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RESUMEN

Se realizé el estudio histologico de las estructuras embriogénicas formadas a partir de apices meristematicos de
Agave fourcroydes con el objetivo de observar el comportamiento de la embriogénesis somatica desde la induccion
de los callos hasta la obtencién del embrion somatico maduro y comprobar su coincidencia con las fases de la
embriogénesis descritas para plantas monocotiledoneas. Los apices fueron cultivados in vitro en medio de induccion
MS modificado, donde se tomaron las muestras periédicamente para ser incluidas en la resina JB-4 (Polysciences.
Inc.1995), los cortes histol6gicos de 5-10 Um se realizaron con micrétomo y se tifieron con el reactivo azul de
toloidina al 2% se observaron y fotografiaron en microscopio Axioplan Zeiis con el objetivo de 20X. Los resultados
mostraron que a partir de los 60 dias de cultivo se observo la presencia de células meristematicas pre-embriogénicas
en toda la masa del callo y que en los siguientes sub-cultivos se hicieron evidentes los embriones en diferentes fases
de formacion globular y escutelar.
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ABSTRACT

A histological study of the structures embryogenic formed from meristem of Agave fourcroydes, with the objective of
observing the behavior of the somatic embryogenesis from the induction until the formation of the embryo was carried
out. The meristem cultivated in vitro was subculture in modified MS medium the induction. The samples to be included
in the resin JB—4 were taken periodically. The histologicals cuts of 5-10 [im were carried out with rotatory microtome
and strained in 2% toluidine blue. The sections were observed and photographed in light microscopy Axioplan Zeiis
with increases of 20X. The results show to the 60 days of culture the presence of cells meristematic pre-embrygenic.
Embryos in different phases of formation globular and scutellum were observed in all the mass of the callus in the
following subculture.
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INTRODUCCION Tiene ademas alto potencial de uso como fuente

de productos naturales como esteroides y
detergentes a partir de sus sapogeninas (Robert
et al., 1992), celulosa a partir de su fibra
(Cazaurang et al., 1990) y principios activos para

El henequén es una especie perenne de
propagacion vegetativa, sobre la que existen pocos
estudios (Casas y Caballero., 1996; Casas et al.,

1997; Zarate, 1997) lo que ha conllevado a un
limitado conocimiento de su origen, variacion y
tendencias evolutivas.

El imperativo de la economia mundial a favor de la
conservacion de los recursos bidticos y su
diversidad genética asi como a favor de la
disminucién de la contaminacién por plasticos y
otros productos dafiinos al hombre y al ambiente,
se precisa de la caracterizacion, recuperacion y
conservacion de los recursos genéticos disponibles
para hacer de ellos un uso més racional. El
henequén contintda siendo un cultivo altamente
productivo en areas ecoldgicas limitantes por
escasez de agua y suelo (Colunga et al., 1998).

la industria farmacéutica y la industria
agropecuaria (Eastmond et al., 2000).

La embriogénesis somatica es un sistema de
regeneracion eficiente, sin embargo la induccion
exitosa de los embriones somaticos y su siguiente
conversion en plantas viables no es rutina o
eficiente para la mayoria de las especies en los
momentos actuales (Merkle, et al., 1996), en el
género Agave solo se ha alcanzado con éxito en
una especie (Agave victoria-reginae Moore
Rodriguez-Garay et al., 1996). Logrado este
proceso en henequén, se podria potenciar la
produccién de plantas (propagacién masiva,
semilla artificial) y se dispondria adema4s, de un
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protocolo de vital importancia, para futuros
trabajos de transformacion genética.

Los estudios histolégicos secuenciados del
desarrollo de la embriogénesis soméatica pueden
ayudar a comprender el desarrollo de este proceso.
Se han descrito cuatro fases para el mismo, las fases
0, 1, 2y 3 pueden ser reconocidas desde los estados
tempranos de la embriogénesis para dicotiledéneas
(Gémez, 1998), en el caso de las monocotiledoneas
existen las fases 0, 1, y 2; pero no la fase 3, pues
no se diferencia el estado de corazén y torpedo, ya
qgue el embrion globular sufre un proceso de
transicion en el cual se alarga hasta llegar a formarse
el embrion maduro, pasando por el estadio
coleoptilar y de escutelo similar a como se describe
para la embriogénesis cigética en monocotiledéneas
(Dodeman, 1997).

El objetivo de este trabajo fue comprobar mediante
la observacion secuenciada de cortes histol6gicos
las fases del desarrollo de la embriogénesis
somatica en henequén y su correspondencia con
los patrones descritos para la embriogénesis de
plantas monocotiledéneas.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Las muestras del material vegetal se obtuvieron de
las diferentes fases de la embriogénesis somatica
descrito segun el protocolo de Gonzélez, et al.
(2001) para el henequén, las mismas se procesaron
para su estudio histoldgico, siguiendo las técnicas
descritas en Polysciences. Inc.1995.

Fijacion: Los tejidos vegetales colectados
provenientes del proceso embriogénico in vitro se
fijaron en la solucion denominada FAA. entre 24 y
72 horas.

A partir de la fijacién hasta la etapa de inclusion en
todo momento se empled condiciones de vacio
mediante una bomba para tal efecto y un desecador.
Posteriormente las muestras se lavaron en agua
corriente a flujo lento y constante durante dos horas
hasta eliminar el fijador.

Deshidratacion: Las muestras fijadas se
deshidrataron a través de la inmersion en alcohol a
diferentes concentraciones (alcohol etilico),
iniciaron con una concentracion de 30%, seguida
de 50% y 70% durante siete dias. En 85% y 96%
los tejidos permanecieron sumergidos durante dos
horas; finalmente se realizaron tres cambios
continuos en alcohol anhidro (100%). En este caso
los dos primeros cambios duraron media hora cada
uno y el tercero una hora. Cuando el tiempo
necesario para realizar la deshidratacién completa
no fue suficiente, se dejaron los tejidos inmersos

en solucién de alcohol al 70% durante toda la noche
y el proceso se contindo al dia siguiente.

Infiltracién: Las muestras deshidratadas se
embebieron en la solucién de infiltracion resina JB-4
(Polysciences. Inc.1995), Solucién A mas catalizador
C durante 72 horas y a temperatura ambiente.

Inclusién: Las muestras fueron incluidas con JB-4
solucion B mas solucidn de infiltracion. Los bloques
se elaboraron llenando moldes de plastico con
ambas soluciones, previo a la polimerizacion de las
resinas, los tejidos fueron acomodados en forma
transversal y longitudinalmente, una vez lograda la
posicién deseada se colocaron en los soportes. Las
muestras incluidas se almacenaron a temperatura
ambiente durante 24-72 horas, hasta que
endurecieron para ser seccionadas. La relacién
necesaria para la polimerizacion fue la siguiente:
Por cada 25 ml de solucién de infiltracion, se
adicion6 1 ml de JB-4 solucion B.

Corte: Los moldes con los tejidos incluidos se
seccionaron en un microtomo de rotacion (Microm)
a un espesor de los cortes de 5-10 um. Los cortes
se extendieron en un cristalizador con agua
destilada, y posteriormente fueron recogidos en
portaobjetos y secados en una placa de
calentamiento a 35°C, para su adhesion al cristal.

Tincion: Las muestras seleccionadas se tifieron con
azul de toluidina al 2%. Para ello los tejidos se
colocaron en contacto con el colorante durante 45
seg. Posteriormente el exceso de colorante fue
retirado mediante varios lavados con agua destilada
y puesto a secar a temperatura ambiente.

Preparacion del medio de montaje

Las preparaciones permanentes se hicieron con la
solucion de Permount (Polysciences. Inc.1995),
previamente diluida con algunas gotas de xileno,
para el montaje de las muestras.

Montaje: En cada portaobjetos se depositaron
cuatro gotas del medio de montaje y se les colocé
un cubreobjetos evitando la formacion de
burbujas de aire. Estas preparaciones fueron
selladas con esmalte de ufias y etiquetadas;
posteriormente se mantuvieron a temperatura
ambiente hasta ser analizadas en un microscopio
Optico Axioplan Zeiis, en campo claro con el
objetivo de 20X.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los cortes histologicos realizados al inicio de la
induccion del proceso embriogénico se observo que
las células derivadas de los centros meristeméaticos
del apice fuente de explante (Fig.1), presentaban
en un alto porcentaje la polaridad y division



asimétrica caracteristicas en la iniciacion de la
embriogénesis somatica, similar a como se
describe para los patrones de embriogénesis
cigotica (Dodeman, 1997). Estas células con un
extremo aguzado y el otro redondeado, de
pequefio tamafio, paredes celulares finas, con
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grandes nucleos respecto al tamafio celular;
nucleolos grandes y prominentes y vacuolas
pequefias, comenzaron a dividirse longitudinal y
transversalmente para dar origen al suspensor y
el embrion (Fig. 2).

- :l.i‘:}'

Figura. 2 Células embriogénicas polarizadas y en division. Formacion de S (suspensor) y E (embrién).
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Las divisiones subsiguientes del embridn,
conllevaron a la formacion de una masa de
células mamilares (Fig.3), donde las células
periféricas dieron lugar a la epidermis del
embrion, posterior a esto le continua una serie
de divisiones sucesivas dando lugar a la fase

globular (Fig.4), la cual pasa por varias etapas
de transicion antes de llegar al embrion maduro.
Estos resultados coincidieron con lo planteado
por Gémez, (1998), que refirid que en las plantas
monocotiledoneas no se llegan a diferenciar las
fases de corazén y torpedo.

Figura 4. Varios embriones de henequén en estado globular. G (embriones globulares).



En las plantas monocotiledéneas el desarrollo del
embrion se diferencia fundamentalmente al de
las plantas dicotiledéneas en que produce un solo
cotiledon (escutelum), con la asimetria
consiguiente en el apice vegetativo caulinar
situado a un lado del cotileddn (cole6ptilo), el
tejido central de este cotileddn tiene conexion
con el cilindro central y con el eje del hipocétilo
(Dodeman, 1997), estas estructuras se lograron
en la embriogénesis somatica de especies de
plantas monocotileddneas, como los alcanzados
por Sticklen (1991) en Oryza sativa (arroz) donde
se desarrollaron embriones con escutelum y
coledtilo perfectamente definidos, se han
reportado también con este mismo patrén otras
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especies como Zea mays (Evereett et al, 1992.)
y en Allium sp. (Denchev y Atanassov, 1995).

En la Fig. 5 se muestra como a través del corte
longitudinal del embrion que comienza el
desarrollo del cilindro central en la parte mas
interna del escutelum, el cual hace conexién
también con el eje del hipocétilo, comenzaron
a eshozarse el coledptilo. En los cortes
histolégicos de embriones desarollados se
reconocieron todas las partes integrantes del
embrién: la radicula, el escutelum (cotiledén) de
forma alargada, el coledptilo situado a un lado
protegiendo la plumula (Figura 6).

Figura. 5 Corte longitudinal de un embrién de henequén. Sc (escutelum), Cl (coledptilo), cc (cilindro

cambial), EH (eje hipocétilo), p (plamula), r (radicula).

Figura. 6 Embrién de henequén con Cl (coledptilo) completamente desarrollado.
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Figura. 7 Embrion de henequén maduro.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los datos aportados por los
cortes histoldgicos realizados, se evidencia el
proceso de la embriogénesis somatica en henequén,
con las particularidades del desarrollo de un embrion
caracteristico para monocotiledéneas.
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