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RESUMEN

El Agave tequituna Weber var, Azul es una planta comercial de gran impeortancia
ccondimica, ya que es utilizada come malteria prima para la produccion del teguila.
Su cultive se ha realizado tradicionalmente a través de la reproduccion asexual, lo
que ha derivado cn la reduccién de Ta varizbilidad genética y 1o ha vuelto vulnerable
a diversos tipos dc estrés bidticos y abidticos. La realizacion sistematica de
hibridaciones permitiria obtener variacién en la poblacidn, sin embargo, debido al
largo ciclo de vida de la planta (6 a 12 afios) v a la practica de remover la
inflorescencia en las plantaciones comerciales, la informacién disponible respecto a
la fisiologia y genética de su reproduccion es escasa. Ef objetivo del presente trabajo
fue realizar la caracterizacién del procecso de formacién del sace embrionario, el
proceso de fecundacion, formagion del cigeto v cl desarrollo temprano del embrién
de A, reguifong Weber var. Azul mediante lo adaptacion de una téenica de
clarificacién-tincion gue permita el andlisis de un gran nimero de muestrag, cin un

periodo de tiempo corto, sin que los tejidos analizados scan alierados.

S¢ analizd un total de 5,000 dvulos tomados a partir de botones florales, flores cn
antesis y flores polinizadas. El desarrollo del saco cmbrionario de A, tequilana sigue
de manera general el patrén monospérico del tipo “Polvgonum™. Se observé por
primera vez cl progeso de doble fecundacion en csta especie asi como la formacion
del cigoto y ¢l embrion en A. reguilona. Los resultados obtenidos permiten conocer
los aspectos basicos de los patrones de desarrolle embrionario del agave y su
fecundacion. Esto permite abrir nucvas vias de investigacién basiea v aplicada en las
dreas de la biologia del desarrello y reproduccion. Ademas esta informacion puede
ser usada directamente en programas dc mejoramiento genétice brindando
herramientas para la fecundacion im vitre. obtencidn de lincas homecigotas ¢

hibridaciones intra e intergenéricas,



1. INTRODUCCION

El géncro Agave es uno de los grupos de plantas mis reconocidos por los mexicanos
y uno de los que més identifican a México en tode el mundo. Dentro de este grupo se
cncuentra Agave feyuilune Weber var, Azul. la cual es una variedad comercial
importante 2 nivel econdmico, social y comercial ya que cs utilizada para la

produccion del tequila (Rodriguez-Garay y col.. 2004).

Desde 1995 ¢l cultivo de agave sc ha posicionado como une de los cultivos mas
importantes, principalmente cn ¢l estado de Jalisco. debido a la creciente demanda de
tequila derivada de la Denominacion de Origen Tequila, la promocién cn los
mercados internacionales por el Consejo Regulador del Tequila {CRT) y el aumento

en el namere de empresas productoras (CRT, 2000).

Por mds de 200 afios, A. tequilone ha sido propagado asexualmente, lo que ha
permitido seleccionar y mantener a través del ticmpo plantas con caracteristicas
descables como precocidad, poco contenido de fibra y mayor cantidad de axicarcs.
Sin embargo. este tipo de propagacion tiene come consccuencia 1a reduccion de la
variabilidad genética v por lo tanto una alta vulnerabilidad a diverses tipos de estrés
bidtico y abiético. Una mancra de obtener variacion cn la poblacion y el
mejoramicnte genético de plantas de agave, ¢s mediante la prictica sistematica de
hibridacioncs, sin embargo. la investigacién realizada con respecto a la fisiologia v
genética de su reproduccion es escasa, debido principalmente al largo ciclo de vida
de la planta (6 a 12 afios). al dificil accese a sus flores y a la prictica de remover Ja
infloreseencia en las plantaciones comerciales para mantencr las reservas de azicares

para el proceso de fermentacion (Escobar-Guzmdn y col.. 2008).

En cste sentido, resulta necesario ¢l establecimiento de téenicas sencillas que
permitan el estudio de la biologia reproductiva en particular los patrones de
desarrollo de los embriones del agave v su fecundacién, lo cual puede abrir nuevas
vias de investigacion basica y aplicada en las drcas de ja biologia del desarrello y
reproduccion, ademds de brindar conocimiento y herramicntas para su manipulacidn

genética.



2. MARCO TEORICO

2.1. ANGIOSPERMAS

2.1.1. Caracteristicas generales de las Angiospermas (Division Magnoliophyta)

Las angiospermas (plantas con flores) son une de los principales grupoes de plantas
con semillas y posiblemente el mas abundante v diverso del plancta. del cual s¢ han
descrito al menos 260,000 cspecies vivientes clasiticadas en 415 familias {APG 111,

2009).

Este tipe dc plantas estin altamente diversificadas en cuanto a su morfologia
vegetativa y reproductiva. tamaiio. organizacién del genema y ocupan una gran
diversidad de ccosistemas: ademads son cruciales para la existencia humana, ya que la
gran mayoria de los cultivos en ¢l mundo son angiospermas. los cuales, son fuente de
alimentos, fibras naturales. medicamentos y obtencidn de madera entre muchos otros

productos utiles para ¢l hombre {Soltis y Soltis, 2004; Soltis y col., 2004).

La principal caracteristica que define a este grupo e ¢l poseer semillas contenidas o
encerradas dentro de un fruto ¢l cual deriva del ovarie de la fler. La flor csta formada
principalmente de tejidos esporofiticos y por los gametofitos tanto ¢l femenino como

el masculine (Li y Ma, 2002}

2_1.2. Formacién de los gametos en Angiospermas

El cicle de vida de las angiospermas presenta alternancia de generaciones y se divide
cn dos fascs. una fase csporofitica dominante (diploide} y una fase gamctefitica
{haploide) (lfaig. 1990; Redrigucz-Garay y col., 2000; Fan vy col.. 2008; Ma y
Sundaresan, 2010). En comparacion con el espordfito, las funciones del gametofito
son mas cortas v relativamente menos complejas, su funcion principal se centra en
producir gametos haploides va sean masculinos o femeninos (Reiser y Fischer, 1993;

Yadegart y Drews, 2004; Fan y col., 2008).



2.1.2.1. Formacion del polen

Los estambres forman en su conjunto ¢l érgane sexual masculino o androceo. El
desarrolio temprane del gametofito masculino {microsporogenesis) se lleva a cabo
dentro de las anteras (Mascarenhas. 1989), las cuales estdn situadas generalmente en
el extremo de un filamento delgado y cn cl interior de éstas se encuentran los sacos
polinices ¢ microesporangios. Aqui, se produce el arqucosporio consistente en un
tejido csporégeno gue por mitosis y citocinesis genera las células madres del polen,
cada una de las cuales sc divide meidticamente para tormar una tétrada de células
llamadas microsporas (haploides} {(Bedinger, 1992). Cada uno de los compenentes de
la tétrada s¢ cncuentran unidos por una pared de calosa, las microsporas incrementan
rapidamente en volumen. v finalmente la calosa es degradada por medio de la
actividad de la enzima calasa lo que las libera de la térada para madurar cada una

como un grana de polen (Bedinger, 1992; Honys y col., 2006, Li y Ma, 2002).

El polen es una ¢structura bieciular; la mitosis del polen (seguida de una citocinesis)
genera dos células hijas con estructuras completamente diferentes. una célula
vegetativa y una germinativa este proceso es llamade como microgametogenesis; la
célula generativa posec un nucleo bicn condensade vy una cantidad reducida de
citoplasma en comparacion con la célula vegetativa. Durante la fecundacién, la
célula vegetativa es la encargada de la formacion y crecimicnte del tubo polinico
mientras que la germinativa sufre una scgunda division mitotica para formar los
nicleos csperimaticos que pescen la capacidad de fecundar uno a la célula huevo del

gametdtito femenino vy otro al niicleo de la célula central (Mc Cormick. 1993, 2004).

2.1.2.2. Formacion del saco embrionario (tipo Pelygonum)

El gametofite femenine llamade tambidn megagametdtito o saco embrionario se
desarrolia dentro del carpelo que se conforma de tres elementos: el ovario, el estilo v
¢l estigma (Fig. 2). El ovario puede contener une © varios ovulos los que a su vez
conticnen al saco embrionario. Cada dvulo esta unido al ovario por el funiculo y se
encuentra recubierto o protegido por dos capas cclulares deneminadas tegumentos
gue lo rodean parcialmente dejando libre la region micropilar y en su interior se
encucntra una masa de tejido compacto {lamada nucela (Gutiérrez-Mora v col.,

Z012).



Cada évulo contiene una sola célula madre de la megaspora, la cual después de dos
divisiones meidticas forma una tétrada de megasporas, generalmente tres de cllas
degeneran, mientras que la célula mas cercana a la calaza permanece y se convierte
en la megaspora funcional la cual después de tres divisiones mitéticas sin citocinesis

formardn el saco embrionario maduro (Chasan y Walbot, 1993: Li y Ma, 2002).

Calaza

Antipodas

Polos
nucleares

Célula
central

Nucela

Célula huevo
polarizada

Sinérgidas

_ Integumento
interno

— Integumento
externo

Micropilo

Figura 1. Saco embrionario maduro tipo Polvgonum. Modificado de Gutiérrez-Mora y col. (2012).

El saco embrionario puede presentar diversos patrones de desarrollo. sin embargo, el
mas coman consiste de cuatro tipos celulares, arreglados de la siguiente forma: tres
células antipodales (en el extremo calazal), una célula central formada por los dos
ntcleos polares (que generalmente migran hacia el centro del saco), dos células
sinérgidas y la célula huevo (localizadas en extremo micropilar) (Fig. 1)
(Maheshwari, 1937; Dressclhaus, 2006; Kigi vy GrofB-Hardt, 2007 Sundaresan y
Alandete-Saez, 2010; Yang y col., 2010). Este tipo de desarrollo del saco

embrionario es conocido como tipo “Polvgonum,” ya que fue en la especie



Polvgonum divaricetim donde el modelo fue descrito por primera vez (Maheshwari,
1937}. Este modelo de desarrollo estd presente on mas del 70% de las especics de
angiospermas incluyende Arabidopsis thaliona y Zea mays (Russeil, 1978; Webb y

Gunning, 1990).

2.1.3. Reproduccidn sexual en angiospermas: la doble fecundacién

Durante la reproduccion sexual de las angiospermas, mediante ¢l proceso de
polinizacion (via polinizacion crurzada o autopolinizacion), ¢l grano de pelen es
transferido desde la antera hasta ¢l estigma donde germina mediante rehidratacion y
forma el tube pelinico (Yadegari y Drews. 2004; Boavida y col.. 2003), ¢! cual viaja
largas distancias dirigido primeramente por las sefales emitiday por el espordfite y
lucgo por cl gametéfito femenino (Wetering y Russell, 2004} hasta llegar al
micrdpile del évulo en ¢l ovario (Fig. 2) donde se guia por las sefales generadas por
las ¢élulas sinérgidas mediante clevadas concentraciones de calcio (Tian v Russell,
1997, Al llegar al saco embrionario, el tube polinico deticne su erecimiznto v la
punta del mismo sc rompe para liberar las ¢élulas espermaticas que son descargadas
dentro de una de las sinérgidas a través del aparato filiforme (liigashiyama y col.,
2000; Yadegari y Drews, 2004). Dos agregados de actina llamados “ceronas™ son
foermadas, una cn las cercanias del micico de la célula huevo y la otra cn la interfase
de la célula hueve y ¢l niclee de la célula central; estas coronas parccen estar
involucradas cn el movimiento de los micleos espermaticos (los cuales no poseen
motilidad propia) a través del saco embrionario {Huang y col., 1993: Huang vy
Russell. 1994; Russell, 1993: Russell, 1996; Ye y col., 2002; Weterings y Russcll,
2004}, Uno de los nucleos esperméticos tecunda a ta célula huevo para dar origen al
cigoto (diploide) que posteriormente dard origen 2l embrién, micntras que ¢l scgunde
nucleo espermatico se fusiona con los nucleos polares de la eélula central para dar
lugar a la célula madre del cndospermao (triploide) que posteriormente formard ¢l
endospermo de la semilla {Berger y col.. 2008). ¢l cual actda como un clemento
nutritivo y de proteceion para el embrion (Dumas y Rogowsky, 2008). Este proceso
dondc un nicleo espermatico se une al nucleo de la ¢élula central y el otro al nicleo
de la célula huevo es conocide como “doble fecundacion™ v fue descubierto y
descrito por primera ver de mancra independiente por dos investigadores, Sergius
Nawashin (1898) en Rusia en las especies Lillium martagon ¥ Fritillaria tenelfa y

por Leén Guignard (1899) en Francia con sus estudios en L. maitagon v L.
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pyrenaicum, este proceso se considera caracteristico de las angiospermas (Russell,
1993; Li y Ma, 2002; Dumas y Rogowsky, 2008).

Grano de
poien—._ Est!grn:\

Tubo
polinico

Carpelo
—— Estilo > i

Ovanuj

Saco
embrionario

espermaticos

Micropilo

Figura 2. Esquema que comprende las partes que forman el carpelo y la trayectoria que recorre el
tubo polinico hacia el saco embrionario. Modificado de Gutiérrez-Mora y col. (2012).

2.1.4. Cigoto y desarrollo temprano del embrion

Se llama desarrollo temprano al conjunto de eventos que suceden desde la
fecundacion de la célula central y la célula huevo por los nicleos espermaticos hasta
la formacion de los dos organos multicelulares altamente diferenciados con planos
corporales elaborados, es decir, el embrion y el endospermo (Dumas y Rogowsky,
2008). El plano corporal basico de la planta es establecido desde el cigoto durante la

embriogénesis (Lau y col., 2012).



En las plantas con flor, el cigoto ¢s ¢f resultado de la fusidn de la célula huevo con
uno de los nicleos espermdticos. Al igual que la célula hucvo, el cigoto estd
usualmente polarizado con respecto a la posicién rclativa de su nucleo v vacuola
(Dumas y Rogowsky, 2008: Lau y col.. 2012). s¢ alarga en el sentido apical-basal y
sc divide simétrica o asimétricamente dependiendo de la especie, generando dos
células hijas, una cclula apical y una cclula basal (Sivaramakrishna. 1978; Yeung v
Meinke, 1993). La célula mas pequetia (apical) generara al embrion mediante una
serie de divisiongs en diferentes planos, mientras que la mas grande v alargada (la
célula basal} continuara dividiéndose de mancra horizontal dando lugar al suspensor
extra-cmbrionario, el cual conecta al embridén con ¢l tegjide materno {Mansficld y
Briarty 1997; 1994: Rac. 1996; Toonen y de Vries, 1996; Gutidrrez-Mora y col..
2004 ); sole la clula superior del linaje basal, la hipofisis scra incorporada cn ¢l

plano def embrién dando lugar al meristemo radicular (Dolan y col.. 1993).
2.2, AGAVE

2.2.1. El orden Asparagales

Alrededor de la mitad de las plantas monocotileddneas cstin comprendidas dentro
del orden Asparagales. Este orden fuc propucsto por Iuber (1969) basindose
principalmente en la estructura y composicidon de la semilla (presencia de
fitomelanina, estructura de la testa y el endospermo y el tamafio y forma del
embrion). para incluir (en esa propuesta inicial) un total de 33 familias;
posteriormente, ¢f APG Il (2009) propuso que el orden abarea catorce familias,
dentro de lay cuales se cncuentran ¢inco gue son ricas en especics (Orchidaccae con
25,000 especics, Amaryliidaceac con 1,600 especies, Asparagaceac con 2,500
especics. Iridaccae con 1,900 especies y Xanthorrhocaccae con 8350 especies) (Pires
y col., 2006}, Ademas cabe sefialar que es ¢f segundo orden econdmicamente mas
importante dentro de las monocotileddneas ¢ incluye plantas como ¢l agave, aloe,

ajo, ITis. puerro. cebolla y vainilla entre otras {Kuhl y col., 2004).

2.2.2. El género Agave

El género Agave pertencee a la familia Agavaccae la cual a su vez forma parte del

orden Asparagales y estd dividida en des subtamilizs (Agavoideae y Yuccoideac)



constituidas por nucve géngros y 303 especies endémicas dc Amdérica (Garcia-
Mendoza, 2004). Este género sc distribuye desde el sur de los Estados Unidos de
Norteamérica hasta Celombia y Veneruela, cabe remarcar que alrededor del 75% de
todas las espeeies conocidas son nativas de México {Eguiarte y col., 2000; Gareia-
Mendoza, 2002}, por lo cual s¢ considera este pais el centro de origen con la mayor
parte de la riquera y diversidad gendtica, En este género. se Incluyen 166 cspecies
{sensu stricto), siendo el mayor de 1a familia Agavaceae: este género es parafilético &
los géncros Manfreda, Prochnvantes y Polianthes que constituyen un clado de 208

especies que es Hamado Agave (sensu fato) (Good-Avika v col.. 2006).

Desde 1a época prehispanica, muchas especies de oste género han sido importantes
clementos culturales y ccondmicos cn México. donde han sido utilizados como
alimentos, bebidas, medicamentos. combustibles, plantas crnamentales (Gareia-
Mendoza, 2004) y principalmente en la produccién de diferentes tipos de bebidas
alcohodlicas como el tequila v el mezeal (Vizguer-Garcia v Chazaro, 2007; Narvacz-

Zapata v Sanchez-Teyer. 2009).

El géncro Agave se divide taxondmicamente en dos subgéneros Littaea y Agave,
segan cl tipo de inflerescencia ya sca con forma de espiga o racimo para cl primero y
aquellas con inflorescencia ramificada o paniculada para cl segundo {Gentry, 1982},
Sen plantas herbiaceas que forman una gran roseta de hojas grucsas y camosas,
gencralmente terminadas en una afilada aguja en el épice y. a menudo, también con
margenes cspinoses. El robuste tallo leiieso sucle ser muy corte, por lo que las hojas

aparentan surgir de la raiz ({CRT, 2004: Rodriguez-Garay y col., 2004).

La mayoria de las plantas son monocdrpicas, ¢s deeir que tiencn un solo cvento
reproductive después del cual mucren. por lo que la planta depende de la eficiencia
de los polinizadores para su €xito reproductivo. sin cmbargo, existen también plantas

perennes {Rodriguez-Garay y col., 2004}

2.2.3. Agave tequilany

EL Agave teguilana Weber var. Azul, también conocide como agave tequilero debe
su nombre a la region donde comenvd a producirse y al naturalista alemén Franz
Weber, quien a finales del siglo XVIII tras casi sicte anos de estudio selecciond las

plantas mas adecuadas para la produccién de tequila y lo tipifico como A. teguilana



(Macias-Macias, 2001). Pertencce al subgénero Agave v a la seccion Rigidae, a la
cual también pertenccen una gran cantidad de especics mcezcealeras y productoras de
fibra que sc extienden desde México hasta Centreamérica, Este grupe es reconocible
por la forma de sus hojas angostas y muy rigidas (Gentry, 1982).

Las plantas de A. fequifane presentan hojas lanceoladas de color arul-verdoso,
delgadas y casi planas, de apreximadamente 1.25 m de largo por § a 10 ¢cm de ancho;
la espina terminal es de color rojo obscure de 2 ¢m. Los dientes son rojizos,
triangulares, de 3 a 4 mm y separados a una distancia de 1 a 1.5 cm y ¢l margen que
los une cs ligeramente de color blanco. Esta especie posce una caracteristica
pigmentacion color azul. que le permite difercnciarse de las demas cspecies presentes
en la regidn. todo lo cual lo caracteriza para ser la (inica materia prima del tequila y
debe ser cultivade cn la regidn de la DOT {Denominacion de Origen Tequila) (CRT.
2004: DOF, 2012).

Su reproduccion se puede dar de mancra asexual o de manera sexual mediante
semilla. La asexual se sucle dar mediante buibillos. (pequefias plintulas que se
generan de la inflorescencia) o mds comunmente mediante védstagos o “hijuclos™
(gue emergen de rizomas de la planta madre, ¥ que crecen cerca de la base de la
roseta) (Rodriguer-Garay y col,, 2004). Los individuos obtenidos mediante este tipo
de reproduccidn constituyen un clon (Ramirez v del Real-Laborde, 2007) y cstos
clones, son generalmente similares genéticamente a la planta madre {Diaz-Martinez

v col., 2012).

En cf ciclo sexual se realiza la propagacidn por semilla para obtener nuevas plantas
individuales cen las caracteristicas que presentan los gencs propios de los gametos
masculinos y femenines. En la reproduccidén por semillas s presenta variacion
genética o scgregacion entre las plantas hijas (Ramirez y del Real-Laborde, 2007). 4.
teqriifuna florece s6lo una vez al final de su cicle de vida que cs de aproximadamente
6 a 12 afies (CRT, 2004). La reproduccion sexual inicia en los meses de febrero o
marze con la emision de la inflorescencia de tipo paniculada comunmente llamada
“quiote™ gue nace del centro de la roscta y que alcanza alturas de 5 a 6 mctros
(Gentry, 1932), Las flores de agave son perfectas, esto cs, tlores que poseen ambas
estructuras reproductivas, masculina y femenina, se¢ componen de un ovario infero,
sels tépalos v seis anteras las cuales estin sujetas a la flor por medio de los estambres
que son mas largos que los tépalos y ¢l estilo (Garcia-Mendoeza, 2007). El gincceo
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tiene tres carpelos y un ovario trilocular, cada léculo posee dos hileras de numerosos

ovulos anatropos de placentacion axilar (Fig. 3) (Gentry, 1982).

Ovulos

c Calaza d Calaza

P Nucela

Nucela

ntegumento
externo

Integumento |2
nterno

o Funiculc

Micropilo

Figura 3. Flor de Agave tequilana. a). Partes que componen la flor de Agave tequiluna. b). Corte
transversal que muestra el arreglo de los dvulos dentro del avario de A. requilana. ¢). Esquema del
ovulo del tipo andtropo y sus partes, d). Ovulo anatropo de A. tequilana, Barra 50 pm.
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3. ANTECEDENTES

3.1. DESARROLLC DEL GAMETOFITO FEMENING EN ESPECIES
DENTRO DEL ORDEN ASPARAGALES

Estudios particulares se han realizado en diferentes géneros y especics del orden
Asparagales respecto al desarrolio del gametofite femenino. donde la mayoria dc los
autorcs Teporlan sacos embrionarios con un desarrollo normal tipo “Pehgonum™, tal
cs el easo de las especies Yueca rupicola (Watkins, 1937): Y. aloifolia (Wolf, 1940);
Ageve lechuguilla (Grove. 1941), A virginica {Regen, 1941), Hesperocallis undidata
v Leticocrinim montanum (Cave, 1948y v Comospermum vedoense {Rudall, 1999).
Sin embargo. recientemente Piven y col. (2001) reportaron para las especics A.
Jourcrovdes v A, angusiifolic un desarrollo del saco embrionario del tipo “bispérico™
¢l cual es similar ai desarrello del megagametdfito que se observa en el género

Allitim.

Con respecto a la especie A. reguilagna solo se cuenta con un cstudio previo donde
Escobar-Guzman v col. (Z008) reportaron que ¢l desarrollo del gametotito femenino
sc da a partir de la megaspora mas cercana a la calaza, la cual forma un saco
embrionario con siete células por lo que el desarrollo del gametofito femenino es del
tipe Polygonum, sin embargo. los autores no reportaron ¢l proceso de divisiones
mitdticas que da origen a este saco heptanucleado (proceso de megagamétogencsis).
Tambicn, es importante destacar que cn esta especic no se ticnen antecedentes de
sobre el proceso de fecundacion, asi como la formacion del cigoto v por lo tanto el

desarrello temprano del embridn,

3.2. TECNICAS HISTOLOGICAS PARA EL ESTUDIO DEL GAMETOFITO
FEMENINO EN ANGIOSPERMAS

De mancra tradicionzl, los estudios citolégicos del megagametetito se han llevado a
cabo mediante seccienamiento por medio de microtomo de muestras embebidas en
parafina o resinas (Stelly y col., 1984). Sin cmbargoe, las téenicas de microtomia
suclen ser laboriosas, el posicionamiente de las células en relacién a las células

vecinas sucle perderse y los planes de seccion resultantes son dificiles de reconstruir
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cn una sola imagen tridimensional (3-D} (Hasclotf, 2003; Barrell y Grossniklaus,
2005). Una alternativa a los métodos de seccienamicnto. ¢s proporgionada por una
varicdad de técnicas de clarificacion donde masas grucsas de tejido se hacen
traslucidas a través de un tratamiento quimico especifico (Herr, 1993). Agentes como
el xileno y cl hidrato de cloral han sido adoptados como sustancias clarificantes. los
cuales tienen un alto indice de refraccion (similar al del vidrio). Come resultado de
cstos tratamicntos de clarificacidn. los tejidos generalmente se vuelven transparentes,
o que reduce en gran medida los problemas de dispersion de la luz v aberractdn
estérica. Esto permite una alta reselucion de imagen de évules compictos (Haseloff,
2003). Un ejemplo del uso de estas sustancias s¢ encuentra en cl estudio realizade
por Stelly y col. {1984), quienes desarrollaron una téenica de clarificacion-tincion,
donde sc utilizé Hematoxilina de Mayer (colorante de cardcter bisico utilizado para
tefiir el nhcleo de las células las cuales ticnen cardcter dcido por la presencia de los
dcidos nucleicos); y salicilato de metilo como agente clariticante en ¢l géncro
Solgnom y donde rteportan que ¢l uso de un colorante especifico come la
Hematoxilina para los nicleos aunado a la clarificacion ademas de tener las ventajas
antes mencionadas aumenta ¢l contraste de las mucstras haciéndolas faciles de

observar y analizar.
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4. HIPOTESIS

El desarrollo del saco embrionaric de Agave requilume Weber var. Azul sigue de
manera general ¢l patrén conecido como tipo “Polvgonum”™ obscrvado en otras
especies del género Ageve, mientras que la fecundacidn. formacion del cigote v
desarrollo temprano del embrién sc dan de manera semgcjante a los descritos para la

mayoria de las plantas Angiospermas.
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5. OBJETIVOS

5.1, OBJETIVO GENERAL

Estudiar y caracterizar el procese de formacién del saco  embrionario
{megagametogénesis), ¢l proceso de fecundacién, fermacién dei cigoto y el

desarrollo temprano del embridn de Agave requiluna Weber var. Azul.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

{. Describir ¢l proceso de megagametogénesis en Agave tegiifana.

t

Caracterizar ¢t saco embrionario maduroe de A. equifana,

3. Describir el proceso de fecundacion y la formacion del cigoto en 4.

teguilana.

4. Deseribir ¢l desarrello temprano del embrion de A requituna.

5. Adaptar una técnica de tincion y clarificacion para A. tequifana que permita
el analisis microscdpico/histolégico de un gran nimero de muestras en un

corto periode de tiempo donde las células no pierdan su posicion original y

los tgjidos no sufran dafio algunc.
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6. JUSTIFICACION

Debido a que existe muy poca informacion acerca del estudio del desarrolio del
gametofito femenino y la reproduccion sexual en el agave tequilero, el gencrar
conocimiento basico de los patrones de desarrollo del megagametéfito asi como la
cmbriogénesis cigdtica cn esta especie de gran relevancia econdmica, resulta de
suma importancia ya que abrird nuevas vias en la investigacion bdsica y aplicada en
las dreas de biologia del desarrollo, evelucién v fa reproduccion, ademis de la futura

aplicacidn cn procesos de mejoramicnto genético de Agave teguilana.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal fue colectado entre los meses de mayo a junio del 2010. Se
utilizaron las inflorescencias de seis plantas maduras de Agave tequilana Weber var.

Azul obtenidas dentro de la zona de denominacién de origen tequila (DOT, 1993).

Las inflorescencias de agave fueron cortadas y transportadas al laboratorio donde

cada panicula fuc separada del eje central y colocada en recipientes con agua

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

Figura 4. Mantenimiento de paniculas con flores de Agave tequiluna en laboratorio.

7.2. BOTONES FLORALES: COLECTA DE ESPECIMENES Y FIJACION
Al inicio de la floracion se seleccionaron ecinco paniculas de cada inflorescencia
colectada, los cuales contenian botones florales de distintos tamafios para abarcar

diferentes estados de desarrollo (Fig. 5).

Los oOvulos de estos botones fueron extraidos del ovario con la ayuda de un
microscopio de diseccion, pinzas y bisturi; se colocaron en tubos Ependorff* y se
fijaron en FAA (10:5:50:35 formol:4cido acético:etanol:agua destilada) durante un

periodo de 24 h. Posteriormente, los 6vulos fucron transferidos a una solucion de
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etanol al 70% donde s¢ mantuvicron almaccnados 4 una temperatura de 5 °C hasta el

momento de su procesamicento (Fig.5) (Stelly y col. 1984; Palser y col. 1992).

7.3. PREPARACION DE FLORES EN ANTESIS

Para mantener la polinizacion controlada, todas las flores fueron emasculadas al
momento de la antesis y cubiertas con bolsas de papel “glassing”™ para cvitar la

pelinizacion no deseada (Fig. 5},

7.4. VIABILIDAD DEL POLEN PARA LA POLINIZACION

Las antcras cxtraidas de las flores se¢ mantuvieron a temperatura ambiente, cn un
lugar seco v fresco hasta el momento de lz dehiscencia, cuandoe el polen madurd, se

recupere de las anteras y se almaceno a 5 °C en cnvases de plastico (Fig. 5).

Para ascgurar que ¢l polen utilizado en las polinizaciones fuera viable se utilizo el
métedo para germinacion i vitre de pelen para A. tequifana descrito por Lopez-Diaz

y Redriguez-Garay (2008).

7.5. POLINIZACION DE FLORES Y EXTRACCION DE OVARIOS

Cuando los ecstigmas de las flores previamente emasculadas fucron receptivos, se
scleccionaren 20 flores por panicula, se realizd la extraccién de los dvulos
contenidos en les ovarios de cstas tlores y se proccsaron de la misma manera que los
botones florales. los &vulos provenientes de estas flores se consideraron como el
momento 0. El resto de fas flores en este estado se polinizaron manualmente con la
ayuda de un pincel (Fig. 5). Los estigmas se consideraron reeeptivos al mostrar la
seerecion de un cxudado translicido en su superficic (Tilton. 1978: Shivanna y
Sastri, 1981: Ediund y col.. 2004). Sc realizé polinizacion cruzada para ascgurar la

fecundacion.

Después de realizada la polimizacion v con el fin de dar scguimiento al proceso de
fecundacion, la fermacion del cigoto y del embrién de A. teguifuna se tomd una seric
de dicz frutos inmaduros de cada panicula a distintos dias después de la polinizacion

(DDP) (2.3.4.5,6.8 y 9d) (Fig. 5).
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En cada dia se muestrearon los dvulos. s¢ extrajeron del ovario y después de fijados
se almacenaron en etanol 70% a una temperatura de 5 °C hasta el momento de ser

proccsados,

7.6. TINCION Y CLARIFICACION DE LOS OVULOS

La tincién y clarificacién de todos los espeeimenes previamente fijados cn FAA y
mantenidos en etanol al 70% se¢ realizo de acuerdo con la técnica descrita por Stelly

v col. (1984) (Fig. 5} con algunas modificaciones:

Los évulos v las semillas conservados en ctanol al 70% sc tifieron con solucidn de
Hematoxilina de Mayer por un periodo de 10-24 |k y posteriormente sc trataron con
dcido acético 2% durante 16 h para climinar ¢l exceso de colerante. Se realizaron
varios lavados con bicarbonato de sodio al 0.1% hasta que la solucion se observd

cristalina, después de lo cual se renovo la solucidn y sc dejaron reposar durante 24 h.

Posteriormente, las muestras fucron sometidas a una scric de deshidratacion en
ctanol: 25%, 50%. 70%., 85% 95% y 100% por 15 min y finaimente etanol al 100%

durante 2 h.

La clarificacion se llevd a cabo mediante series de solucidn de metil salicilato-etanol
3:1. 1:1. 1:3 por periodos de una hora en cada serie {¢n esta (ltima solucion las

muestras puedegn ser almacenadas por un periodo de 2 meses o mas a 5 °C).

7.7. ANALISIS MICROSCOPICO DE LOS OVULOS

Para su obscrvacion, los ¢vulos fueron montados en solucion de metil salicilate
100%. Las muestras fucron analizadas con un microscopio Leica® DMR (Wetzlar,
Alemania) acoplado a una cAmara fotografica EvolutionQEi" (Media-Cybernetics,
Bethesda, EUA) v las imdgenes mancjadas con el software Image-Pro® (Media-

Cybemetics, Bethesda, EUA) (Fig. 3).
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Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia para el muestreo y el estudio microscépico del
desarrollo del megagametofito de Agave tequilana.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Se¢ analizd un total de 5.000 &vulos tomados a partir de botones florales, flores en
antesis y flores polinizadas colectadas a los dias 2,4, 5,7, 9y 12 DDP en los cuales
se eneontraron cstados que incluyeron desde la etapa final de la megasporogénesis

hasta la primera divisidn del embrion.

El desarrotlo del saco embrionario de 4. teguifana sigue de manera generai ¢l patron
descrito por Maheswarni (1937 1948) donde a partir de una de las cuatro megasporas
producidas durante la meiosis {{a mis cercana al extremo calazal) se forma un saco
cmbricnario monospérico del tipo “Polygomn™ del cual csta reportado que ocurre

en al menos 70% dc las plantas angiospermas estudiadas.

Se observe por primera vez el proceso de doble fecundacion, {a formacién del cigoto

y el embridn en Agave fequiluna.

La adaptacién de la técnica de clarificacion-tincion propucsta por Stelly y col. (1984)
permitio el analisis de un gran namero de muestras, en un periodo de tiempo corto,
sin que los tejidos analizades fucran alterados y las células contenidas dentro det
saco perdieran su posicidn original, La solucién de ITematoxilina de Mayer contrasta
los niclecos del material citoplasmatico lo que facilita el analisis y lz toma de
fotogratias de las muestras. Ademas las muestras procesadas con esta técnica pucden

ser almacenadas durante al menos dos meses a una temperatura de 5 °C.
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8.1. BOTONES FLORALES

En los gvules analizados procedentes de los botones florales colectados a distintos
tamafios se observd parte del final de la megasporogénesis asi como el proccso de

megagametogénesis.

8.1.1. Final de la megasporogénesis

En los ovulos correspondientes a los botones florales mids pequefios se logrd observar
cf final del proceso de megasporogénesis. Estos dvuios mostraron cuatro megasporas
dispucstas en forma lincar cn ¢l sentido catazal-micropilar (Figs. 6a y b). El acomado
en forma lincar de la tétrada ha sido previamente reportade cn especies de otras
familias del orden Asparagales tales como Sciflu greilhubert y S. puschkiniotdes
(Svoma y Greilhuber, 1987). Trireleia (Berg, 2003). [hmenocallis caribaco
(Raymundex v col., 2008) ¢ friv mandshurica (Zhang v col, 2011} y mas
cercanamente en la especies Yucew rupicolu (Waitkins, 1937}y y Agave lechuguitia
(Grove, 1941) pertenccientes a ia familia Agavaccae, sin embargo, Regen (1941)
reportd para A. virginica que el arrcgle de la tétrada sc puede dar tanto de forma
lincar come en forma de T al igual que en fHesperocallis undulata (Cave, 1948).
micniras que Wolt (1940} reporté la aparicion de la tétrada en forma lincar de
manera poco frecuente siendo la formacion en “T7 la regla para la especie Y.

aloifolia .

Las observaciones realizadas demuestran gue tres de las megasporas de la tétrada, las
mds cereanas al extremao micropilar degeneran v sus restos permaneccn en ocasiones
en el extremo mucropilar del dvule las cuales sc observan como manchas
intensamente tefiidas pudiendo ser observadas en ovulos que contenian sacos
cmbrionarios hasta ¢l estade de dos nicleos. Estos resultados pueden compararse con
los reportados por Regen (1941) en Agave virginica y por Wolf (1940} en Yucea
aloifolicc donde mencionan que tras la muerte y degradacidn de 1as tres megasporas,
los residuos s¢ observaron hasta el estado desarrollo del saco embrienario de cuatro

nucleos.
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Figura 6. Final de la megasporogénesis. a) Formacion en linea de la tétrada y degradacion de las tres
megasporas micropilares b) Representacion esquemdtica de la tétrada. c=calaza. m=micrépilo,
mec=megaspora calazal, hi=hipostasa. cabezas de flecha=megasporas en proceso de degradacion.

Barra=12.5um.
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Asi mismo, se aprecid que al momento de la degeneracién de las megasporas solo la
mas cercana a la calaza permancce viable, ¢ste proceso en el que solo una de las
megasperas sobrevive se da de manera semgjante en la mayoria de las plantas con
flor incluyendo Arabidopsis thaliana y Zea mavs (Yang v col., 2010) y de manera

mas cercana en las especics Scifla greilhuberi v 8. puschkinivicdes (Svoma y
Greilhuber, 1987). Agave virginica (Regen, 1941) y Y. wivifolia (Wolf, 1940), sin
embargo, no sicmpre cs la megaspora mds cercana la que sobrevive, Reed (1903)
menciond quc cn la especie Y. filamentosa es la segunda megaspora cn ¢l sentido
calazal-micropilar de la tétrada la que madura y da erigen al saco embrionario.
Recientemente. Piven y col. (2001} reportaron que ¢l saco embrienario de las
cspecies A, fowrcrovdes y Ao angustifolic perienccientes al género Agave, sc
desarrolla a partir de las dos megasporas mas cercanas al extremo micropilar dando

origen a un sace embrionario de tipo Bisporico.

8.1.2. Megagametogénesis

Yang y col. (2010) obscrvaron que el proceso de la megagametogénesis inicia con un
aumento en tamafio de la megaspora funcional. crecimiento que fue observadoe en las
preparaciones estudiadas en este trabajo, donde la megaspora funcional (Fig.7)
(43um de largo y 23um de ancho) mostrd un tamaio similar al obscrvado cn
Toficldia glutinasa (Holloway y Fricdman, 2008), donde la megaspora funcional
mide de 35 50um de large ¥ 12-20um de ancho. En esta etapa del desarrollo
comicnza a obscrvarse la formacion de la hipostasa (Figs. 7a y b} que se detecta
como un grupo bien definide de células que se encuentran inmediatamente
adyacentes al saco cmbrionario (es decir, que se extiende juste por encima de las
antipodas  del saco embrionario madure). normalmente pobre con  contenido
citopldsmico y con parcdes ccelulares engrosadas o parcialmente  lignificadas

{Maheswari. 1950, Rudall, 1997).
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Figura 7. Megaspora funcional. a) Megaspora funcional del gametdfito 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=micrépilo,
mef=megaspora funcional, med=megasporas degradadas, hi=hipostasa. Barra=15 pm.

24



Por otra parte. Tilton (1980) menciona quec la primera indicacién visible de la
formacidn de la hipostasa ocurre durante la interfase meidtica-mitdtica de la
megaspora funcional, donde las células nucelarcs alrededor de la parte inferior de la
calaza sc observan tefidas mas densamente que las células vecinas. El desarroilo de
esta cstructura esta reportado como frecucnte entre miembros de la familia
Agavaceae (Tilton y Morgensen, 1980). y ai estar conectado con el tejido vascular
del évulo cs probable gue tenga una funcién integral en la translocacion de nutrientes

en ¢l gametéfito femenino antes y despuds de la fertilizacion (Tilton, 1980).

La megaspora funcional sufre una primera divisién mitética dando como resultade
un saco embrionarie con dos niclees. los cuales se situan uno en cada polo: ¢l nuclee
calazal primario y el micleo micropilar primario, estes sc encuentran separados por
una vacuola central relativamente grande (Figs. 8a y b). El tamaio promedio del saco
cmbrionario cn esta etapa fuc de aproximadamente 50 pm de largo por 35 um de
ancho. Estos dos nicleos hijes se dividen nuevamente dando origen a cuatro nicleos,
los cuales sc sitian dos en el extremo calazal y dos en el extremo micropilar mientras
la vacuola permancee al centre del saco embrionario {Figs. 9a y b), la divisidn de los
nicleos sc da de mancra sinerdnica cn ambos extremos del saco. proceso que sc da
de manera semcjante en los évulos de maiz (Zea miavs) {Iluang y Sheridan, 1994). El
saco embrionario en este ¢stado alcanza un tamafio de 60 um de largo por 42 um de
ancho, datos comparables a los presentados por Holloway y Friedman (2008) en
Tofieldia ghininosa en la cual el saco mide 30-65 pm de largo y 20 30 um de ancho.
En ambos estades de desarrollo el saco embrionario ¢s de forma ovoide. Una tercera
division mitotica daria origen a un saco embrionario de oche nicleos, situados cuatro
cn el extremo celazal y cuatro en e} extreme micropilar, sin embargo este gstado ne

pudo ser observado.
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Figura 8. Primera division mitotica del saco embrionario. a) Nicleos hijos originados a partir de la
primera division mitotica del saco, uno en cada extremo del saco embrionario en el gje calazal-
micropilar separados mediante una vacuola central (v). b) Representacion esquemitica de la primera
division mitdtica. m=micropilo, c=calaza, ncp=nicleo calazal primario. nmp=nicleo micropilar
primario, hi=hipostasa, v=vacuola. Barra=20 um.
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Figura 9. Segunda division mitética del saco embrionario. a) Saco embrionario en etapa de cuatro
nicleos, dos de ellos situados en el polo calazal (nsc) y dos en el polo micropilar (nsm) separados
mediante una vacuola central (v). b) Diagrama que representa la segunda divisién mitética del saco.

=calaza, m=micropilo, nsc=nicleos calazales, nsm=nicleos micropilares. hi=hipostasa, v=vacuola,

Barra=20 pm.
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8.2. FLORES CON ESTIGMAS RECEPTIVOS (MOMENTO 0)

8.2.1. Formacién y caracterizacion del saco embrionario maduro

Las cbscrvaciones realizadas cn los ¢vules correspondientes al momento 0 mostraron
la ctapz de formacion del saco maduro ctapa que comresponde a las flores con
estigmas receptivos, esto coincide con las observaciones hechas por Carlone (1962)
que menciona que ia receptividad del estigma de la manzana sucle estar sincronizada

con ¢l moemento de la madurez del saco embrienario.

Al momente 0 ¢l saco embrionario aumenta su tamaio a 247 um de largo por 106
um y cambia de forma siende mas ancho ¢n su extremo calazal gue en ¢l micropilar,
dando el efecto de una forma bulbosa y con un pequeiio “tubo™ cstrecho (tubo
haustorial) en el extremo calazal (Figs.10a y b) similar a la repertada por Tilton
(1978 en Ornithogalum caudanmn donde menciona que la forma del saco es
piriforme {cn ferma de pera), con la hipostasa redeande el wbo haustorial en el
extremo calazal. Este tubo haustorial ha sido reportado cn un gran namero de saces
cmbrionarios de plantas monoccotiledoncas (Rudall. 1997). El tubo penetra en las
células de la nucela cerea del hax fibrovascular por lo que se ha reportado que podria
cumplir funciones nutritivas sirviendo como haustorio (Reed, 1903; Watkins, 1937;
Wolf, 1940; Rudall. 1997). En el exircmoe micropilar se observa una cxtension del
tejido nucelar a manera de una capa uniseriada de células que cubren la parte del
saco cercana a los integumentos, csta estructura cs similar a la observada por Tilton y
Mogcensen (19%0) en Ageve parr. En csta etapa. ¢l saco embrienario sc cempone de
ocho nicleos (siete célulasy y sc organiza de la siguiente manera: tres antipodas
ubicadas en ¢l tubo haustorial calazal, dos nicleos polares que conforman ¢l nicleo
de la ¢élula central, sc encuentran uno al lado del otro v se sitilan en el polo calazal
del saco justo debajo del tubo haustorial, y tres células en ¢l polo micropilar, dos

sinérgidas y una célula huevo, las cuales contorman ¢l aparato ovular (Figs. 10a y b).
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Figura 10. Organizacion y dimensiones promedio del saco embrionario maduro. a) Organizacion y
dimensiones del las células del saco maduro, dentro del tubo haustorial se encuentran los restos de las
antipodas (ad). debajo de ellas el nicleo de la célula central (nce). en el extremo micropilar del saco se
encuentra el aparato ovular formado por dos sinérgidas (s) y la célula huevo (ch). b) Representacion
esquematica del saco maduro. c¢=calaza, m=micropilo, ad=antipodas degradadas, nce=nicleo de la
célula central, vee=vacuola, s=sinérgida, ch=célula huevo. Barra=25 um.
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8.2.1.1. Antipodas

En ¢l presente analisis no fue posible observar las antipodas del saco embrionario,
sin ¢mbargo. sc logran obscrvar restos intensamente teitidos de estas células
degradadas. los cuales se localizan cn ¢l tubo hausterial calazal (Figs. 10ay b, 13ay
b). Maheswari (1948, 1950) menciona que ocasionalmente son encontrados sacos
cont menes de ocho naclees ¥ que esto puede deberse a la rdpida degeneracion de las
antipedas o incluso atn cuande estan presentes pucden pasar desapercibidas por estar

situadas al final del tubo calazal del saco embrionario.

Es probable que este fendmeno de rapida degeneracion por parte de las antipodas
esté presente en ¢l gametofite femenine de A. fequilana por lo que los tiempos de
muestreoe de los dvulos no permiticron realizar las observaciones de las mismas. Este
fendmeno de la pronta desintegracién de las antipodas ha sido reportado de igual
mancra en espeeics como Agave virginica (Regen, 1941), Gheine max (Kennell y
Horner, 1985) Scifla persica y S, fuseorum (Svoma y Greilhuber, 1987). Triticum
aesthvm (Whei-cheng y col., 1988: Li-Hua y Rui-Lin, 2004}, Arabidopsis thalicna
(Murguwia y col., 1993}, Passiflora edulis (Magalhdes de Souza y col., 2002),
Sergentodoxa cuneata (Wang y col., 2009) y Cichorivm inrvhbus (Chehregani v col.,
2011). Segun Tilton (1978}, en las angiospermas, las antipodas son las células que
mas varian cn su comportamiento dentre del megagametdfito maduro, el unico rasgo
que comparten entre si ¢s su ubieacion en el extremo calazal del saco; las antipodas
pueden ser efimeras, degradandose poco después de su formacion o persistir incluso
despugs del evento de focundacidon (Williams v Fricdman., 2004). En Tofieldia
giutinosa Tas antipodas incluso proliferan en la ctapa de maduracion del saco
embrionario, cncontrandose hasta oche nacleos antipedales (Jlelloway y Friedman,

2008).

8.2.1.2. Nucleos polares
Los micleos polares se observan uno al lado del otro situados justo debajo del tubo
hasturial calazal (Figs, 11a y b}, siendo muy similares en forma y tamafio entre ellos

come lo explican Maheswart (1950) v Tilton v Lersten (1981).
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Figura 11. Nucleos polares. a) Nucleos polares uno al lado del otro, situados debajo del tubo
haustorial en el extremo calazal del saco embrionario. b) Esquema de la localizacion de los nicleos
polares. c¢=calaza, np=niicleos polares, hi=hipostasa, v=vacuola, ad=antipodas degradadas. Barra=2
.
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La posicidn de los ndclecos polares cs similar a la obscrvada en flemiphviacus
alatosn-fies (Rudali v col.. 1997) donde s¢ encuentran ¢n ¢l extremo calazal dentro de
un tubo o cuelle (haustorio calazal) y Toficldia glitinose (Holloway y Friedman,
2008} donde los polos nuclcares se sitGan a dos tercios de distancia del extremo

micropilar del saco cmbrionario,

8.2.1.3. Aparato ovular

En el extremo micropilar las dos sinérgidas yacen una al lado de la otra y pueden
observarse en ¢l mismo plano focal, mientras que la ¢dlula huevo se encucntra por lo
regular en un plano focal diferente y por lo general se posiciona en medio de las dos
sinérgidas. Las tres células del aparato ovular tienen una de sus paredes en contacto
con ¢t borde del gametofito femenino, de mancra similar a lo que se observa cn el
aparato ovular del megagametofite de Toficidia ghitirosa (Hlolloway y Friedman,

2008y y Oriithogalum coudarim (Tilton, 1978).

Las sindrgidas poscen una forma muy similar entre ellas. Cada sinérgida posce una
vacuola polarizada hacta el extremo calazal v el nicico hacia el extremo micropitar
(Tian y col.. 2005). En ¢l presente estudio ne fuc posible observar ¢l aparato
filitorme, debide probablemente a que la téenica de elarificacion-tincidn no io hizo

visible (Magaihdes de Souza y col.. 2002}

La célula hucvo presentd distintas formas durante las observaciones rcalizadas, sin
cmbargo, de manera general en todas se visualizo un nicleo dense, bien pelarizado
hagia el extremo calazal y también una gran vacuola que ocupa casi tode el espacio
de la célula sitvada en el extremo micropilar (Figs. 12a, b v ¢) de modo semejante a
lo mostrado por Tilton (1978) en Ornithogalum candatron donde menciona que una
gran vacuola situada en ¢} extemo micropilar ocupa la mayor parte del volumen de la
célula mientras la mayor parte del contenide citoplasmadtico y el nicleo se sitian en
¢l extremo calazal de la ¢élula huevo. Resultados similares fucron obtenidos por
Mogensen y Suthar (1979) y Tian y col, (2005) en Nicoticma tabacum. En promedio,

el tamafio que presenta la eélula hueve es de 28 um de large por 23 um de anche.

32



Figura 12. Célula huevo, a). by y o) Difercntes formas que presentd la célula huevo en los sacos
embrionarios maduros. El nicleo de la célula huevo s¢ encuentra pelanizado hacia el extremo calazal
en los tres casos. m=micrépilo. ch=célula huevo. neh =nicleo de la célula huevo. Barras=25 um.
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$.3. SEGUNDO DIA DESPUES DE LA POLINIZACION

8.3.1. Célula central: cariogamia de los nicleos polares

Al scgundo dia despuds de la polinizacién los dvulos snalizados no mostraron
cambios en ¢l tamano y forma del saco. sin cmbargo, s¢ observe la unidn de los dos
nticleos polares (cariogamia} para generar ¢l nicleo de la célula central. La
cariogamia de los nicleos polares antes de la fecundacion ha sido observada de la
misma manera en los ovulos de Capasella bursa-pastoris (Schulz, 1973), Tofieldia
glutinosa (Uolloway y Fricdman, 2008) y Arabidopsis thealiana (Hamamura vy col.,
2012y El nocleo de 1a ¢élula central permancee localizado al igual que los niclcos
polares en ¢l extremo calazal del saco embrionario (Figs. 13a y b), sin cmbargo
Piven y col. (2001} reportaron en Agave fourcrovdes y A. angustifolia que la
postcion de los nucleos polares y el nicleo de la célula central se encuentran al
centro del saco embrionario patrén que se observa de la misma mancra en gran parte
de las plantas angiospermas (Tilton 1978; Russcll, 1993), particularmente en maiz
{lfuang y Sheridan, 1994), atros cereales y en Arabidopsis thaliana (Olsen, 2004).
Por otra parte, la polaridad del nicleo de la célula central cargada hacia el polo
calazal del saco embrionario fue obscrvada en las especies de la Yucca rupicola
(Watkins, 1937). Percea americana {Tomer y Gottreich, 1976) v Tofieldia ghitinosa
{Holloway y Friedman, 2008). Segin Maheswari (1950) la posicion del niicleo de la
célula central cercana a las antipodas indica que una vez fecundada ol desarrollo de
endospermo sera del tipo helobial. E! nicleo de la célula central presenta una forma

semi-circular a ovalada y tiene un tamafio aproximado de 17 um por 13 pm.
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Figura 13. Nucleo de la célula central y restos de las antipodas. a) Nicleo de la célula central en el
extremo calazal del saco embrionario debajo del tubo haustorial donde se observan los restos de las
antipodas degradadas. b) Esquema de la localizacion del la célula central y los restos de las antipodas.
c=calaza, ncc=nucleo de la célula central, vec=vacuola de la célula central, ad=antipodas degradadas.

Barra=25 pm.
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8.4. TERCERO Y CUARTO DiA DESPUES DE LA POLINIZACION

8.4.1. El proceso de la doble fecundacion

En las preparaciones correspondicntes a dvulos extraidos v fijados tres v cuatre dias

después de la polinizacion fue posible observar ¢l procese de la doble fecundacion.

En el extremo micropilar de los évules analizados se pudo apreciar la entrada del
tubo polinico al saco cmbrionario del évulo, a manera de una hendidura u orificie
{Figs. 14a y b) formado en la capa nucelar micropilar uniseriada: esta modificacion
del tejido nucelar en ¢l extremo micropilar ¢s similar a la reportada cn Agave pairy
(Tilton y Mogensen, 1980). El tubo polinico penetra una de las sincérgidas (la cual
degenera) y descarga los dos nicleos espermaticos al interior del saco embrionario.
Uno de los nieleos espermdticos fecunda a la célula hucvo. mientras que el otro
ntcleo espermitico fecunda a la célula central: este proceso puede ser observado en
las figuras 14 y 15 donde se puede apreciar ¢l recorrido que realizan los niclees
espermaticos a través del saco a manera de una linea de color obscuro la cual parcce
cstar tefiida con la Hematoxiling de Mayer, La primera marca que se observa es a
partir de la base de una de las sinérgidas hasta hacer contacto con el nucleo de la
¢élula huevo (Fig. 14a), mientras que la segunda se observa a partir de la ¢élula
hueve y continua a lo largo del saco embrionario hasta encontrarse con el nicleo de
la célula central (Figs.15a v b) recorriendo asi una distancia de aproximadamente
210 um. Este proceso de doble fecundacion parcce ser diferente al reportade en
Arahidospis thaliana (Hamamura y col., 2012) donde despuds de descargar ambos
nicleos espermiticos en la sinérgida (Ja cual degenera al ser alcanzada por el tubo
polinico) permanecen juntos ¢ inméviles en las cercanias de la sinérgida degencrada
durantc 7.4 min aproximadamente y despuds reinician $u moOVITICHto, URO
directamente hacia el nacleo de la célula huevo y cl otro al niclee de la céiula central
que se sitia en el extremo calazal del dvulo muy cercano a la célula huevo, sin quc ¢l
segundo nicleo espermatice pase a través de la célula huevo para llegar al niicleo de
la e€lula central. Un estudio de la ultracstructura del ovulo de Agave pary (Tilton y
Mogensen, 1980) el cual posee un sace embrionario maduro con un arreglo similar al
observado en A. tequilang muestra que existe una ausencia ¢n la continuidad de la
pared ceclular alrededor del extremo calazal de la ¢élula huevo, lo que podria facilitar

la transferencia del scgunde nicleo espermatico hacia el nicleo de la ¢élula central.
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Figura 14. Proceso de doble fecundacién: fecundacion de la célula huevo. a) Fecundacion de la célula
huevo por uno de los ndcleos espermaticos, se observa el punto de entrada en el tejido nucelar
uniseriado micropilar (asterisco) y el caminoe que recorre ¢l nicleo espermatico dentro de la ¢élula
huevo. b) Representacion esquemidtica de la doble fecundacion. c=calaza, m=micrépilo, ad=antipodas
degradadas, nnc=ntcleo de la célula central, vee=vacuola de la célula central, s=sinérgida, ch=célula
huevo, tp=tubo polinico, nv=nicleo vegetativo, ne=nucleos espermiticos, cabezas de flecha=rastro de
los nicleos espermaticos a través del saco. asterisco=punto de entrada del tubo polinico,
| =fecundacion de la ¢élula huevo, 2=fecundacion de la célula central. Barra=25 pm.
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Figura 15, Procese de doble fecundacidn: fecundacion de la eélula ceniral. a) Se observa la
degeneracion de la sinérgida por donde entraron los nickees espermdticos axi como ¢l camino que
sigue en segundo nicleo espermatico hasta la priviera mitad del saco embrionario. by S¢ aprecia el
camino que recorre ¢l segundo nicleo espermdtico o partt de la segunda mitad del saco hasta
encontrarse con ¢l nicleo de fa eélula central en ¢l extremo calazal del saco cmbrionario. c=calaza.
m=micropilo, si sindrgida, sid=sindrgida degradada, nces nliclea de la célula central, cabezas de
lecha=rastro de los nliclees espermaticos a través del saco. Barras= 20 pm,
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En Arabidopsis thaliang (Hamamura y col., 2012) la diferencia en ticmpe entre
ambos cventos de fecundacion es de 2.5 min en promedie, por lo que se dan de
manera casi simultanea (Hamamura y col. 2011). Sin embargo. dada la lejania del
nicleo de ta célula central cn Agave lequiluna este evento podria tomar mucho mas

ticmpo.
8.5. QUINTO DiA DESPUES DE LA POLINIZACION

8.5.1. Formacién del cigoto y el endospermo

Al quinto después de la polinizacién el saco cmbrionario aumenta su tamafio a 280
pm de fargo y 125 um de ancho en promedio. La ferma del saco cmbrionario
comicnza a cambiar, las parcdes del saco cercanas a la calaza y que rodean el tubo
haustorial comienzan a recorrerse on sentido calazal hacia ¢l tejido nucclar (Figs. 16a

y b

En estas preparaciones se pudo observar la formacion det cigoto como resultado de
la fecundacidn de la célula huevo por uno de los ntcleos cspermaticos. El cigoto
posce una forma semiestérica de gran tamaio 40 um de largo por 38 um de ancho
con un ndclee bicn polarizado hacia cl extremo calazal {Figs. 16a y b). La posicitn
del nicleo en el extreme calazal de! cigoto asemeja a la observada en las células
huevo, esto ocurre de mancra similar en los cigotos de Cupsella hursa-pastoris
(Schulz vy lensen. 1968). Nicotiana itabacuin (Mogensen y Suthar, 1975} vy
Arubidopsis thaliana (Mansficld y Briarty, 1991 Mansfield y col., 1991). Asi
mismo, dispersas ¢n el saco embrionario se pucde observar la formacion de las
células del endospermo producto de la fecundacion de la ¢élula central por ¢l otro
nicleo espermidtico. El endospermo es del tipo helebial (Figs. 16a y by 18) de igual

mancra al reportado por Cave (1948) en {esperocallis undulgta {orden Asparagales).
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Figura 16. Cigoto 5DDP. a) Cigoto situado en el extremo micropilar del saco embrionario con su
nucleo altamente polarizado hacia el extremo calazal y células del endospermo distribuidas a lo largo
del saco embrionario. b) Representacion esquemdtica del cigoto y las primeras células del
endospermo, c¢=calaza, ce=células del endospermo, ci=cigoto, nci=nucleo del cigoto, m=micropilo,
asterisco=punto de entrada del tubo polinico. Barra=20 um.
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$.6. SEXTO DiA DESPLES DE LA POLINIZACION

8.6.1. Caracterizacion del saco embrionario post-fecundacicn

Al sexto dia después de la pelinizacion el saco embrienario cambia radicalmente
tanto en forma come tamafio. su forma es irregular y asemeja la de un corazon. las
paredes que rodeaban al tubo haustorial calazal siguen empujando hacia la parte de la
calaza abarcande cl tejide nuclear formando de esta manera dos nuevos haustorios
uno a cada lado del extremo calazal del saco divididos por un remanente de tgjide
que comresponde a un tejido llamado pedestal o “postament”™ (Fig. 18) y que incluyc a
su vez parte de la hipostasa del ovulo la cual conectaba al antiguo haustorio calazal
con los tejidos vasculares del mismo. Existen varios registros agerca de la formacion
de haustorios calazalales cn especies det orden Asparagales, donde ¢l endospermo cn
desarrollo invade secciones laterales de la nucela proximal, destruyendo el tejido
lateral y dejando libre al centre al posrament (Rudall, 1997). De manera similar. en el
extremo micropilar se puede observar ceme la parte micropilar del saco donde sc

sitha ¢l zigoto comienxa a recorrerse formando otro hausterio (haustoric micropilar).

8.6.2. Alargamiento del cigoto

Asi mismo, s¢ pudo apreciar el alargamicnto del cigoto de 40 pm (5 DDP} a 60 um
aproximadamente (Fig. 19), sin embarge el ancho permancece constante al observado
al quinto DDP {38-40 um en promedio). Este alargamicente del cigoto esta reportado
en Arahidopsis thalicna (Mansficld, 1991} dende la célula del cigote se alarga
aproximadamente tres veces su tamafio original. Las células del endospermo
continlan dividiéndese rapidamente situandose mayormente en la regidon media y
calazal del saco embrionario. Varias divisiones del endospermo ocurren anies de que
se observe 1a primera division del cigote, observaciones comparables a las hechas en
Amaranthus I’(\'p()c'hrmdrjac'ir.s‘ (Coimbra y Salcma, 1999}, lo que sugiere que la

cclula central es precor cn su desarrello post fecundacion.
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Figura 17. Saco embrionario 6 DDP, La ¢l extremo calazal se observan los dos haustorios calazales
divididos mediante el postument. cn el extremo micropilar se forma ¢l haustono micropilar. e=calaza.
p=postament, he=haustorio calazal. hm=haustorio micropilar, m=micrépilo. Barra™ 106G pm.

Figura 18 Cigote 6 DDP. Alargamiento del cigoto. ci=cigote, nci=ndcleo del cigoto, e=célula del
endospermo, m -micrdpilo, hmhaustorio micropilar, Barra: 25 pm,
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8.7. OCTAVO DiA DESPUES DE LA POLINIZACION

8.7.1. Desarrollo temprano del embrién (primera divisién del cigoto)

Al octavo dia despuds de la polinizacién se observa la primera divisién del cigoto
(Fig. 20). Esta primera divisién se da cn forma transversal y da lugar a dos células
una basal y una apical la cual formard la cabeza embrional, proceso similar al
descrito en la mayoria de las angiospermas (Lau y col., 2012). Al igual que cn ¢l
cigoto el nicleo de la ¢élula apical del embridn muestra una alta polaridad hacia el
extremo calazal, esta polaridad mostrada desde el estado de cigoto resulta en la
divisién asimeétrica del embrién por lo que la célula apical s¢ observa es de menor
tamaric a la célula basal, y posee un gran nicleo bien definido, micntras la ¢élula

basal parccc estar altamente vacuclada. lo cual ocurrc de mancra similar cn gran

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

Figura 19. Primera division del cigoto. Primera division del ¢igoto. lo que da fugar a un embricn de
dos células, la célula apical y la céiula basal. em=cmbridn, ca=céluia apical, cb=célula basal
him ~hausterio micropilar., Barra=20 pm.
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Figura 20, Scmilla inmadura de Ageve requifene a8 DDP. c=caluza. sc=saco embrionario,
m=micropilo. Barra 200 pm.

8.8. NOVENO DiA DESPUES DE LA POLINIZACION

En los évulos pertcnecientes a las preparacioncs ¢ DDP ninguna obscrvacién
microscdpica pudo ser realizada debide a la gran cantidad de endospermo dentro del

saco embrionarie asi como al gran tamafio de las mucstras.
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9. CONCLUSIONES

b

+

6.

10.

El saco embrionario de Agave teguilana se desarrolla de acuerdo al patrén

tipo Polygomun.

El saco maduro de A. tequifana coincide con la reeeptividad de los estigmas

de las flores.
Las antipodas de los sacos maduroes de A. requilanag son efimeras.

El nicleo de la célula central s¢ encuentra altamente polarizado hacia cl

extremo calazal del sace embrionario.

El proceso de doble tecundacion parcee efectuarse de manera distinta a lo
propugsto de manera gencral para la mayor parte de {as plantas angiospermas,
en A teguilang ¢l segundo nlcico espermatico pasa a través de la célula
huevo para licgar al ntclee de la célula central. Este proceso no habia sido

reportado en ninguna ¢specic del género Agave.

La distancia que recorre ¢l segundo nicleo espermatico para fecundar la

célula central es de aproximadamente 210 um.

El nicleo del cigoto de A, fequiluna s encuentra altamente polarizado hacia

cl extremo calazal al igual que ¢l nacleo de la célula hueve.

En el saco cmbrionaric post-tecundacion se obscrva ¢l desarrollo de
estructuras representativas del orden Asparagales tales como el postament,

los haustorios calazales y ¢l haustorie micropilar.

La divisién del ¢igoto y formacién del ecmbridn sc da de manera similar al

patron observado cn la mayoria de las plantas angiospermas,

La adaptacién de la técnica de clarificacién-tincion propuesta por Stelly y col.
(1984) permitid ¢l andlisis de un gran nimero de muestras sin que las células

y tejidos analizados fueran akterados.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados del presente trabajo permiten proponer investigacion adicional que
complemente ¢l estudio realizado. Las prepucstas sc resumcn cn los siguientes

puntos:

I. Realizar un andlisis ultraestructural de las células que conforman el saco

embrionario madure de Agave feguilana.

2. Recalizar un analisis mas detallado sobre el proceso de la doble fecundacidn,
que incluya ¢l uso de coloranies especificos que permitan detectar miosina y
actina para obscrvar ¢l movimicnto dc los nicleos cspermaticos a través del

saco embrionario.

3. Realizar cstudios de fertilizacidn jn virro para lograr hibridaciones intra e
intergendricas en la tamilia Agavaccac para futuras investigacienes en el

mejoramicnto genético del género Agave.

4. Evaluar la homologia entre embriogénesis somdtica y clgdtica.
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