través de la célula huevo para llegar al núcleo de 

la célula central. Un estudio de la ultraestructura del ovulo de Agave parry (Tilton y 

Mogcnsen. 1980) el cual posee un saco cn1brionario 1naduro con un arreglo similar al 

observado en A. tequilana 1nucstra que existe una au.sencia en la continuidad de la 

pared celular alrededor del extren10 ca!azal de la célula huevo, lo que podría facilitar 

la transferencia del segundo núcleo espcrrnútico hacia el núcleo de la célula central. 
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Figura 14. Proceso de doble fecundación: fecundación de la célula huevo. a) Fecundación de la célula 
huevo por uno de los núcleos espennáticos. se observa el punto de entrada en el tejido nucclar 
uniseriado rnicropilar (asterisco) y el camino que recorre el núcleo espenn:ltico dentro de la célula 
huevo. b) Representación esquemática de la doble fecundación. c=calaza. m~micrópilo. ad=antipodas 
degradadas. nnc=núcleo de la célula central. vcc=vacuola de la célula central. s=sinérgida. ch- célula 
huevo. tp- 1ubo polinico. nv~núclco vegetativo. ne- núcleos espcrm:iticos. cabezas de ílccha= rastro de 
los núcleos cspennáticos a través del saco. as1erisco=pun10 de entrada del tubo polinico. 
1 fecundación de la célula huevo. 2=fccundación de la célula central. Barra 25 µm. 
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Figura 1:'. Proceso de doble feeundm:ión: fecundación de l¡1 célula <:entra!. a) Se observa la 
degeneración de la si11érgida por donde entr;iron los núd..::os esp<..·rmáuco~· .1~·í como el <:amino que 
sigue en segundo nl1elco espermático h¡1sta la primera mit;1d del saco embrionario. b) Se aprecia el 
camino que rceorR' el segundo núcleo espermúti¡:o a partir de la segunda mit;id del s;ico hastn 
encontrarse con el núcleo de lo célula central en el extremo cala;;nl del ~aet1 embrionario. c=¡:alaza. 
n1~m1crópilo. si sinérgida. s1d=sinérgida degradada. ne!:" núcleo de la célula central. cabezas de 
llech;i=rnslro de lo~ núcleos cspcnmiticos a través del saco. Barras-- 20 µm. 
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En Arabidopsis thuliana (llamamura y col., 2012) la diferencia en tiempo entre 

ambos eventos de fecundación es de 2.5 1nin en promedio, por !o que se dan de 

manera casi siinultánea (Hamamura y col. 2011 ). Sin c1nbargo. dada la lejanía del 

núcleo de la célula central en Agai·e teq11ila11a este evento podria tomar mucho más 

tic111po. 

8.5. QUINTO DÍA DESPUÉS DE LA POLINIZACIÓN 

8.5.1. Formación del cigoto y el endospermo 

Al quinto después de la po!init:ación el saco embrionario aumenta su tamaño a 280 

~tm de largo y 125 µ1n de ancho en proincdio. La forma de! saco embrionario 

co1nicn;.i;a a cambiar, las paredes del saco cercanas a la cala;.i;a y que rodean el tubo 

haustorial comienzan a recorrerse en sentido cala;i;al hacia el tejido nucelar (Figs. 16a 

y b). 

En estas preparaciones se pudo observar la formación del cigoto como resultado de 

la fecundación de la célula huevo por uno de los núcleos espermáticos. E! cigoto 

posee una forma semiesférica de gran tamaño 40 µm de largo por 38 µm de ancho 

con un núcleo bien polarizado hacia el extremo cala;.i;al (Pigs. 16a y b). La posición 

del núcleo en el extremo calat:al del cigoto ase111cja a la observada en las células 

huevo, esto ocurre de manera similar en los cigotos de Capse//a hursa-pasroris 

(Schul;.i; y Jcnscn. 1968). !1/icotiana rabac11m (Mogcnsen y Suthar, 1979) y 

Arahidopsis tha/iana (Mansfícld y Briarty. 1991: Mansfield y col.. 1991). Así 

1nis1no. dispersas en el saco embrionario se puede observar la fonnación de las 

células del cndospcnno producto de la fecundación de la célula central por el otro 

núcleo espermático. El cndospcrn10 es del tipo helobial (Figs. 16a y by 18) de igual 

1nancra al reportado por Cave ( 1948) en f /espcrocal!is undu!ata (orden Asparagalcs). 
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Figura 16. Cigoto SDDP. a) Cigoto si tuado en el extremo micropilar del saco embrionario con su 
núcleo altamente polarizado hacia el extremo calazal y células del endospermo distribuidas a lo largo 
del saco embrionario. b) Representación esquemática del cigoto y las primeras células del 
endospermo. c : calaza. ce=células del endospermo. ei=cigoto. nci=núcleo del cigoto. m=micrópilo. 
asterisco=punto de entrada del tubo polinico. Barra=20 µ m. 
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8.6. SEXTO DÍA DESPUÉS DE LA POU:\IZACIÓN 

8.6.1. Caracterización del saco embrionario post-fecundación 

/\! sexto día después de la polinización el saco e1nbrionario cambia radicalmente 

tanto en fonna como tamaño. su fonna es irregular y asc1ncja la de un corazón. las 

paredes que rodeaban al tubo haustorlal calazal siguen empujando hacia la parte de la 

calaza abarcando el tejido nuclear fonnando de esta manera dos nuevos haustorios 

uno a cada lado del extremo calazal del saco divididos por un remanente de tejido 

que corresponde a un tejido lla1nado pedestal o ··postament" (Fig. 18) y que incluye a 

su vez parte de la hipostasa de! ovulo la cual conectaba al antiguo haustorio calazal 

con los tejidos vasculares del 1nisn10. Existen varios registros acerca de la formación 

de haustorios calaza\ales en especies del orden Asparagaks. donde el endospermo en 

desarrollo invade secciones laterales de la nucela proximal, destruyendo el tejido 

lateral y dejando libre al centro al posramenr (Rudall, 1997). De manera similar. en el 

extremo micropilar se puede observar con10 !a parte micropilar del saco donde se 

sitúa el zigoto comienza a recorrerse fonnando otro haustorio (haustorio micropilar). 

8.6.2. Alargamiento del cigoto 

Así misino, se pudo apreciar el alargamiento del cigoto de 40 µm (5 DDP) a 60 ,um 

aproxin1<1da1nente (Fig. 19), sin embargo el ancho pern1ancce constante al observado 

al quinto DDP (38-40 µ111 en pro1ncdio). Este alargamiento del cigoto esta reportado 

en Arahidopsis thaliana (Mansficld, 1991) donde la célula del cigoto se alarga 

aproximadamente tres veces su tanuiño original. Las células del endospermo 

continúan dividiéndose rápidamente situándose 1nayormcnte en la región media y 

calaza! del saco c1nbrionario. Varias divisiones del endospenno ocurren antes de que 

se observe la primera división del cigoto. observaciones comparables a las hechas en 

Amaranrhus hypochondriacus (Coi1nbra y Salc1na, 1999), lo que sugiere que la 

célula central es precoz en su desarrollo post tCcundación. 
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FiAura 17. Saco embrionario 6 DDP. ln el extremo calazal se observan los dos haustorios c<ilazales 
divididos mediante el po.1·111men1. en el c:-;tremo micropilar se fonna d haustorio micropilar c=calaza. 
p=poslmnent. hc=hau~torio calazal. hm 0 lrnustorio micropilar. m=micrópilo. Barra - JOO µm. 

m 

ci 

Fij!;ura 18. Cigoto 6 DDP. Alargamiento dd cigoto. ci=cigoio. nci 0 núdco del cigoto. c=célula del 
endospcnno. m micrópilo. hm··Jrnustorio mi¡;ropilar. Barra· 25 µm. 
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8.7. OCTAVO DÍA DESPUÉS DE LA POLINIZACIÓN 

8.7.1. Desarrollo temprano del embrión (primera división del cigoto) 

Al octavo día después de la polinización se observa la primera división del cigoto 

(Fig. 20). Esta primera división se da en forma transversa! y da lugar a dos células 

una basal y una apical la cual fonnará la cabeza embrional, proceso sim!lar al 

descrito en la mayoría de las angiospennas (Lau y col., 2012). Al igual que en el 

cigoto el núcleo de la célula apical del embrión n1uestra una alta polaridad hacia el 

extremo calazal, esta polaridad mostrada desde el estado de cigoto resulta en la 

división asiinétrica del embrión por lo que la célula apical se observa es de menor 

tamaño a la célula basal, y posee un gran núcleo bien definido, mientras la célula 

basa! parece estar altamente vacuolada. lo cual ocurre de manera similar en gran 

parte de las plantas con flor (Rodríguez-Garay y col.. 2000). 

Figura 19. Primera divi~iün del cigoto. Primera división del cigoio. lo que da lugar a un embrión de 
dos <.:élulas, la célula apical y la cClula basal.. cm=cmbnón. ca=célula apical. cb~célula basal 
hm -haustorio micropilar .. Barrn=20 µm. 
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Fi~ura 20. Semilla inrnadurn de A¡;m·e requifww a X DDP. c~<.:alaza. sc=saco embrionario. 
m~micrópilo. Barra ~00 µ1n. 

8.8. NOVENO DÍA DESPUÉS DE LA POLl'.'!IZACIÓN 

En los óvulos pertenecientes a las preparaciones 9 DDP ninguna observación 

microscópica pudo ser realizada debido a la gran cantidad de endospermo dentro del 

!-iaco embrionario así como al gran tamaño de las muestras. 
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9. CONCLUSIONES 

1. E! saco einbrionario de Agan' requi!ana se desarrolla de acuerdo al patrón 

tipo Polygo111un. 

2. El saco maduro de A. tcqui/ana coincide con la receptividad de los estigmas 

de las flores. 

_,_ Las antípodas de los sacos maduros de 11. tequi/ana son efímeras. 

4. El núcleo de la célula central se encuentra altamente polarizado hacia el 

extremo calazal del saco e1nbrionario. 

5. El proceso de doble fecundación parece efectuarse de manera distinta a !o 

propuesto de n1ancra general para la mayor parte de !as plantas angiospermas. 

en 11. tequilana el segundo núcleo cspennático pasa a través de la célula 

huevo para llegar al núcleo de la célula central. Este proceso no había sido 

reportado en ninguna especie del género Aga;·c. 

6. La distancia que recorre el segundo núcleo espermático para fecundar la 

célula central es de aproxi1nadainente ::no µm. 

7. El núcleo del cigoto de A. fl.'l/llilano se encuentra alta1nente polarizado hacia 

el extremo ca laza! a! igual que el núcleo de la célula huevo. 

8. En el saco embrionario post-fecundación se observa el desarrollo de 

estructuras representativas del orden Asparagales tales coino el pvstament, 

los haustorios calazalcs y el haustorio 1nicropilar. 

9. La división del cigoto y türn1ación del cn1brión se da de manera similar al 

patrón observado en la 1nayoría de las plantas angiospermas. 

10. La adaptación de !a técnica de clarificación-tinción propuesta por Stc\ly y col. 

( 19X4) permitió el análisis de un gran número de n1uestras sin que las células 

y tejidos analizados fueran alterados. 
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10. PERSPECTJV AS 

Los resultados del presente trabajo pcrn1itcn proponer investigación adicional que 

c01nplementc el estudio realizado. Las propuestas se resuincn en los siguientes 

puntos: 

1. Realizar un análisis ultraestn1ctura! de las células que conforman el saco 

embrionario maduro de Agan' tí:'qllilana. 

2. Realizar un análisis 1nás detallado sobre el proceso de la doble fecundación, 

que incluya e! uso de colorantes especificas que pennitan detectar miosina y 

actina para observar el movinlicnto de los núcleos espermáticos a través del 

saco embrionario . 

. ). Realizar estudios de fertilización in t·irro para lograr hibridaciones intra e 

intcrgenéricas en la familia Agavaccac para futuras investigaciones en el 

1ncjoramicnto genético del género Agave. 

4. Evaluar la ho111ología entre e1nbriogéncsls somática y cigótica. 
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