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1. Resumen

El desarrollo embrionario se ha estudiado ampliamente en el maiz (Zea mays).
La poblacién de maiz UAAAN-IMM-BAP® (BAP®) posee la capacidad en sus semillas
de producir multiples tallos, comparados con las semillas silvestres de Z. mays que
normalmente producen un solo tallo a partir de un solo embrién por cariopside (fruto o
grano). La presente investigacion se realizdé en poblaciones de maiz enano ubicadas
en los campos experimentales “Dr. Mario E., Castro Gil” en Tepalcingo, Morelos y
“Buenavista” en Saltillo, Coahuila, ambos de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN) con sede en Saltillo Coahuila. Se realizaron estudios
anatomicos de las flores femeninas y de las semillas producidas por los individuos de
esta poblacién (BAP®), con el fin de encontrar el origen de los tallos muiltiples.
Inicialmente se propuso que este fendmeno se debia a la presencia de mas de un
embrion por fruto, puesto que el nombre del cultivar asi lo indica, incluso este cultivar
se ha ligado a procesos como la apomixis; sin embargo, los resultados indicaron que
la presencia de multiples pliumulas estan asociadas generalmente a una sola raiz, es
decir, un solo embrién. La presencia de multiples tallos y raices en una sola semilla
puede ser explicada por un fenbmeno de poliembrionia o por el efecto de niveles
anormales de auxinas causadas por mutaciones. Esta desviacion en el desarrollo del
embridn podria tener su origen en la zona meristematica apical en donde se observa
el crecimiento de mas de una plumula, o en la zona meristematica radicular donde se
observan una o mas raices, tratdndose posiblemente de sistemas genéticos
independientes. Las plantas, producto de la germinacidon de estas semillas se

observan en el campo como plantas con multiples brotes.
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2. Introduccién

Desde hace aproximadamente 30 afios un grupo de ingenieros agronomos
interesados en el mejoramiento del maiz, reunié en México todas las variedades de
maiz enano existentes tanto de México como en otros paises de América Latina e
incluso de Estados Unidos. Estas variedades se cruzaron entre si con la finalidad de
obtener una poblacién hibrida de maiz que fuera producto de la cruza de todas las
variedades utilizadas. A esta poblacién base, consolidada entre 1969 y 1970 se le
llamé “Seleccion Super Enana”, cuyas caracteristicas de enanismo y una
competencia por recursos baja entre los individuos, entre otras, propicid una mayor
produccion de maiz por hectarea. Una vez logrado el alto rendimiento, los diferentes
grupos de investigacion relacionados con esta poblacion se dedicaron a la mejora en
la calidad del grano' de maiz y se observd de manera casual y espontanea el
surgimiento de una a tres plantas por semilla (Castro-Gil, 1979). Desde entonces los
estudios realizados con esta variedad han sido Unicamente agrondmicos y de
fitomejoramiento, y se cree que el fendbmeno observado se debe a un proceso de
poliembrionia, de ahi que la poblacion sea denominada Braquitica de Alta
Poliembrionia (BAP®). El fenémeno poliembriénico en maiz fue reportado por Morgan
y Rappleye (1951), quienes irradiaron con rayos X el polen de maiz y realizaron
cruzas en plantas que no tuvieran ningun tipo de mutacion, logrando como resultado
semillas poliembrionicas (con dos y tres embriones) a causa de las mutaciones

generadas por la radiacion.

Inicialmente a los individuos de la poblacién BAP® se les denominé “gemelos”

(nombre acufiado por el Dr. Mario Castro Gil de la UAAAN) y cuya frecuencia en la

! Grano: Término agronémico para designar una cariépside, fruto caracteristico de la Familia Poaceae.
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poblacion era de sélo el 1.5%. Esto se publicé en el afio de 1973 y a partir de esa
fecha se aislaron a los individuos poliembridénicos para cruzarlos entre ellos e
incrementar la frecuencia de poliembrionia por un método de seleccion recurrente
(Castro-Gil, 1979; Espinoza et al., 1998). Asi, se incrementd la frecuencia a 48% en el
sexto ciclo (Gémez-Gonzalez, 1983). Igualmente se cruzaron con individuos de talla
mas alta introduciendo una nueva variedad con la caracteristica poliembrionica

llamada NAP® (Normal de Alta Poliembrionia®).

Posteriormente en el afio de 1995 el Dr. José Espinoza Veldzquez se hace
cargo de estas poblaciones que presentan una frecuencia de poliembrionia del 44%,
denominando a las poblaciones UAAAN-IMM-BAP® y UAAAN-IMM-NAP®
(Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro — Instituto Mexicano de Maiz —
Braquitica de Alta Poliembrionia® (BAP®) y Normal de Alta Poliembrionia® (NAP®)
respectivamente). BAP® se refiere a una poblacién de plantas braquiticas o enanas
que presentan frecuencias altas de poliembrionia, mientras que NAP® se refiere a
plantas de tamafio relativamente normal también con frecuencias altas de
poliembrionia, ambas poblaciones poseen altos porcentajes de lisinas y acidos grasos
superiores a los del maiz comun (Ramirez et al. 2008). La razén de tener ambas
poblaciones es poder cruzarlas y asi obtener en una sola poblacién las caracteristicas
de interés, aunque el objetivo inicial es lograr incrementar la frecuencia de
poliembrionia hasta que las poblaciones se estabilicen. A la fecha la frecuencia de
poliembrionia se ha incrementado a un 55% 6 60%, mientras que el 40% 0 45% de la
poblacion restante no es poliembridnica (Espinoza y De Ledén, 2005; Espinoza
Velazquez, comunicacion personal). Se calcula que la poliembrionia incrementa por
efecto de la seleccidon anualmente en un 6% en la poblacion braquitica y en un 8% en

la poblacion de porte normal (Espinoza et al., 1998).
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Al inicio del manejo de estas poblaciones de maiz se adicionaron fuentes
externas de germoplasma, cruzando a las poblaciones poliembridnicas con
variedades de diferentes regiones de México (del Bajio, tropico seco, tropico himedo
y Mesa central) para incorporar variabilidad genética a los nuevos embriones

generados (Gémez-Gonzalez, 1980).

A la par de estas poblaciones se tienen otras que representan el control,
denominadas BBP® y NBP® (Braquiticas y Normales de Baja Poliembrionia,
respectivamente), que se han obtenido a partir de cruzas mesofraternales, en estas
cruzas intervienen tres individuos como minimo, uno como donador de polen y dos
como receptores (Marquez, 2007). Para este fin se utilizan individuos no
poliembriénicos de las poblaciones BAP® y NAP®. Los resultados fueron poblaciones
de individuos tanto poliembriénicos como no poliembriénicos, con una frecuencia de
poliembrionia de 48%, lo cual indica que este fendmeno en particular tiene
implicaciones genéticas y no ambientales. A partir de esto se continuaron cruzando
los individuos resultantes no poliembridnicos con la finalidad de disminuir la
frecuencia de poliembrionia, la cual es actualmente de 2%, observandose que con
esta disminucién se tienen plantas con un ciclo mas rapido, una mejor germinacion y

un buen rendimiento, lo que indica las limitantes de este fenbmeno.

La informacion que se tiene acerca de estas poblaciones se ha generado por
medio de la observacion, y el presente estudio implica el primer acercamiento a la
ontogenia de estos individuos. Las hipotesis sobre el origen de dos o mas brotes por
semilla pueden ser muchas y éstas han incluido a los procesos de apomixis y
poliembrionia como supuestos responsables de la presencia de mas de un individuo

por semilla. También se ha sugerido que hay mutaciones que implican modificaciones
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morfolégicas que pueden estar actuando sobre la poblacion provocando un fenbmeno

como este.
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3. Antecedentes

3.1. Descripcion de la especie

El maiz (Zea mays) pertenece a la familia Poaceae (Gramineae) la cual
contiene de 5 000 a 9 000 especies (Spichiger et al., 1995). Se trata de una especie
monoica, la inflorescencia estaminada o masculina se encuentra en la parte apical de
la planta, mientras que la inflorescencia pistilada o femenina se halla de manera
lateral en los nudos del tallo de la planta (Dellaporta y Calderon-Urrea, 1994) (Figura

1. A).

En la madurez, la planta de maiz esta constituida por un tallo que se divide en
nudos y entrenudos que varian en tamafo, hojas de follaje que surgen una en cada
nudo de manera alternada, raices adventicias, y racimos de inflorescencias
masculinas y femeninas denominadas espigas (Figura 1. B). Estas ultimas poseen
flores que se hallan pareadas con una rama condensada que consiste en un tallo
corto (raquilla) en el cual se encuentran estructuras similares a hojas, las glumas
estériles. Las glumas rodean por completo a las flores masculinas y parcialmente a
las femeninas. También existen otros tipos de hojas hacia el interior de la flor que se
denominan lemmay palea, la lemma se ubica adyacente a las glumas y las paleas en
el lado opuesto, adyacentes una de la otra dejando una separacion entre el par de
flores. El orden de la parte externa a la interna de la flor es: bractea (que protege a la
flor del lado externo), gluma I, lemma |, palea |, palea Il, seguido de los carpelos o
gineceo y en la parte interna de la flor la lemma Il y finalmente la gluma Il (Cutler y
Cutler, 1948). Las ramas axilares laterales son las inflorescencias femeninas, las

cuales tienen pequefos entrenudos con hojas modificadas denominadas “envolturas”
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cuyo arreglo es el mismo que en el tallo principal. De cada par de flores femeninas,
Gnicamente una es funcional, al contrario de las masculinas ya que ambas flores

producen estambres funcionales (Bonnett, 1954).

3.1.1. Desarrollo de la inflorescencia masculina

El desarrollo de la inflorescencia masculina empieza dos semanas después de
la emergencia si las condiciones son favorables; al inicio se da el alargamiento del
apice del tallo y el surgimiento de los primordios de las ramificaciones de la espiga
(Figural. B). Los primordios se vuelven bilobulados y cada Iébulo da origen a una
inflorescencia con dos flores (inferior y superior) rodeadas por glumas vy
posteriormente por la lemma y palea. Surgen tres estambres, dos lodiculos y un
pistilo rudimentario (Figura 1. D). La antera es tetrasporangiada y biteca, esta
conformada de fuera hacia dentro por epidermis, dos capas medias, tapete y tejido
espordgeno que dara lugar a microsporas y posteriormente a los granos de polen

(Kiesselbach, 1980).

3.1.2. Desarrollo de la inflorescencia femenina

El desarrollo de la inflorescencia femenina inicia con un brote axilar en alguno
de los nudos, éste se encuentra envuelto en una estructura tipo hoja llamada
prophyllum, la cual posee dos venas medias y carece de ligula, ésta persiste como
una de las envolturas de la mazorca y llega a medir 21.6 cm de largo y 4.8 cm de
ancho (Figura 1. C). Al inicio la mazorca es suave Yy las protuberancias basales son

las primeras en desarrollarse, cada una de estas es bilobulada y cada uno de los
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I6bulos genera una inflorescencia con dos flores de las cuales una es pedicelada (que

eventualmente degenera) y la otra sésil (Figura 2. A) (Kiesselbach, 1980).

Figura 1. A. Esquema general de la planta de maiz, con detalle en las inflorescencias femenina y
masculina. B. Tallo con hojas removidas mostrando la espiga masculina (em) y los brotes axilares (ba)
0 espiga femenina, 7X. C. Esquema de la inflorescencia femenina en un corte longitudinal; estilo de la
flor fértil (a), flor fértil incluyendo el estambre abortivo a la derecha (b), palea de la flor fértil (c), lemma
de la flor fértil (d), gluma superior (e), flor estéril o abortiva (f), mostrando rudimentos de la lemma, el
pistilo, el estambre y la palea, gluma inferior (g), clpula que forma el prophyll adnado (h), bractea (j),
haz vascular principal (k), complejo nodal (l). D. Inflorescencia masculina mostrando sus partes, corte
longitudinal (izquierdo) y transversal (derecho); gluma inferior (a), gluma superior (b), lodiculos (c),
palea (d), antera (e), filamento del estambre (f) y lemma (g). Figura A tomada de Dellaporta y Calderon-
Urrea (1994), figura B tomada de Bonnet (1954), figura C tomada de Nickerson (1954) y figura D
tomada de Kiesselbach (1980).
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El 6vulo que se forma es sésil, aproximadamente campilétropo y con dos
tegumentos, el interno que se extiende hasta la zona micropilar y el externo que
anicamente crece desde el funiculo hasta la zona del canal estilar (Kiesselbach,

1980).

El estilo es de origen tricarpelar (Philipson, 1985) pero en este caso
Gnicamente participa en su formacion el carpelo anterior y rara vez el posterior. De
acuerdo a Kiesselbach (1980) la superficie del estilo se llena de células estigmaticas
provenientes de la epidermis formando una especie de cabellos constituidos por
cuatro células (Figura 2. B). Durante la megasporogénesis la célula arquesporial da
lugar a la célula madre de la megaspora, las células de la nucela llevan a cabo
divisiones periclinales dando lugar a aproximadamente seis capas celulares
generando una nucela tenuinucelada; en la megagametogénesis durante la primera
division celular se forma una vacuola central, posteriormente se forman las células
gue conforman a un saco embrionario de tipo Polygonum, el cual una vez formado se
alarga, las células antipodas pasan por varias divisiones hasta llegar a ser 30 6 40
células (caracteristica de los pastos) como se observa en la Figura 2. C (Kiesselbach,

1980).

3.1.3. Desarrollo después de la fecundacién

El desarrollo del endospermo comienza dos o tres horas después de la
fecundacion y es de tipo nuclear, formandose de 128 a 256 nucleos durante las
primeras 40 horas para posteriormente formar las paredes celulares. Las células de la
periferia se convierten en un tejido nutricional, parte de estas células son células

antipodas que persisten en etapas tardias y llegan a confundirse con el endospermo.
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Figura 2. A. Espiga femenina mostrando los pares de flores pedicelada (ps) y sésil (ss), nétese como la
flor pedicelada degenera. B. A la izquierda corte longitudinal de un estilo (e), estigma (es) y granos de
polen germinando (gp); a la derecha arriba corte transversal del estilo mostrando el tejido de
transmision que se bifurca (ce) y abajo corte transversal de una cabello del estigma mostrando el
arreglo de 4 células que lo forman. C. Esquema de un saco embrionario maduro, por debajo el aparato
del huevo formado lateralmente por las sinérgidas (s) y al centro por la ovocélula (oc), los nicleos
polares (np) en la célula central (cc) y en contacto con la ovocélula el citoplasma vacuolado (cv), en la
parte superior las células antipodas (a) que se han divido continuamente mostrando algunas
binucleadas, también se observan los tegumentos interno (ti) y externo (te), la nucela (n) y la zona del
micrépilo (m). D. A la izquierda corte longitudinal de embrién mostrando la plimula formada por dos
primordios foliares (pf) y el meristemo apical del tallo (mt) rodeadas por el coleoptilo (cp) y a la derecha
el meristemo de la raiz primaria (mr) rodeada por la coleorriza (cr) (140 X). E. Corte longitudinal de un
embrion maduro mostrando el escutelo o cotiledon (ct), coleoptilo (cp). Meristemo apical del tallo (mt),
primordios foliares (pf), meristemo apical de la raiz (mr) y coleorriza (cr). Figura A. Tomada de:
Sundberg y Orr 1990; Figuras B — E Tomadas de: Kiesselbach, 1980.

La primera division del ahora cigoto es transversal y da origen a una célula
apical y una basal vacuolada que es mas grande en tamafio, las siguientes divisiones
del embrién son asimétricas, y la formacién de las paredes celulares son oblicuas (en
diagonal) lo que le da una posicion interna dorsoventral al embrion (Batygina, 2006).
Mientras que el endospermo tiene ya 250 células aproximadamente, el embrién

posee 12, con un suspensor muy alargado que posteriormente degenera. En esta
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etapa las divisiones del endospermo son mas lentas que las del embriéon y poco a

poco van formandose algunas estructuras de la nueva planta (Figura 3. A).

A los cinco dias después de la fecundacion el embrion forma una protuberancia
en la punta y por debajo el suspensor (Figura 3. B). Al décimo dia comienza el
crecimiento del escutelo opuesto al epicotilo (o plumula), que en este momento se
encuentra como una protuberancia rodeada por un tejido circular, el coleoptilo.
Posteriormente el coleoptilo se desarrolla alargandose, crecen los primordios foliares
y el crecimiento de la plumula se orienta lateralmente, mientras que el escutelo se
alarga rodeando el eje del embrion (Figura 3. C y D). Debajo del nudo escutelar (que
se define gracias a la continuacion del procambium) se organiza la radicula (raiz
primaria) y la coleorriza o cofia, la radicula se encuentra unida a la coleorriza, de la
cual se separara en la madurez. Por encima del nudo escutelar crecen las raices
seminales adventicias (posterior a la germinacion surgen mas raices adventicias de

los nudos de las raices laterales y principal o de los nudos del tallo) (Esau, 1977).

De acuerdo a Esau (1977) el embrion maduro (Figuras 2. E y 3. E) finalmente
queda apreso al endospermo por el escutelo, de acuerdo a Guingnard y Meshe
(1970), el escutelo es una gran hoja cotiledonaria transformada durante la evolucion,
especializada en la absorcién del endospermo transformando la glucosa en sacarosa.
El eje embrionario se encuentra lateralmente, en su parte baja, en la region que
corresponderia al hipocétilo (en Zea mays no existe a menos que el término sea
referido al nudo escutelar), se encuentra la radicula rodeada por la coleorriza (Figura
2. D), la radicula al inicio continia debajo con el suspensor que degenera en la
madurez (Esau, 1985). Por enzima de la radicula esta el nudo escutelar, le sigue el

epicotilo o plumula con los primordios foliares en la parte superior del eje (Figura 2.
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D), de los cuales el primero y mas externo es el coleoptilo (el cual posee una abertura
0 poro en el apice para permitir la salida del tallo y gracias a su geotropismo positivo,
guia y protege a éste durante la germinacion, posee también estomas en ambas
caras), aunque algunos anatomistas consideren al coleoptilo como una continuacion
del escutelo y no un producto foliar del meristemo apical; la unidad que forman el
escutelo y el coleoptilo es el entrenudo que hay entre ellos que corresponde al

mesocotilo (Esau, 1985).

Existen diferentes posturas en cuanto a las estructuras de los embriones de
maiz y en general de los pastos. Brown (1960 y 1965) postula que el coleoptilo y el
mesocotilo son innovaciones sin contrapartes, pero que han evolucionado como
estructuras peculiares y utiles para el embridon y que también el escutelo y el
coleoptilo son parte del mismo cotiledon con diferentes funciones ya que se derivan
del proembrién, es decir, que el coleoptilo al no formarse a partir del meristemo apical

no puede ser considerado homaologo a una estructura foliar (Brown, 1959).

Igualmente en las raices se tienen posturas diferentes en relaciéon a la
morfologia, en ocasiones la coleorriza se considera como parte del suspensor o como

la raiz primaria suprimida y la radicula como raiz adventicia (Johri, 1984).

El fruto que se forma es una cariopside, fruto seco indehiscente con una
semilla, formada en un 85% por el endospermo, 10% del embrion y 5% del pericarpio.
El embridén se posiciona en la base adyacente a la pared del fruto y en el lado ventral;
su unién con el endospermo se da por medio del escutelo. La caridpside se compone

en su madurez, de acuerdo a Batygina (2006), de fuera hacia dentro por (Figura 3. F):
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- Pericarpio: pared del fruto. Formada por el exocarpo, mesocarpo Yy
endocarpo, capas celulares que se distinguen por la forma de las células que
las componen, el grosor de las paredes celulares y sus propiedades
mecanicas. Estas capas celulares mueren y colapsan, dejando los remanentes
de las paredes celulares engrosadas y lignificadas.

- Cubierta seminal: el tegumento externo debido a su lento crecimiento no
cubre en su totalidad a la nucela y durante el desarrollo del fruto degenera, el
tegumento interno se altera y comprime. Este Ultimo posee cuticulas y contiene
pigmentos por lo que da reacciones positivas para materiales grasos, sin
embargo la cuticula y los restos de paredes desaparecen a los 8 dias después
de la fecundacion.

- Membrana nucelar: pared externa o epidermis de la nucela que se engrosa y
suberiza formando una capa semipermeable entre la aleurona y el pericarpio,
la cual da nutrientes y protege al endospermo al inicio de su desarrollo.

- Endospermo: el desarrollo inicial de éste es de tipo nuclear (primero se
generan muchos nudcleos y posteriormente se forman las paredes celulares),
posee en la parte mas externa dos capas celulares diferenciadas llamadas
aleurona y subaleurona, que contienen lipidos y proteinas de reserva y
producen enzimas para la germinacion. Al interior de la semilla esta el

endospermo propiamente.

3.1.4. Determinaciéon sexual del maiz

El origen del maiz es un tema que ha sido polémico y debatido desde hace ya
mucho tiempo, estudios moleculares apoyan la idea de que el ancestro del maiz

actual es la especie Z. mays subespecie parviglumis (Orr y Sundberg, 1994); sin
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embargo, poco se ha averiguado acerca del monoicismo del maiz. En un inicio se
creyd que el ancestro ya poseia esta caracteristica, pero ahora se ha planteado la

posibilidad de una feminizacion de la espiga masculina.

Figura 3. A. Embrién a los pocos dias después de la fecundacién. B. Embrién a los 5 dias de la
fecundacion, se observan las protuberancias que seran el escutelo y el coleoptilo. C y D. El escutelo
toma forma y comienza a desarrollarse el primer primordio foliar, el suspensor degenera. E. Embrion
maduro con todos sus organos bien formados. F. Fruto maduro en un corte longitudinal mostrando
todas las partes que lo conforman. es: escutelo, cp: coleoptilo, s: suspensor, pf: primordio foliar, ma:
meristemo apical del tallo, ne: nodo escutelar, r: radicula, cr: coleorriza, p: pericarpio, cs: cubierta
seminal, a: aleurona, e: endospermo, pl: plumula Figuras A — E Tomadas de: Esau, 1977, Figura F
Tomada de: Johri, 1984.

La determinacién sexual del maiz es un proceso complejo, en este caso las
flores inicialmente bisexuales en ambas inflorescencias llegan a ser unisexuales por
medio del arresto del desarrollo de los 6rganos sexuales, los estambres para el caso

de las flores pistiladas y el pistilo en el caso las flores estaminadas. Este arresto
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puede darse durante diferentes etapas de la maduracion, al inicio del desarrollo se
tiene un meristemo floral con las caracteristicas bisexuales, es decir, con primordios
de los dos verticilos reproductores, en estas primeras etapas ambos primordios son
visibles tanto en las inflorescencias femeninas como en las masculinas (Figura 4). La
transicion a la unisexualidad genera cambios morfolégicos que dan como resultado
flores femeninas por un lado y masculinas por otro. En la inflorescencia masculina las
células del gineceo comienzan a ser altamente vacuoladas y eventualmente
degeneran y continda la maduracion de los estambres, igualmente ocurre en la flor

sésil femenina, mientras que en la pedicelada ambas partes degeneran (Dellaporta y

Calderon-Urrea, 1994).

Figura 4. Par de espigas en la etapa bisexual mostrando los primordios
de estambres (S) y del gineceo en el centro (G), MEB. Tomada de
Dellaporta y Calderon-Urrea, 1994.

Este aborto de organos florales estd dado por
mutaciones. Para la inhibicion del gineceo se requieren

genes masculinizantes y para la del androceo se requieren

de genes feminizantes, Se tienen algunos reportes acerca
de los genes involucrados, uno de ellos implica a los genes tasselseed2 vy
gynomonoecious sex forml que participan en la atrofia del pistio en ambas
inflorescencias, masculina y femenina respectivamente (Dadong et al., 1997). Otros,
como el gen dwarf esta implicado en el aborto de los estambres, bloqueando pasos
importantes en la biosintesis de las giberelinas, hormonas vegetales similares a los
esteroides que tienen un rol en el aborto de estambres y la feminizacion de tejidos

(Dellaporta y Calderon-Urrea, 1994).
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3.1.5. Clasificacién

Las especies de maiz se han agrupado por lo general en razas (entendiendo
raza como un grupo de individuos con las caracteristicas suficientes en comun para
permitir su organizacibn como grupo), teniendo muchas dificultades por la gran
variabilidad que existe entre especies naturales y las especies cultivadas, por lo cual

se encuentran infinidad de clasificaciones (Anderson y Cutler, 1942).

Una de las clasificaciones, de acuerdo a Doebley e lltis (1980) divide al género
Zea en seis taxa distintos clasificados en cuatro especies: 1) Z. mays L. sensu lato
que incluye Z. mays ssp. mays, Z. mays Ssp. mexicana y Z. mays ssp. parviglumis,
(presentes en México y el oeste central de Guatemala); 2) Z. luxurians (presente en el
sur de Guatemala y Honduras); 3) Z. perennis (teocinte tetraploide y perenne del sur
del estado de Jalisco) y 4) Z. diploperenis (teocinte perenne y diploide ubicada en el
sur del estado de Jalisco en México). Estos mismos autores proponen una subdivision
en las secciones Zea y Luxuriantes a partir de los cuales han observado una gran
relacion entre las especies del género Zea y parientes, especies del género

Tripsacum.

El género Tripsacum pertenece, al igual que Zea mays, a la familia Poaceae,
contiene 16 especies y ha sido objeto de estudio en numerosas investigaciones
gracias a su complejo agamico (sus especies varian desde diploides hasta
hexaploides). La mayoria de las especies de este género se encuentran en México, y
se consideran un acervo secundario de genes para el maiz por estar estrechamente
relacionados, por lo que las especies de este género representan una fuente

importante de genes que le den al maiz ciertas caracteristicas (Leblanc et al., 1995).
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La apomixis es la caracteristica principal de las especies del género Tripsacum, de lo

cual se tienen reportes desde hace 40 afios aproximadamente.

3.2. Apomixis

La apomixis es un proceso que se presenta de manera natural en algunas
especies de plantas, de las cuales las familias mas comunes son Poaceae, Rosaceae
y Asteraceae (Spielman et al.,, 2003). También se le conoce por el término
agamospermia (Richards, 1997) y es un tipo de reproduccion asexual. Anteriormente
este término incluia a cualquier tipo de reproduccion asexual, incluyendo a la
propagacion vegetativa; sin embargo, hoy el término es mas estricto y se refiere a la
reproduccién asexual que asemeja eventos de la reproduccion sexual, que se da en
el 6vulo y que genera semillas fértiles sin la necesidad de una fecundacién o incluso
de una meiosis. Las caracteristicas de un embrién apomictico son que se deriva de
células de tejidos del 6vulo materno y por lo tanto tiene los mismos genes que la
madre de la que proviene y es capaz de generar progenie que seran clones de la
planta madre (Koltunow, 1993). Este fendmeno se ha estudiado en mas de 400 taxa
de plantas, incluyendo mas de 40 familias representativas entre las que se encuentra

la familia Poaceae (Bicknell y Koltunow, 2004).

3.2.1. Tipos de apomixis

De acuerdo con Asker y Jerling (1992), la apomixis se divide en diferentes
procesos basicos que son tres, la diplosporia, la aposporia y la embrionia adventicia.
Los dos primeros mecanismos se clasifican como apomixis gametofitica ya que se

presentan dentro de un saco embrionario no reducido e involucran la apomeiosis
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(Spielman et al., 2003), es decir que evitan la meiosis 0 no la completan. La
embrionia adventicia en cambio se clasifica como apomixis esporofitica, ya que el
embridn surge a partir de una célula externa al saco embrionario, es decir, una célula

somatica del évulo del esporofito o planta madre (Bicknell y Koltunow, 2004).

Diplosporia. La diplosporia se da en etapas tempranas, cuando la megaspora
ya esta diferenciada, forma un gametofito (saco embrionario) sin reducciéon del
material genético. Puede ser de tipo meiotica (la célula madre de la megaspora
comienza la meiosis pero ésta se detiene para seguir con la mitosis para la formacion
del saco embrionario) o mitética (no hay ningun evento de meiosis y directamente se
pasa a la mitosis para formar el saco embrionario); una vez formado el saco
embrionario las células que lo conforman actlan de manera equivalente a las de un
saco embrionario reducido o “sexual”. En la diplosporia se puede presentar una
formacion de endospermo de manera autonoma por parte de los nucleos polares, o
puede haber fecundacién Unicamente de los nucleos polares para la formacion de
endospermo pero sin fecundar a la ovocélula por medio de una fusion selectiva, a lo

gue se llama pseudogamia (Koltunow, 1993).

Aposporia. Este fendmeno se da también en etapas tempranas del desarrollo,
antes de la formacion de la megaspora funcional. También forma un gametofito sin
reduccion meidtica el cual proviene de células de la nucela, llamadas iniciales
aposporicas, una vez formado el saco, una de las células en su interior comienza el
desarrollo del embridon apospdrico. Puede haber formacion de endospermo, pero es
un fendmeno raro. A diferencia de la diplosporia, pueden coexistir embriones
provenientes de una fecundacion y aposporicos a la vez y en diferentes sacos

embrionarios, pero si la aposporia comienza antes de que haya una fecundacion es
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probable que el embrion cigético degenere como se da en la mayoria de los casos

(Koltunow, 1993).

Embrionia adventicia. En este caso, el embrion se forma a partir de tejidos
somaticos como la nucela (mas comun) o del tegumento interno. Comienza en etapas
tardias del desarrollo y los embriones no poseen un saco embrionario individual, los
embriones nucelares surgen de células de la nucela cercanas al saco embrionario, al
crecer lo hacen dentro del saco embrionario perteneciente al embrién cigético y el
producto final es una semilla poliembrionica (Koltunow, 1993). De los géneros mas

estudiados con embrionia adventicia es el género Citrus (Koltunow, 1993).

La apomixis puede darse de manera obligada cuando se evita la reduccion del
material genético por meiosis y la fusién sexual, o facultativa cuando coexisten los
procesos sexuales y apomicticos y se obtiene una progenie variable genéticamente
(Koltunow, 1993). Cuando hay una apomixis facultativa se tienen cuatro clases de
progenie diferentes, sobre todo en plantas apomicticas que requieren de una
fecundacion para iniciar el desarrollo del endospermo o pseudogamia (Koltunow,
1993), aunque también en plantas que forman el endospermo de manera autbnoma.
Dos de estas clases de progenie son genéticamente iguales a la planta madre y
vienen de una reproduccion apomictica o de una semilla hibrida proveniente de una
reproduccion sexual. Las otras dos clases que son menos frecuentes provienen de
una convergencia entre la via sexual y la apomictica coexistiendo en el mismo o6vulo.
En el tercer caso se tienen embriones con altas ploidias ya que provienen de una
fecundacion de un saco embrionario no reducido, en el cuarto caso se tienen
embriones poli-haploides (ploidia reducida), ya que se derivan de un desarrollo

autonomo de una ovocélula reducida, ambos casos pueden estar dados por genes
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gue pueden o no tener que ver con la apomixis y por sefiales maternas que activen el
desarrollo embrionario en células reducidas o no reducidas, fecundadas o no

fecundadas (Koltunow y Grossniklaus, 2003).

La presencia de la apomeiosis y la formacién de embriones por partenogénesis
en la apomixis implican cambios en los patrones de reproduccion sexual y por lo tanto

los cambios se generan por modificaciones genéticas (Spielman et al., 2003).

Una teoria sobre el control genético de la apomixis propone que es regulada
por un balance delicado de genes dominantes o codominantes que son modificados
dependiendo de las cruzas que permiten la formacién de embriones en la ausencia de
meiosis y fecundacion. Es probable que una vez que han actuado los genes
apomicticos, los genes que controlan la formacién y patrones de desarrollo del
embrion sean los mismos que los que se requieren en la reproduccion de tipo sexual
y que las proteinas producto de los genes apomicticos sean similares a las de la
reproduccién sexual, pero alteran su actividad espacial o temporalmente. Por lo tanto
algunos autores aseguran que los patrones de desarrollo entre un evento u otro son
muy similares (Albertini et al., 2005). Algunos estudios en Arabidopsis thaliana han
resultado en la identificacion de genes importantes para el entendimiento de ambas
vias, algunos ejemplos son el SPL y NZZ involucrados en la megasporogénesis, el
SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) para la adquisicion de la
competencia embriogénica en células somaticas y los genes que inducen la
produccion de embriones espontdneamente cuando se sobre expresan (LEC1, LEC2)
o se reprimen (PKL) (Albertini et al., 2005). En relacion al endospermo también se
han identificado tres genes (FIS1 o MEA, FIS2 y FIS3 o FIE) cuyas proteinas

reprimen su desarrollo en plantas con reproduccion sexual en la ausencia de la
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fecundacion, por lo que las mutaciones que se pueden dar en ellos pueden originar el
desarrollo de endospermo en ausencia de la fecundacion. Lo anterior supone que las
vias sexual y apomictica difieren principalmente en la habilidad de regular elementos

en comun (Albertini et al., 2005).

Matzk et al. (2005) identifico cinco genes asociados a la formacion de semillas
de manera asexual en Poa pratensis, estos genes son: el gen iniciador de la
aposporia (Ait), el gen que previene la aposporia (Apv), el gen del desarrollo de la
megaspora (Mdv), el gen iniciador de la partenogénesis (Pit) y el gen que previene la
partenogénesis (Ppv). Esto implica una complejidad muy grande de genes que no
tienen que ver solamente con la apomixis, sino también con fenbmenos como la
partenogénesis. Por otro lado Albertini et al. (2005) también han aislado otro tipo de
genes en la misma especie, estos genes son SERK y APOSTART, cuya expresion
difiere entre eventos sexuales o apomicticos especificamente en células de la nucela,
afectando cascadas de sefalizacion para los eventos de esporogénesis,

gametogénesis y embriogénesis.

Se ha puesto especial atencién a la introduccion de la apomixis en plantas de
cultivo con reproduccion sexual, lo cual es considerado como reto en la agricultura
biotecnoldgica; esto se debe a que la apomixis permitiria la fijacion inmediata de
cualquier genotipo favorable para la produccion y una produccién de hibridos que se
auto-perpetien durante las generaciones sucesivas, con beneficios sociales y
econdmicos que pudieran igualar a los de la Revolucién Verde (APO2001, 2001). Los
pasos a seguir para lograr introducir la apomixis a especies de interés tendrian que
ser la hibridacion de la especie sexual con la apomictica, la mutacion seguida de la

seleccidon de semillas con formacién autbnoma de embriones en la especie sexual, la

21



Antecedentes

identificacibn de los alelos que confieren la apomixis en la naturaleza y la
construccion de estos genes para la transformacion de una planta con reproduccion
sexual a apomictica (Spielman et al., 2003). Algunos de los avances agrondmicos de
la apomixis son la rapida regeneracion y multiplicacion de formas superiores a través
de semillas nuevas, la reduccidén en costo y tiempo de reproduccion, la evasiéon de
complicaciones asociadas a la reproduccion sexual como polinizadores vy
compatibilidad y la evasion de transferencias de virus en plantas que generalmente se
reproducen de manera vegetativa (Bicknell y Koltunow, 2004). Sin embargo la

apomixis no esta bien representada dentro de las especies de plantas cultivadas.

3.2.2. Apomixis en maiz

El maiz se considera una planta de importancia sobretodo comercial y cultural,
ya gue desde los inicios de la agricultura en Mesoamérica ha sido utilizada en el
cultivo, se ha ido modificando hasta llegar a tener una gran variedad y representa uno
de los pilares alimenticios mas importantes para la poblacion, especialmente en
México y en paises del tercer mundo, en donde el maiz hoy en dia es una fuente
alimenticia principal de quienes carecen de recursos econémicos. Muchas
investigaciones se han dedicado al mejoramiento del maiz y a incrementar los niveles
de producciéon teniendo como objetivo mejorar el estado econdmico de paises en
desarrollo. Al ser una especie de reproduccioén sexual, considerada diploide con 20
cromosomas, completamente domesticada, es uno de los cultivos candidato a ser
“apomixado” (Espinoza y De Ledn, 2005). La intencion de introducir una caracteristica
apomictica al maiz es para que de manera natural el maiz pueda preservar
caracteristicas favorables a lo largo de muchas generaciones sin dafiar por supuesto

la diversidad de maices que existen.
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Desde los afios 70 se tienen reportes de la presencia natural de hibridos entre
el maiz y algunas de las especies de Tripsacum. En estos estudios se mencionan
aspectos sobre la morfologia (De Wet et al., 1978a), citologia (Stalker et al., 1977) y
el origen del maiz llamado en esos tiempos “tripsacoide” (De Wet et al., 1978b). Se
sabe también como se dan los procesos de apomixis en especies de Tripsacum. Un
ejemplo de esto reportan Grimanelli et al. (2003), sugieren que las plantas de
Tripsacum y los hibridos producto de cruzas entre Tripsacum y Zea mays Se
caracterizan por una alteracion en el tiempo del desarrollo de la esporogénesis y el
desarrollo temprano del embrion, no en la gametogénesis, lo cual demuestra que la
iniciacidon precoz del desarrollo del embrion puede ocurrir de manera independiente a
la reduccidon meidtica y por lo tanto no es una consecuencia de la ausencia de la
meiosis. Otro estudio es el de Farquharson (1955) en el que menciona la presencia
de la apomixis facultativa de Tripsacum dactyloides en un 50% de 43 colecciones, en
los cuales los embriones extras se forman a partir de una sinérgida dentro del mismo
saco embrionario donde coexiste el cigoto y de la ovocélula o sinérgida de un
segundo saco embrionario proveniente de una segunda célula madre de la

megaspora.

Algunos programas de induccién de apomixis que no han sido exitosos se han
realizado en pastos de forraje como Brachiaria y Panicum debido a la complejidad de
estrategias de cruzas y la inaccesibilidad del gameto femenino para generar progenie
hibrida, por lo que se cree que la mejor solucion seria la introduccion de la apomixis
en un formato inducible permitiendo su uso durante el incremento de las semillas y
silenciandolo durante la hibridacion, para lo cual se requiere de un conocimiento

acerca de las bases genéticas de este mecanismo (Bicknell y Koltunow, 2004).
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Los géneros de monocotiledéneas mas estudiados en relacion a la apomixis
son Panicum en el que se han enfocado trabajos en aposporia y pseudogamia
(Savidan, 1980; Chen et al., 1999), asi como también trabajos de Brown y Emery
(1958) que estudiaron la apomixis en toda la subfamilia Panicoideae, otros géneros
como Pennisetum y Cenchrus (Roche et al., 1999), Brachiaria (Pessino et al.,1997,
Schranz et al., 2005), Paspalum (Martinez et al., 2001), Potentilla nivea (Rosaceae)
(Eriksen y Fredrikson, 2000) y Poa (Naumova et al., 1999; Albertini et al., 2001 y
2005; Kellogg, 1987). En cuanto a la diplosporia uno de los géneros estudiados es
Tripsacum (Grimanelli et al., 1998; Sokolov et al., 1998). En las dicotiledoneas
Arabidopsis también ha recibido atencion como planta potencial para explotar las
fuentes moleculares y genéticas, esperando que todos estos esfuerzos se conviertan
en avances para que la apomixis sea un mecanismo aplicable en las especies

sexuales.

Uno de los proyectos actuales que tienen que ver con estudios de apomixis en
el maiz, pertenece al Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz y Trigo
(CIMMYT). EI CIMMYT se origin06 como programa piloto en 1943 en México,
actualmente trabaja en 100 paises, formando una red de organizaciones
gubernamentales, no gubernamentales, sociedades civiles e instituciones privadas.
Su compromiso es mejorar el sustento en pueblos y ciudades en desarrollo. Ha
surgido como respuesta al hambre y la pobreza de paises en desarrollo y ya que
estos problemas recaen en la agricultura y el sustento, los estudios que se han
realizado en el CIMMYT se enfocan en productos cultivados como son el maiz y el

trigo.
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El proyecto Apomixis del CIMMYT intentara transferir al maiz las
caracteristicas apomicticas de uno de sus parientes silvestres Tripsacum dactyloides,
graminea silvestre, poliploide (2n=4x= 72 cromosomas) que posee esta caracteristica
de forma natural y facultativa (lo cual no afectara a la diversidad de maices silvestres
y cultivados) (Espinoza y De Ledn, 2004). La apomixis permitird darle al maiz la
capacidad de reproducirse asexualmente manteniendo el mismo genotipo que la
planta madre a través de muchas generaciones. Esto se realiza por medio de
retrocruzas entre hibridos provenientes de cruzas entre maiz y T. dactyloides para
lograr generar un maiz auténticamente apomictico. Se recurre a la retrocruza como
un método para el mejoramiento de caracteres cualitativos, en este caso se trata de
un sistema de apareamiento endogamico que se utiliza cuando se desea incorporar
un gen en la poblacién que no lo posee, se cruza el progenitor recurrente R con el
progenitor donante D, obtenida la F1 ésta se retrocruza con el progenitor R
obteniéndose la retrocruza uno (RC1), ésta nuevamente se retrocruza con R
obteniéndose la RC2 y asi sucesivamente. Conforme procede la retrocruza se hace
una doble seleccidén del caracter determinado por el gen que se desea incorporar y

del genotipo del progenitor recurrente para recobrarlo (Marquez, 1995).

Actualmente se tienen 250 000 plantas de diez ciclos de retrocruza, pero aun
no se tienen resultados claros, una vez obtenida la planta de interés, se pretende que
no se patente para que las personas en todos los paises tengan un facil acceso a la

semilla (Pagina en red: CIMMYT, 2007).

Ademas de las cruzas, en 1993 se inici0 un nuevo proyecto para identificar los
genes de la apomixis en T. dactyloides, para aislarlos y asi poder transferirlos. Para

esto se realizdé el mapeo genético y se ha encontrado un gen homélogo en el maiz
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denominado alongado; sin embargo, hacen falta mas estudios al respecto (Pagina en

red: CIMMYT, 2007).

Entre los investigadores involucrados esta Daniel Grimanelli (del IRD y del
CIMMYT, México) quien ha analizado histolégicamente el mecanismo apomictico en
T. dactyloides enfocandose en la dinamica de los cromosomas y cromatina y las
caracteristicas del citoesqueleto durante la apomeiosis (concepto que incluye a la
diplosporia y aposporia (Asker y Jerling, 1992)) observando que algunas
anormalidades que ocurren durante la apomeiosis son similares a las que ocurren

durante el desarrollo de mutantes de maiz (APO:2001, 2001).

La mayor parte de los programas para introducir la apomixis en el maiz no han
sido exitosos y aun no se han obtenido plantas con niveles agronémicamente
aceptables de juegos de semillas (Bicknell y Koltunow, 2004). Trabajos en este
sentido se han desarrollado desde los afios sesenta; los mas publicados son los del
ARS-USDA, organismo gubernamental que logro patentes para sus “Apomictic maize”
y supuestos genes que lo influyen, los investigadores Bryan Kindiger y Victor Sokolov
obtuvieron el crédito como co-inventores de sus maices apomicticos, y sus
publicaciones describen la incapacidad de esos maices apomicticos de tener un
comportamiento de maiz comun; por otro lado el CIMMYT en convenio con
ORSTOM-IRD de Francia quienes también obtienen patentes relativas a sus
hallazgos en la union Maiz-Tripsacum, han sefalando que la fallida recuperacion de
cultivos apomicticos transformados puede ser una consecuencia directa de la
complejidad genética de la apomixis y su relacién con la genética en el que se inserta

(Espinoza y De Leon, 2004).
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3.3.1. Poliembrionia

La poliembrionia es la presencia de varios embriones en una sola semilla y el
proceso del cual proviene puede o no ser apomictico, es decir que se puede dar 0 no
en presencia de fecundacion y de meiosis. De acuerdo a Lakshmanan y Ambegaokar
(1984) la poliembrionia se clasifica en “simple” o “multiple” dependiendo de la
presencia de uno (simple) o mas (multiple) sacos embrionarios en el mismo évulo y

los eventos que pueden ocurrir en ambos tipos se describen en la Figura 5.

La poliembrionia puede surgir en angiospermas por cuatro maneras. 1)
Poliembrionia por cleavage o division del embrion para formar mas de uno, 2) por la
formacion de embriones a partir de células del saco embrionario diferentes a la
ovocélula, 3) por el desarrollo de mas de un saco embrionario dentro de un mismo
ovulo derivado de la misma célula madre de la megaspora, de varias o de células de
la nucela; y finalmente 4) por la activacién de una célula somatica o esporofitica del

ovulo para formar un embrion (Bhojwani y Bhatnagar, 1974).

La poliembrionia por cleavage esta representada ampliamente en las
orquideas, como es el caso de Eulophia epidendraea (Bhojwani y Bhatnagar, 1974).
En este tipo de poliembrionia se generan embriones a partir del cigoto y en ocasiones
de su suspensor dentro del mismo saco embrionario, dando lugar a embriones
genéticamente iguales al cigoto (2n) (Lakshmanan y Ambegaokar, 1984). La
poliembrionia suspensorial es comun en el género Exocarpus de la Familia
Santalaceae, asi como también Opuntia tomentosa, donde se forman embriones del
suspensor del embridn cigético por proliferacion celular, ademas de embriones

nucelares (Flores-Renteria, 2002).
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Las sinérgidas son las células mas comunes dentro del saco embrionario para
formar embriones, éstas pueden ser fecundadas al igual que la ovocélula por el
mismo tubo polinico; sin embargo, al no haber fecundacion de los ndcleos polares no
hay endospermo y todo colapsa. Pueden estar implicados varios tubos polinicos que
fecunden a la ovocélula, la sinérgida y a los ndcleos polares y ser exitoso, como se
presenta en Aristolochia bracteata, Poa alpina y Sagittaria graminea (Bhojwani y
Bhatnagar, 1974). También la sinérgida puede no ser fecundada y autbnomamente
convertirse en embridn (haploide si el saco es reducido o diploide si no lo es) pero es
dificil su crecimiento por la competencia del cigoto (Lakshmanan y Ambegaokar,
1984), este fenbmeno se ha observado en Argemone mexicana y Phaseolus vulgaris

(Bhojwani y Bhatnagar, 1974).

Los embriones que se forman de células esporofiticas (2n) se conocen como
adventicios y se forman a partir de células de la nucela y de los tegumentos. En la
poliembrionia nucelar, las células generalmente contienen un citoplasma denso y
almidon, se dividen activamente y se convierten en masas embrionarias dirigiendo su
camino hacia el saco embrionario, la activacion de las células puede ser autbnoma o
estimulada por la entrada del tubo polinico al saco o incluso por la polinizacién. Los
géneros que se distinguen por tener poliembrionia nucelar son Citrus y Mangifera
(Bhojwani y Bhatnagar, 1974). Estos embriones dependen de la fecundacion para la
formacion del endospermo o la formacion de endospermo autonomo (Lakshmanan y

Ambegaokar, 1984).

En la poliembrionia tegumentaria los embriones no dependen de la
fecundacion de la ovocélula y generalmente se detiene su desarrollo, se presenta en

especies del género Euonymus (Bhojwani y Bhatnagar, 1974). También existe la
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poliembrionia endotelial (epidermis interna del tegumento) que se da Unicamente
después de la fecundacion de la ovocélula y generalmente los embriones que se

producen no llegan a la madurez (Lakshmanan y Ambegaokar, 1984).

[ Poliembrionia ]
|
1

L]

Sexual Asexual
Proembrién 2n
Esporofitico Gemetofitico
( Sinérgida u ovocélula Lr - -
2non Haploide (reducido) ]
(N
(.

(Diploide (no reducido)]

Nucelar 2n ~
Tegumentario 2n )

Figura 5. Diagrama de la clasificacion de la poliembrionia de acuerdo a Lakshmanan y Ambegaokar
(1984).

En cuanto a la ploidia se presentan entonces una variedad de casos
dependiendo del fenbmeno que ocurra. Existen reportes de plantas con dos o mas
embriones que pueden presentar las siguientes combinaciones: en el caso de dos
embriones la progenie puede ser haploide-haploide, haploide-diploide, haploide-
triploide, diploide-diploide y diploide-triploide; para el caso de los triples son diploide-
diploide-diploide, diploide-diploide-triploide y diploide-haploide-haploide (Lakshmanan

y Ambegaokar, 1984).
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4. Justificacion

La poliembrionia es un fendmeno sumamente deseable para los cultivos de
maiz, debido a que se puede obtener mas de una planta por semilla, lo cual resulta
favorable para el incremento en la produccion de granos y en el ahorro de semilla

para siembra.

Es necesario conocer el origen de este fendmeno para comprender la
naturaleza biolégica de la poblacion. Un primer acercamiento embriolégico permitira

conocer el origen de los brotes multiples que se observan al germinar una semilla.

5. Objetivo general

Determinar el origen de los tallos multiples en la poblacién de maiz tipo

UAAAN-IMM-BAP® por medio de estudios embrioldgicos.

6. Objetivos particulares

- Realizar el estudio descriptivo de la estructura de las flores femeninas
en antesis.

- Describir los procesos de embriogénesis durante las primeras etapas
del desarrollo.

- Describir la anatomia y morfologia de los embriones maduros.
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7. Material y Método

7.1. Material vegetal

El material biolégico recolectado consiste en flores maduras femeninas
(colectadas previo a la polinizacién), flores femeninas fecundadas de los dias uno a
seis, 11, 16 y 21 despueés de la polinizacion y semillas maduras. Este material se
obtuvo a partir de colectas realizadas en dos campos experimentales de la UAAAN en
donde se tuvieron siembras de la poblacién denominada UAAAN-IMM-BAP®. Uno de
ellos es el campo “Dr. Mario E., Castro Gil” ubicado en Tepalcingo, Morelos dentro de
las coordenadas 18° 36' N y 98° 51' O, a una altitud de 1160 msnm, una
precipitacion acumulada anual promedio de 885 mm y una temperatura media anual
de 24°C; el otro campo es el “Buenavista” que se encuentra en Saltillo, Coahuila,
ubicado a 25° 21' N y 101° 102' O, a una altitud de 1738 msnm., con una
precipitacion acumulada anual promedio de 400 mm y cuya temperatura media
anual es de 17°C (Dr. José Espinoza Velasquez, comunicacion personal). Las
muestras de los dias 0, 1, 6, 11, 16 y 21 se obtuvieron del campo ubicado en
Tepalcingo, las correspondientes a los dias 2, 3, 4 y 5 provienen del campo
experimental Buenavista en Saltillo. También se contdé con 100 semillas maduras de
la misma poblacién otorgadas por el Dr. José Espinoza Velazquez de la UAAAN,
producto de la cosecha de junio del afio 2007 del campo experimental “Dr. Mario E.,

Castro Gil”.
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7.2. Polinizacién

Las polinizaciones en el campo “Dr. Mario E., Castro Gil” fueron realizadas por

los estudiantes de la UAAAN (cuyos trabajos de tesis estan relacionados) y por

algunos campesinos contratados para agilizar la labor. La polinizacion se realiza

Unicamente entre organismos que se sabe provienen de un grano con mas de un

brote. Al sembrar las semillas se colocan cada una a 20 cm de distancia de la otra, y

al crecer se observan ya sea uno o mas tallos (Figura 6. A), eliminando para la

polinizacion a los que poseen solamente un tallo. La polinizacion se realiza con los

siguientes pasos:

Cubrimiento de los jilotes® con bolsas blancas enceradas (glacines)
antes del amanecer para evitar que el polen caiga sobre los estigmas.
Se embolsan unicamente los jilotes con estigmas abundantes (sefal de
madurez y que la mayoria de las flores se encuentran receptivas), los
cuales se cortan con tijeras para asegurar y tener mayores posibilidades
de una fecundacion y posteriormente se cubren (Figura 6. By C).
Cubrimiento de la espiga masculina con “bolsas de polinizacion” de
papel Craft (Figura6. D, Ey F).

Las espigas masculinas embolsadas se sacuden fuertemente para
obtener el polen (Figura 6. G), posteriormente el polen de todas las
plantas se junta en una bolsa eliminando las anteras manualmente con
ayuda de una hoja verde de maiz para evitar tocar el polen con la mano

(Figura 6. H).

2 Jilote. Termino agronémico que refiere a la inflorescencia femenina del maiz, antes de la fecundacion.
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- Cada espiga femenina se descubre ripidamente y se coloca una
porcion del polen sobre los estigmas (Figura 6. I) y se embolsa de nuevo

hasta el final del ciclo de reproduccion (Figura 6. J y K).

7.3. Colecta

La colecta se realizd6 en 10 etapas, que han sido determinadas en funcion del
desarrollo de los embriones que describe Kiesselbach (1980) en el maiz comin y que
ha sido sefialada en los antecedentes del presente trabajo. Estas etapas comienzan
en el dia cero (etapa 0), momentos previos a la polinizacion. La etapa siguiente
corresponde al dia 1 (etapa 1), es decir, al dia siguiente de la polinizacion en donde
podriamos encontrar Ovulos ya fecundados e incluso embriones de 2-4 células.
Posteriormente las colectas se realizaron al dia 2 (etapa 2), 3 (etapa 3), 4 (etapa 4), 5
(etapa 5), 6 (etapa 6), 10 (etapa 7), 15 (etapa 8) y 20 (etapa 9) posterior a la
polinizacion, cuando se alcanza el desarrollo embrionario completo, dando un total de

10 etapas.

La colecta de las etapas 0, 1, 6, 7, 8 y 9 se realiz6 a partir del 13 de marzo del
2008 al 3 de abril del 2008 en el campo “Dr. Mario E., Castro Gil". Las etapas 2, 3,4y
5 fueron colectadas por el Dr. José Espinoza Velazquez del 28 al 31 de Agosto del

2008 en el campo experimental “Buenavista”.

Como un apoyo al seguimiento del crecimiento y desarrollo de las plantas, asi
como también para determinar el tiempo de la colecta se consulté una guia de las
etapas por las que pasa una planta de maiz comun, siendo éstas las mismas que la

poblacién BAP® (Anexo 1, Tabla 1).
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Las etapas del desarrollo se dividen en dos grupos, el grupo de etapas
Vegetativas (V) y el de las etapas Reproductivas (R). Dentro del primero se encuentra
la etapa Vegetativa de Emergencia (VE) (Anexo 1, Figura 1. A) a la que le siguen las
etapas V3, V5, V6 (Anexo 1, Figura 1. D y B), V9, V10, V12, V15, V17, y V18 (Anexo
1, Figura 1. E1 y E2), en estas etapas los numeros corresponden al nimero de hojas
gue posee la planta, siendo estas etapas las mas representativas. La etapa final
vegetativa se denomina VT (Anexo 1, Figura 1. C y F) que corresponde a la floracion
masculina. Posteriormente siguen las etapas Reproductivas que varian en funcion de
los cambios fisicos que experimentan las cariépsides y de su madurez, las etapas son
R1 o emergencia de estilos (Anexo 1, Figura 1. G), R2 o de ampolla (Anexo 1, Figura
1. H), R3 o lechosa, R4 o de masa, R5 o dentada (Anexo 1, Figura 1.1y J)y R6 o
madurez fisiologica (las caracteristicas especificas se sefialan en la Tabla 1 del

Anexo 1).

7.4. Procesamiento de las muestras

Las muestras colectadas fueron tratadas como se indica en el manual de
Lopez et al., (2005), se fijaron en FAA durante 48 horas y se deshidrataron en
etanoles graduales, durando dos horas en cada paso. Se utilizaron dos técnicas, la
inclusién en Paraplast (utilizando como solvente para la infiltracion Slide Brite) y en
LR-White; los cortes se realizaron en micrétomo de rotacion (con grosor de 7 um a 8
pm) y ultramicrotomo (con grosor de 1.5 pm). Las tinciones utilizadas fueron

Safranina-Verde rapido y Azul de Toluidina respectivamente.

Los cortes de semillas se obtuvieron a partir de los granos otorgadas por la

UAAAN, estas semillas corresponden a la poblacion BAP® de los cultivos
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experimentales pertenecientes a esta universidad. Los granos debido a su dureza se
colocaron durante 3 dias en agua destilada y en refrigeracion (para evitar el disparo
del metabolismo) con la finalidad de ablandar los tejidos, posteriormente los granos
se disecaron (Figura 7. A) eliminando el pericarpio (Figura 7. B), la cubierta seminal,
toda la porcion de endospermo (Figura 7. C y D) y el escutelo (Figura 7. E), dejando
unicamente el eje embrionario. Esto se debe a que el endospermo al poseer grandes
cantidades de almiddn dificulta la buena infiltracion en los tejidos y por lo tanto la
obtencién de cortes histolégicos. Una vez disecados se fijaron en FAA durante un dia
y se deshidrataron en etanoles graduales (desde etanol al 30% hasta etanol absoluto
durando 12 horas en cada paso para ablandar y deshidratar mas los tejidos), la
inclusion se llevo a cabo con Slide Brite en Paraplast siguiendo la técnica de Lopez et
al. (2005). Los cortes se realizaron en el microtomo de rotacion con un grosor de 8

pMm, y se tifleron con Safranina-Verde rapido.

Parte del material se proceso para su observacion al Microscopio electronico
de barrido (MEB). EI material se deshidrata en una serie de etanoles graduales hasta
alcohol absoluto, posteriormente las muestras se desecan a punto critico por medio
de CO; en el desecador BAL-TEC CPD 030. Se colocan las muestras en un
portamuestras y se adhieren con cinta doble de carbon y se cubren con una capa de
oro de 250 nm aproximadamente. Para su observacion en el MEB se utilizé el modelo
JSM-S30LV de la marca JEOL y las imagenes obtenidas se capturaron por medio del

software ORION de la misma marca.

Algunas de los granos maduros se sembraron en cajas petri con una base de
papel absorbente para la observacion de los individuos mdaltiples y la toma de

fotografias.
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Figura 6. Polinizacién en campo. A. Plantas con mas de un tallo (flechas) utilizadas para la polinizacion
como paterna y materna. B. A los jilotes con estigmas abundantes se les cortan los mismos con tijeras
dejando 1 cm. C. Ya sin los estigmas se cubren con bolsas blancas enceradas. D. Espiga masculina. E
y F. La espiga masculina se envuelve con bolsas de polinizacién de papel Craft. G. Las espigas
masculinas embolsadas se sacuden fuertemente para obtener el polen. H. El polen (flecha inferior) se
junta en una bolsa eliminando manualmente las anteras en color café (flecha superior). . Cada espiga
femenina se descubre rapidamente y se coloca una porcion del polen sobre los estigmas. J y K. La
espiga femenina se embolsa de nuevo.
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Figura 7. A. Cariépside o grano maduro completo, se observa la diferencia de tejidos entre el
endospermo (en), el escutelo (es) y el eje embrionario (ee). B. Se elimina el pericarpio (pe). C.
Eliminacién del endospermo. D. Embrién completo, se observa el escutelo (es) y el eje embrionario
(ee) mostrando dos plimulas en un tono mas oscuro. E. Eje embrionario con dos plumulas (pl).
Fotografias tomadas con ayuda de un microscopio estereoscépico.
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8. Resultados

8.1. Germinacioén

La germinacion de las semillas muestra generalmente la presencia de multiples
brotes que emergen de una misma semilla, al igual que en los cortes, se observaron
de dos a tres brotes por semilla (Figura 8. A y C). También fue observada la
presencia un solo brote por semilla, ya que los brotes multiples estan presentes solo
en aproximadamente el 60% de la poblaciébn. Posterior a la germinacion
(aproximadamente tres semanas) se han observado plantulas que poseen una raiz
(Figura 8. D) o varias raices (Figura 8. B), que bien pueden ser raices laterales (que
surgen de la raiz primaria) o ser varias raices primarias, que podrian corresponder a

la presencia de mdltiples plumulas.

8.2. Flores femeninas desde laetapaOala9

Los cortes de las etapas 0 y 1, previo a la polinizacién y un dia posterior a ella,
corresponden a flores femeninas maduras, en ellos se observan las estructuras
florales, como lo son el estilo (removido manualmente casi en su totalidad), la pared
del ovario o carpelo y el O6vulo compuesto por la nucela, tegumentos y saco
embrionario (Figura 9. A y C). Los cortes de ovario en su mayoria ho muestran al
ovulo completo ya que la técnica de paraplast colapsa facilmente los tejidos y porque
la degradacion de la nucela es practicamente inmediata a la polinizacion, en el mejor
de los casos se observa el tegumento interno formando al micropilo y el saco
embrionario (Figura 9. B y D); sin embargo, en las observaciones al microscopio

electrénico de barrido es posible apreciarlo en su totalidad (Figura 9. C). Dentro del
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saco embrionario se identifico el aparato del huevo (Figura 10. A y C) formado por
dos sinérgidas y la ovocélula. Las sinérgidas en este caso poseen en su membrana
plasmatica y pared celular un arreglo que forma al aparato filiforme incrementando la

superficie para el momento de la fecundacion (Figura 10. B).

En las siguientes cinco etapas (correspondientes a los dias dos a seis
posteriores a la polinizacion) se observa el desarrollo de un embrion en fase de
proembrion. Los embriones mejor diferenciados dentro del ovario se logran apreciar a
partir del dia cuatro después de la polinizacion (etapa 4) en los que comienza una
diferenciacion entre las células del suspensor y el embrion propio. La formacién de
endospermo que en su inicio es de tipo nuclear, ahora con paredes celulares, rodea
al embrion abarcando sélo una fraccion de la semilla (Figura 10. D y 11. A y B).
Durante estas etapas la nucela se encuentra en degradacién, mientras que se da la
diferenciacion del pericarpio dejando atras la estructura floral transformandose en un
fruto o cariopside, en el caso del estilo lo que prevalece es una cicatriz (Figura 11. Cy
D). En la fase de proembridn, éste cuenta con las estructuras de suspensor y embrion
propio claramente diferenciadas, como se observa en el embrion en etapa 6 de la
Figura 12. B. El endospermo en la parte calazal posee un cumulo de células que
podrian ser antipodas que se multiplican durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario y persisten confundiéndose con el endospermo (Figura 12. A). El resto
del tejido que abarca el futuro fruto o caridpside pertenece a la nucela que se

encuentra en desintegracion (Figura 11. C y D).

En la etapa posterior, etapa 7, el embridon ya ha pasado la fase de transicion,
fase en la que se forma la protodermis, ahora se encuentra en la siguiente fase, la

coleoptilar. En esta fase se tiene aun suspensor y comienza la diferenciacion de los
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tejidos meristematicos apicales y subapicales que daran lugar a la radicula y a los
primordios foliares. En la Figura 12. C se sefiala la presencia de este tejido

meristematico al centro del embrién teflido de un rojo intenso.

Dentro de las siguientes fases embrionarias se observa ya la apariciéon de las
estructuras que posee el embrién en su madurez. Estas estructuras son el escutelo,
el coleoptilo, la plumula (epicétilo formado por los primordios foliares y el meristemo
apical), la radicula y la cofia o coleorriza (término aplicado a maiz). En muestras
procesadas para MEB en etapa 7 se observa todo lo anterior, embriones completos
con la singularidad de poseer varios grupos de primordios foliares (Figura 13. A-E).
Estos “juegos” de primordios foliares o multiples pliumulas se encuentran rodeados
por un solo coleoptilo, asi como también comparten el resto de las estructuras, como
el escutelo y la radicula. En todos los casos hay solamente un escutelo Se han
encontrado desde dos (Figura 13. A-E y Figura 15. B) a tres (Figura 14. A y B)
plumulas por embridn. Otras muestras procesadas en etapa 7 se encuentran con un

menor desarrollo en fase de proembrién (Figura 12. Dy E).

Conforme avanza el desarrollo embrionario a partir de la etapa 8 el embrion
sigue su madurez y no se dan cambios estructurales visibles (Figura 14. C, D y E),
aungue pueda haber diferenciacion de tejidos; al mismo tiempo se da la maduracion
del fruto o “llenado del grano”, momento en el cual el endospermo abarca
practicamente todo el fruto y las capas externas como la aleurona, cubierta seminal y
pericarpio terminan su transformacion (Figura 15. A). Ilgualmente durante la etapa 9
se observa el crecimiento de los primordios foliares y la maduracion de las diferentes

estructuras, se siguen presentando juegos de plumulas que comparten un solo
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escutelo y coleoptilo (Figura 15. C-F), e igualmente una sola radicula como se

observa en la Figura 16. A.

8.3. Semillas maduras

Los cortes en semillas maduras muestran embriones con la misma
conformacion que en las etapas 8 y 9, la cual consta de un escutelo (que en este
caso fue removido para facilitar la obtencién de cortes), coleoptilo, multiples plimulas
(de dos a tres) (Figura 16. B, C, E y F) y raiz primaria (Figura 17. A). Solamente en
una de las muestras procesadas encontramos una conformacioén distinta, en la que se
observa un embrion con escutelo, tres plumulas rodeadas por el coleoptilo y dos
raices primarias, cada una con su cofia (Figura 16. D) y rodeadas superficialmente
por otro tejido en comun que bien puede ser la epidermis o parte del cortex (Figura
16. F). En los cortes transversales de semillas completas se observa la formacion
completa del endospermo, de la aleurona y del pericarpio (Figura 17. B 'y C). También

se aprecia la formacion de raices adventicias antes de la germinacion (Figura 17. D).

La poblacién BAP® posee aproximadamente un 60% de poliembrionia, por lo
tanto podemos encontrar semillas con una sola plimula, es decir, un embrion con un
eje embrionario comun (Figura 17. B), Sin embargo, en ningun grano se observo la
presencia de mas de un embridn propiamente, es decir, embriones completamente

aislados y separados uno de otro.
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Figura 8. A- D. Semillas germinadas de entre tres a cuatro semanas, tamafio aproximado de las
plantulas 5 cm. A. Una semilla de las cuales emergieron 3 brotes con varias raices. B. Acercamiento a
la raiz primaria y a posibles raices laterales sefialadas con flechas y raices nodulares o adventicias. C.
Semilla germinada con dos brotes, se observan varias raices adventicias y una raiz primaria. D.
Acercamiento a una semilla con dos brotes, una raiz primaria y varias raices adventicias. Brotes (br),

raices adventicias (ra) y raiz primaria (rp).
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Figura 9. Fotomicrografias A y B cortes longitudinales con tincién Safranina-verde rapido en campo
claro; Cy D en MEB. A. Flor femenina en etapa 0, 10X, barra 200 um. B. Saco embrionario en etapa 0,
50X, barra 100 um. C. Flor femenina en etapa 1, 35X, barra 100 um. D. Saco embrionario en etapa 1,
350X, barra 10 um. Estilo (e), nucela (n), pared del ovario (po), saco embrionario (se) y tegumento (t).

43



I EEEE————
Resultados

Figura 10. Fotomicrografias A-D cortes longitudinales con tincién Safranina-verde rapido en contraste
de fases. A. Aparato del huevo en etapa 2, 155X, barra 10 um. B. Sinérgidas en etapa 1, 195X, barra
10 um. C. Sinérgida y ovocélula en etapa 2, 250X, barra 10 um. D. Embrién en etapa 4, 152X, barra 10
pm. Endospermo (en), embrion (em), Micrépilo (m), ovocélula (0), saco embrionario (se), sinérgidas (s1
y S2) y suspensor (S).
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Figura 11. Fotomicrografias A-C cortes longitudinales con tincion en Safranina-verde rapido, A y B en
contraste de fases; C en campo claro y D en MEB. A. Embrién y endospermo en etapa 4, 122X, barra
50 um. B. Acercamiento de embridn en etapa 4, barra 10 um. C. Cariopside en etapa 6, mostrando al
embridn y endospermo en formacion con nucela degradandose, 5X, barra 600 um. D. Caridpside en
etapa 6 en un corte lateral para mostrar el endospermo en formacién, 15X, barra 1 mm. Cicatriz estilar
(ce), endospermo (en), embrion (em), nucela (n) y pericarpio (p).
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Figura 12. Fotomicrografias A-C cortes longitudinales con tincién en Safranina-verde rapido en campo
claro. D-E en MEB. A. Proembrién en etapa 6, endospermo con cimulo de células que pueden ser
antipodas persistentes (flecha), 25X, barra 100 um. B. Proembrién en etapa 6, se diferencian el
suspensor y el embridn propio, 50X barra 50 um. C. Embrién en etapa 7 en el que se observa una
zona meristematica tefiida en rojo al centro (flecha), 10X, barra 500 um. D. Cariopside en etapa 7 con
endospermo removido, la flecha sefiala los restos de la nucela y de los tegumentos, en la base se
aprecia el embridn inmerso en el endospermo, 15X, barra 1 mm. E. Acercamiento al embrién con
suspensor en etapa 7, en su base parte del endospermo removido, 100X, barra 100 pm. Cicatriz estilar
(ce), endospermo (en), embridn (em), pericarpio (p), proembrion (pem) y suspensor (s).
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Figura 13. Fotomicrografia A-E en etapa 7 en MEB. A. Embrién mostrando dos plimulas rodeadas por
el coleoptilo, se observan las partes del embrién (escutelo, raiz, coleoptilo y plimulas), 35X, barra 100
pum. B. Embrion mostrando dos plimulas rodeadas por el coleoptilo, 50X, barra 100 pum. C. Embrién
mostrando dos plumulas rodeadas por un coleoptilo en comin, 50X, barra 100 um. D. Embrién
mostrando dos plimulas rodeadas por un coleoptilo en comin, 75X, barra 100 um. E. Dos plumulas
rodeadas por un coleoptilo en comin, 200X, barra 100 pm. Coleoptilo (cp), escutelo (es), plumula (pl) y
radicula (r).
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Figura 14. Fotomicrografias A y B en MEB, C, D y E cortes transversales en campo claro, C y D con
tincién de Azul de Toluidina y E con tincién Safranina-verde rapido. A y B etapa 7 y C-E etapa 8. A.
Embrion mostrando tres plimulas (flechas), 35X, barra 100 pm. B. Acercamiento de tres plimulas de
un embrion rodeadas por un coleoptilo en comun, 100X, barra 100 um. C. Embrion, se observan la
raiz, el coleoptilo, un escutelo y dos plimulas, 15X, barra 200 um. D. Dos plimulas formando parte de
una estructura embrionaria rodeadas por el coleoptilo, 50X, barra 50 um. E. Embrién mostrando tres
plimulas (flechas) rodeadas por un coleoptilo en comun, 25X, barra 100 um. Coleoptilo (cp), escutelo
(es), plumula (pl) y radicula (r).
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Figura 15. Fotomicrografias A-D en MEB, E y F cortes longitudinales en campo claro y con tincién
Safranina-verde rapido. A y B en etapa 8 y C-F en etapa 9. A. Cariépside con embrién, se aprecian
dos plumulas (flechas) rodeadas por un coleoptilo, 15X, barra 1 mm. B. Dos plimulas rodeadas por un
solo coleoptilo, 200X, barra 100 um. C. Embrién completo con dos plumulas, 35X, barra 100 um. D.
Dos plimulas rodeadas por un solo coleoptilo, 100X, barra 100 um. E. Embrién completo con dos
plimulas, 7.6X, barra 657 um. F. Acercamiento de embriébn completo mostrando dos plimulas y un
coleoptilo, 15.2X, barra 200 um. Coleoptilo (cp), endospermo (en), embrién (em), escutelo (es),
pericarpio (p), plumula (pl) y radicula (r).
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Figura 16. Fotomicrografias A-F, cortes longitudinales en campo claro con tincién Safranina-verde
rapido. A. en etapa 9 y B-F semillas maduras. A. Radicula de embrién, 38X, barra 100 um. B.
Acercamiento a una de las plimulas mostrando los primordios foliares y el meristemo apical, 10X,
barra 500 um. C. Epicétilo de embrién maduro con tres plumulas, 50X, barra 40 um. D. Surgimiento de
dos raices primarias compartidas por tres plimulas, 7.75X, barra 670 um. E. Embrién maduro, el
escutelo fue removido y se aprecian dos plumulas con un coleoptilo y la radicula, 7.5X, barra 666 um.
F. Embrién maduro, el escutelo fue removido y se aprecian tres pliumulas con un coleoptilo y la
radicula, 7.5X, barra 266 um. Cofia (cf), coleoptilo (cp), cértex (cx), meristemo apical (ma), periciclo
(pe), plumula (pl), primordio foliar (pf), protodermis (pd), radicula (r) y xilema (x).

50



I EEEE————
Resultados

Figura 17. A-D Semillas maduras con tinciéon Safranina-verde rapido. A y D cortes longitudinales y B-C
cortes transversales. A. Radicula con cofia, 12.5X, barra 240 um. B. Semilla en la que se aprecia una
plumula, incluido el endospermo y parte del pericarpio, 5.7X, barra 700 um. C. Acercamiento a la pared
del fruto (pericarpio), aleurona y endospermo, 100X, barra 5 pum. D. Presencia de raices adventicias en
semillas maduras con escutelo removido, 11.2X, barra 446 um. Aleurona (a), cofia (cf), coleoptilo (cp),
endospermo (en), escutelo (es), pericarpio (p), primordio foliar (pf), radicula (r) y raiz adventicia (ra).
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9. Discusién

El proyecto inicial en esta poblacién de maiz BAP®, comenzé al observar en
los campos experimentales el surgimiento de mas de un tallo por cada semilla
sembrada, cuando lo comun es que de cada semilla emerja un tallo; esta condicién
gener6 el nombre del cultivar BAP®, siglas que significan braquitica de alta
poliembrionia, sugiriendo la presencia de mas de un embrién por grano. Se confirmo
que de cada grano germinado en el laboratorio, surgen entre una y tres plantulas
(Figura 8. A). Mediante el estudio de la ontogenia se determiné que en una semilla
pueden existir una, dos, tres o mas brotes, que comparten en su mayoria una raizy a

veces varias.

Sin embargo, hay otros casos en los que se observan sistemas radiculares que
funcionan separados, estructuras embrionarias en las que se reportan coleoptilos
independientes para cada una de las plumulas y embriones completamente aislados
(Espinoza Velazquez, comunicaciéon personal). Los fenotipos® observados de las
plantas a lo largo de los ciclos de siembra de la poblacién BAP® varian. Se observan
plantas con dos brotes y con fenotipos gemelos (con una frecuencia del 80% al 85%)),
de aqui que la mayoria de los casos observados en este estudio sean de plantas con
dos brotes, ya que la muestra de este estudio embriologico consta de
aproximadamente 15 embriones analizados, por lo que la probabilidad de tener
plantas con dos brotes es alta. Espinoza Velazquez (comunicacion personal) ha
observado semillas con fenotipos de brotes triples en los que dos son fenotipicamente

iguales y plantas con cuatro brotes con dos pares iguales en fenotipo entre cada

3 . . .
El fenotipo se determina por observaciones en la altura de los brotes, el ancho y forma del tallo, la
coloracion de las espigas, entre otras.
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planta de cada par y plantas con cinco brotes o mas con diferentes combinaciones de
plantas gemelas (los ultimos tres casos aparecen en la poblacion en un 10% a 15%);

y finalmente casos de plantas con dos brotes fenotipicamente diferentes (menos del

5% de los casos).

En todos los casos observados hay dos regiones en el grano, separadas por el
mesocotilo a partir de las cuales surgen raices. Una regidbn se encuentra
inmediatamente debajo de la plumula o de las primeras hojas, estas raices son de
tipo adventicias (Figura 8. B), ya que en monocotiledoneas éstas se originan del
hipocoétilo, de los nudos o meristemos intercalares del tallo o incluso de las raices
(Esau, 1977); y ya sea desde etapas de embrién como se observa en la Figura 17. D,
plantula o planta adulta. Estas raices corresponderan en la madurez a las raices

nodulares que son definitivas y pueden o no ser de tipo aéreas.

La otra regibn se aprecia en la parte subapical de la plantula, la cual
corresponde al sistema radical seminal, donde surge la raiz primaria (radicula), en
esta zona se observo la presencia de una raiz (Figura 8. C y D) o varias (Figura 8. B).
En el sistema radical seminal (SRS) las raices surgen de manera progresiva, siendo
la primera la radicula (en etapa embrionaria) o raiz primaria (posterior a la
germinacion), le siguen las raices laterales y las vellosidades y posteriormente en la
base del tallo las nodulares (aéreas y subaéreas) que seran las definitivas para la
planta adulta. En el caso de la presencia de varias raices, éstas podrian ser laterales
(secundarias) o ser multiples raices primarias. Su origen no se puede definir a simple
vista ya que las raices laterales surgen de manera enddgena a partir del periciclo de

la raiz primaria y pierden conexion con ella durante el desarrollo (Esau, 1985).
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En relacion al surgimiento de la primera raiz, en monocotiledéneas la raiz
primaria muere pronto y las raices adventicias permanecen formando el sistema
radical que es de tipo fibroso o fasciculado (Flores-Vindas, 1999); sin embargo,
Ritchie et al. (1993) menciona que en el maiz el SRS prevalece durante la planta
adulta pero las raices que intervienen en los procesos fisioldgicos son las nodulares.
Algunos autores como Esau (1985) consideran que la coleorriza corresponde a la raiz
primaria suprimida y se sabe que durante la germinacion la coleorriza atraviesa el

pericarpio, pero ésta es atravesada a su vez por la radicula (Esau, 1977).

La estructura floral observada en cortes de las etapas 0 a 1 sirvié para tener un
panorama amplio de la formacion del fruto y por lo tanto del embridén, asi como
también de la posicion del saco embrionario y algunas de las células que lo

conforman.

La embriogénesis en maiz de acuerdo a Vernoud et al. (2005) se divide en tres
grandes fases, durante la primera hay un patrén de desarrollo responsable de la
polaridad del embrién y la posicion de los 6rganos, durante esta fase se establece el
eje apical-basal y se inicia la morfogénesis dando lugar a la formacion de los 6rganos
y a la diferenciacion de los tejidos. La segunda fase corresponde a la maduracion,
marcada por el crecimiento del embridn y la acumulacion de sustancias de reserva, y
finalmente en la tercera fase, el embrion entra en latencia hasta que se den las

condiciones 6ptimas para la germinacion de la semilla.

En un sentido mas amplio las etapas por las que atraviesa el embrion se
muestran en el esquema de la Figura 15 tomada de Vernoud et al. (2005). Estas van

desde cigoto, embrion bicelular, proembrién temprano y tardio, transicion, coleoptilar
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temprana y tardia, maduracion y embrion maduro. En la Figura 15 la escala se da en
dias después de la polinizacion (DDP). Esta fue la forma en la que se manejaron las

etapas en el presente trabajo. Cabe aclarar que esta escala es dependiente de las

condiciones ambientales y de la genética de la especie o variedad.

Figura 18. Esquema de la embriogénesis en maiz. Se muestran las fases de cigoto, embrién bicelular,
proembrion temprano y tardio, transicion, coleoptilar temprana y tardia, maduracién y embrién maduro.
La escala corresponde a los dias transcurridos después de la polinizacion y la escala de tamafio se
refiere Unicamente al embrién maduro. Tomada de Vernoud et al. (2005).

En los resultados de esta tesis, el embrion en etapa 4 (Figura 10. Dy 11. Ay
B) corresponderia de acuerdo al esquema de la Figura 18 a una etapa intermedia
entre un embrion bicelular y un proembrion, ya que la diferenciacion entre las células
del suspensor y el embrién propio no es clara. En cambio el embrién en etapa 6
(Figura 11. C y 12. B) coincide claramente con un proembrién temprano (Figura 18.).
En etapa 7 se cuenta con un embrion en fase coleoptilar, en la que comienza la
diferenciacion de los tejidos meristematicos tanto del apice del tallo como de la raiz
(de acuerdo a la Figura 18.), éstos involucran la diferenciacion de células que se
manifiesta por un decremento en tamafo, pérdida de vacuolas, incremento en el
citoplasma y por lo tanto de la actividad celular. Con la tincién de Safranina-Verde

rapido se aprecian en los cortes con una tincidén roja intensa (Figura 12. C). Las
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siguientes fases que se presentan en este trabajo corresponden a la maduracién de

los 6rganos y de los tejidos, hasta llegar a embriones maduros.

La peculiaridad que tienen como objeto de discusion las etapas 7, 8, 9 y
semillas maduras es la misma, la presencia de multiples plimulas durante el
desarrollo embrionario y la madurez y de multiples aparatos radiculares®, observado
solamente en frutos maduros y durante la germinacion. Esta caracteristica explica la
observacion inicial en la poblacion de maiz UAAAN-IMM-BAP®. Durante la
germinacion de la semilla se da el crecimiento por separado de cada una de estas
plumulas y que se observa en su parte aérea como multiples brotes. Sensu stricto un
embridon de monocotiledénea esta compuesto por un escutelo cuyo eje embrionario se
encuentra lateralmente formado por el epicétilo y el aparato radicular (Esau, 1977). Lo
gue se observa en este estudio es Unicamente una estructura embrionaria o embrion
Yy Nno varios, cuyo eje embrionario posee uno o varios aparatos radiculares y un

epicétilo con un coleoptilo y varios “juegos” de primordios foliares y un escutelo®.

La presencia de multiples plumulas se podria explicar por la presencia de una
mutacion en el area meristematica, que afecte al meristemo del tallo y al de la raiz. El
efecto de la mutacion podria reflejarse en la produccion de mdultiples zonas
meristematicas o en la diferenciacion de los tejidos, provocando un fenotipo con

multiples plumulas y raices. Esta diferenciacion y destinos celulares se da en etapas

* Entendiéndose por aparato radicular al conjunto de varias radiculas rodeadas superficialmente por un
tejido coman.

® Un embrién de angiosperma esté constituido por los cotiledones (hojas de reserva que van de una en
monocotiledéneas llamada también escutelo, a dos en dicotiledéneas), el epicétilo (parte terminal
apical del embrion formada por la plumula y el coleoptilo y que sera el futuro tallo de la planta), el
hipocétilo (parte axial del embrion situado entre el o los cotiledones y el sistema radicular) y la radicula
(raiz embrionaria que se desarrolla en raiz primaria) (Schmidt y Loker, 2001). En maiz de acuerdo a
Carvalho y Nakagawa (1988) la conformacion del embrion es la misma, cotiledon o escutelo, epicatilo,
hipocétilo y sistema radicular (radicula y cofia o coleorriza), se puede considerar también al mesocétilo
ubicado entre el escutelo y epicdtilo.
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intermedias de la embriogénesis como se ha demostrado en Arabidopsis thaliana, no
en fase de proembrion, y ambos eventos estan fuertemente influenciados por
interacciones celulares y no solamente por un mecanismo de linaje celular
determinado (Aida y Tasaka, 2000). Posiblemente en nuestro material esto ocurre
durante las etapas 6-7 y 7-8 (de los dias 6 a 11 y del 11 al 16 después de la
polinizacién), en los que hay 5 dias de diferencia y por lo que no se observo

claramente el origen y el destino de las estructuras observadas.

En un estudio previo que muestra una composicion de embriones similar a las
de este trabajo, Chung et al. (2007) caracterizaron el gen ZmSMU2 de maiz que se
expresa en el embridn, en el endospermo y en el apice del tallo. La mutante zmsmuz2,
resultado de la insercion del mutante Mu, tiene afectado el desarrollo meristematico,
lo que ocasiona la presencia de fenotipos con multiples apices meristematicos y
raices, ademas de estar involucrado en el procesamiento de RNA ribosomal, la
biogénesis de los ribosomas y la sintesis de proteinas durante el desarrollo del
endospermo. Las semillas de los mutantes muestran poca viabilidad y las plantas
sobrevivientes son estériles, al contrario que las de la poblacion BAP®, donde la
germinacion y la capacidad reproductiva de las plantas multiples son normales a las
plantas de maiz comun. Chung et al. (2007), a partir de una poblacién de mutantes
Mu cuyos individuos fueron llamados mto, encontraron que el mutante mto38 poseia
una proliferacion inusual en los primordios foliares y varios fenotipos a los 16 DDP,
unos con dos apices y dos raices (Figura 19. A) y otros con un apice y una raiz como

un embridon comun (Figura 19. By C).

También en otras especies de la misma familia Poaceae hay mutaciones que

dan fenotipos similares a los observados en este trabajo, tal es el caso del arroz
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(Orysa sativa L.). En el mutante OsCem de esta especie se encontré un patron
alterado del eje embrionario que produce multiples plumulas o radiculas. Estos
mutantes presentan tres fenotipos: 1) embriones con mdltiples apices del tallo o
varias plumulas con una radicula en comun, 2) con mdltiples radiculas y un &pice del
tallo en comun, y 3) embriones con dos plumulas y dos radiculas. Esto demuestra que
ambas regiones del eje embrionario tienen potenciales similares durante su desarrollo

(Yang y Hwa, 2008).

Figura 19. A-C. Cortes longitudinales de embriones mutantes de maiz mto38 a los 16 DDP, barra 0.2
mm. A. embrién con fenotipo comdn. B. Embrion con fenotipo de dos apices. C. Embrion con fenotipo
de dos raices. Figura. D. Corte transversal de saco embrionario fecundado de Citrus, se observa la
formacion de un embrion adventicio a partir de la nucela. E. Corte longitudinal de embrién formado en
células del suspensor de un embrion de maiz a los 20 dias DDP. F. Corte longitudinal de maiz
mostrando poliembrionia por division espontanea. Coleoptilo (cp), coleorriza (cr), embridn cigoético (E y
ze), embridn nuclear (ne), embrion suspensorial (SE), escutelo (s), raiz (r) y saco embrionario (se). A-
C. Tomadas de Cheng et al. (2007). D. Tomado de: Koltunow, 1993. E y F. Tomadas de Erdelska y
Vidovencova (1992).
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En el estudio de Orysa sativa L. (Yang y Hwa, 2008), los analisis genéticos y el
mapeo molecular utilizando microsatélites como marcadores, revelan la accion de un
gen recesivo en la formaciéon de este tipo de embriones denominados siameses (con
fenotipos similares a las encontradas en los embriones de la poblaciéon BAP®). Es
posible que ese sea el caso de los embriones BAP®, y ya que se ha observado el
fendmeno a nivel de plumula y de raiz, es probable que se deba a dos loci que actien
independientemente afectando en la parte apical o en la basal del eje embrionario.
Sin embargo, las proporciones de fenotipos que se observan en campo no se ajustan
a un modelo clasico mendeliano de dos genes recesivos, de ser asi se esperaria una
proporcion 9:3:3:1 en la generacion F2. Nueve con fenotipo silvestre (una plumula y
una radicula), tres con fenotipo de una plumula con varias raices, tres con fenotipo de
varias plumulas con una radicula y un fenotipo de varias plimulas con varias
radiculas. En campo e invernadero se han observado fenotipos silvestres en un 40%
de la poblacién y fenotipos con mdltiples plumulas en un 60%, de las cuales entre el
10% y el 16% desarrollan mudltiples raices (Espinoza Velazquez, comunicacion
personal). Lo anterior sugiere por lo tanto que hay una distorsién genética en la
segregacion de los alelos, siendo la interaccion génica epistatica la que mas se ajusta

a este fenémeno.

Se sugiere que el fenomeno de apomixis podria estar involucrado en la
poliembrionia para el caso de la poblacién BAP®, misma poblacién que se estudié en
esta investigacion (Espinoza y de Leon, 2004). Dentro de los fenGmenos apomicticos
estan la diplosporia, aposporia y embrionia adventicia, la posibilidad de que ocurra la
diplosporia o la aposporia en este caso quedd descartada con los resultados
obtenidos en esta investigacion, ya que en el primer caso el producto es un embridn

proveniente de una reproduccion asexual y no resulta en una semilla poliembrionica.
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Discusién

En cuanto a la aposporia deberian observarse varios sacos embrionarios, lo cual no
fue observado durante el desarrollo de este estudio. En la embrionia adventicia el
resultado si es una semilla poliembrionica, ya que los embriones surgen de tejidos
somaticos como la nucela o los tegumentos, estos embriones son independientes uno
del otro y crecen junto al embridn cigotico dentro del mismo saco embrionario (Figura
19. D) (Koltunow y Grossniklaus, 2003), caso que tampoco fue observado en nuestro
estudio. Hay reportes de embriones formados sin polinizacion; sin embargo, en este

estudio este no fue el caso.

Retomando el caso de la poliembrionia, el término implica mas de un embrion
dentro de una misma semilla (Lakshmanan y Ambegaokar, 1984; Bhojwani y
Bhatnagar, 1974), mientras que en el caso de las semillas BAP® se observa un solo
embrion pero con dos o mas pliumulas o dos raices con varias plumulas pero
formando una sola estructura; sin embargo, existe un tipo de poliembrionia descrito
como poliembrionia cigotica. En este tipo de poliembrionia como describen
Lakshmanan y Ambegaokar (1984), se desarrollan embriones a partir de células del
cigoto, generalmente del suspensor®, pero en la mayoria de los casos el embrién
cigotico es el unico que llega a la madurez (Bhojwani y Bhatnagar, 1974). Algunos
autores como Erdelska y Vidovencova (1992) consideran dos tipos de poliembrionia
en maiz de la linea VIR17, una es llamada suspensorial, que al igual que en la
cigotica que describen Lakshmanan y Ambegaokar (1984) surgen embriones de
manera espontanea en ceélulas del suspensor del embrion cigético en etapas de 20

dias después de la fecundacion (Figura 19. E).

¢ Existen varias clasificaciones de poliembrionia, en el caso de Bhojwani y Bhatnagar (1974) se
consideran la poliembrionia cigética y la poliembrionia suspensorial como fendmenos distintos.
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El otro tipo de poliembrionia que consideran Erdelska y Vidovencova (1992)
es la llamada cleavage polyembryony, proceso por el cual se da una divisién en el
embridon cigético que eventualmente da lugar a dos o mas embriones. La
poliembrionia por cleavage es una de las cuatro vias consideradas por Bhojwani y
Bhatnagar (1974) para la formacién de una semilla poliembriénica’. Este tipo de
poliembrionia fue observada por Erdelska y Vidovencova (1992) de manera
espontanea y de manera inducida con &cido 2, 4 - Diclorofenoxiacético® (2,4-D), el
fenotipo final son embriones con varios coleoptilos y raices con escutelo y suspensor
en comun (Figura 19. F). En este caso los autores sugieren que el nimero de ejes
embrionarios observado (en el caso de induccion con 2,4-D al segundo dia después
de la polinizacién) depende del numero de células que tenga el proembrion al
momento del tratamiento y que afecta a la totipotencialidad de las células del embrion
propio y no del suspensor. Sin embargo, no se reportan etapas tempranas donde se
observe una clara separacion de los embriones, como tampoco la hay en el presente
trabajo. De igual manera no se observd la poliembrionia suspensorial en esta

investigacion.

En el mutante OsCem de Orysa sativa (Yang y Hwa, 2008) se sugiere también
la accion de las auxinas. Los autores midieron los niveles de &cido indol - 3 - acético
(IAA), un tipo de auxina natural que actua sobre la morfogénesis del embrién en

Arabidopsis thaliana. En el caso del mutante OsCem, la diferencia en los niveles de

" Las otras tres maneras de llegar a una poliembrionia son la formacién de embriones a partir de otras
células del saco embrionario diferentes a la ovocélula, el desarrollo de mas de un saco embrionario en
un mismo 6vulo y la formacién de embriones a partir de células esporofiticas del évulo (Bhojwani y
Bhatnagar, 1974); estos fendmenos coinciden con los tipos de apomixis, por lo que no hay en la
literatura a la fecha un acuerdo concreto en relacién a los términos poliembrionia y apomixis.

8 El 4cido 2,4-D es una auxina sintética que actta principalmente como hormona de crecimiento en el
apice y yemas de la planta, interviene también modificando la expresion génica durante el desarrollo de
planta (Azcon-Bieto y Taldn, 2008 y Taiz y Zeiger, 2002).
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Discusién

IAA es significativa comparada con las plantas silvestres que poseen cantidades
mucho mas bajas que el mutante, sugiriendo que las auxinas juegan un papel

importante en el desarrollo de la anormalidad de la morfogénesis en embriones del

mutante OsCem.

Un embrion tanto de monocotiledénea como de dicotiledénea posee un eje
embrionario y uno o dos cotiledones, respectivamente. EI embridon consta en un
epicotilo situado debajo de los cotiledones y que origina a la pliumula y una porcion
debajo de éste llamada hipocétilo que origina a la radicula (Bhojwani y Bhatnagar,
1974). Para los embriones observados en este estudio se puede considerar un
embridn con un eje embrionario modificado que presenta una o varias plumulas y una
o varias radiculas, los cuales pueden estar formando parte de uno o varios ejes

embrionarios.
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10. Conclusiones

1. En las semillas de la poblacién de maiz BAP® estudiadas en esta tesis,
estrictamente se observa un embrién con multiples plumulas que comparten al

coleoptilo, un solo escutelo y una o varias raices.

2. La posibilidad de que el fenédmeno sea consecuencia de la apomixis en esta

poblacion es nula de acuerdo a lo observado.

3. Las evidencias de este trabajo sefialan que los fenotipos mutantes
observados en la poblacion BAP®, podrian ser el producto de mutaciones que no
afectan el numero de embriones, pero si al desarrollo de la plumula y la raiz,
provocando una embriogénesis atipica, lo que genera multiples raices y plumulas. O
bien como un fendmeno de poliembrionia por cleavage que afecta a la division de
células proembrionarias haciéndolas formar varios ejes embrionarios adheridos por

ciertas estructuras.
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Anexo

Tabla 1. Etapas del desarrollo del maiz.

Etapa

Caracteristicas

VE- etapa
Vegetativa:
Emergencia

- Emergencia de la plantula a los 5 dias (Anexo 1, Figura 1. A).

V3

- Apice del tallo debajo de la superficie del suelo.
- Hojas y brotes de espigas femeninas han iniciado su
formacion.

V5

- Se completa la iniciacion de las hojas y brotes de espigas
femeninas, la espiga masculina se halla microscépicamente en
el apice del tallo.

V6

- Apice y espiga masculina se hallan sobre la superficie (Anexo
1, Figura 1. D).

- Espigas femeninas visibles en el tallo cercano al suelo (Anexo
1, Figura 1. B).

- Pérdida de las 2 hojas inferiores.

V9

- Las espigas se forman antes de la 6° u 8° hoja, las dos
superiores seran las que lleguen a la madurez.

- Los internudos y las espigas femeninas superiores crecen
antes que la que se encuentra debajo de ellas.

V10

- El lapso de tiempo entre cada surgimiento de hojaes de 2 a 3
dias.
- En esta etapa se requieren de nutrientes.

V12

- Se puede determinar el nimero de 6vulos y el tamafio de la
espiga, se establece el numero de hileras pero no el de
semillas (esto ocurre hasta 1 semana después de la etapa R1 o
en V17).

- La espiga superior es la mas pequefa.

V15

- Se esta a 10 o 15 dias de la etapa R1 (silking).

- La espiga superior supera en tamafo a las inferiores.

- El lapso de tiempo entre cada surgimiento de hojaesde 1 a 2
dias.

V17

- Se observa la punta tanto de la espiga masculina como de la
femenina.

V18

- Los primeros estigmas no visibles surgen de las flores basales
(Anexo 1, Figura 1. E1y 2).
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VT- Vegetativa:
Tasseling
(ornamenta)

- La dltima rama de la espiga masculina es completamente
visible y los estigmas emergen (Anexo 1, Figura 1. C).
- Se estd a 2 o 3 dias de la etapa R1.

- El tiempo entre la etapa VT y R1 varia y se comienza la salida

del polen en las mafanas y temprano en la tarde (Anexo 1,
Figura 1. F).

Reproductiva 1-

- Estigmas visibles fuera de la cubierta, esto toma de 2 a 3
dias, creciendo de 2 a 3.8 cm por dia hasta la fecundacion

Silking (Anexo 1, Figura 1. G).
(estigmas) - Ocurre la polinizaciéon y le toma al tubo polinico 24 hrs llegar
al 6vulo y realizar la fecundacion.
- Ovulo sepultado en la mazorca.
- Embrién no visible en el fruto si se disecciona con navaja.
- Semillas blancas con forma de ampolla (Anexo 1, Figura 1.
R2- Blister H).

(ampollas), 10 a
14 dias después
de la etapa R1

- Embrién visible, se ha formado la radicula, el coleoptilo y las
hojas embrionarias.

-Las espigas se secan y adquieren un color mas oscuro
influenciado por las condiciones ambientales.

R3- Milk
(lechosa), 18 a
22 dias después
de la etapa R1

-Semillas amarillentas con base lechosa por el almidon.
- Embrion visible con una diseccion.
- Estigmas cafés y secos.

R4- Dough
(masa) , 24 a 28
dias después de

- La sustancia lechosa ahora tiene consistencia de pasta.
- Hojas embrionarias formadas (5).
- Mazorca (base) cambiante de color.

la etapa R1 - La punta de la semilla comienza a secarse.
R5- Dent - Semillas secas, en la punta opuesta al embrién se observa
(abolladura) , 35 | una linea blanca de almidon (Anexo 1, Figura 1. 1y J).
a 42 dias
después de la
etapa R1
R6- Madurez - Semillas con el maximo peso seco acumulado.

fisioldgica, 55 a
65 dias después
de la etapa R1

(Ritchie et al., 1993)
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Figura 1. Imagenes que ejemplifican las caracteristicas de las etapas del desarrollo de acuerdo a la
Tabla 1. A. Emergencia de la planta. B. Espigas femeninas ya son visibles en la base del tallo, se
encuentran ocultas por hojas envolventes, en este caso se removieron. C. La espiga masculina y los
estigmas son visibles completamente, la espiga superior es la exitosa, las inferiores abortan. D. Espiga
masculina desde las primeras etapas del desarrollo. E1. Desarrollo de la espiga femenina. E2.
Desarrollo de la espiga femenina sin las hojas envolventes mostrando que los primeros estigmas no
visibles surgen de las flores basales. F. Liberacion del polen. G. Estigmas visibles fuera de la cubierta.
H. Semillas blancas con forma de ampolla con embrién visible. I. Cambio en la coloracién de la semilla
y la punta comienza a secarse. J. Se puede observar en la punta una linea blanca de almidén (Ritchie
etal., 1993).
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