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RESUMEN

La familia Podostemaceae comparada con el resto de las angiospermas presenta
variaciones en la estructura y localizacion de los meristemos apical del tallo y
subapical de la raiz. En particular la subfamilia Podostemoideae, a la cual
pertenece Marathrum rubrum se caracteriza por la pérdida del meristemo
subapical de la raiz y una reduccion del meristemo apical del tallo en el embrion.
Las descripciones de estos caracteres en la familia se basan Unicamente en el
estudio de especies asiaticas. En este trabajo se aborda el estudio estructural y
ultraestructural de los meristemos en el embrion de Marathrum rubrum,
podostemacea americana perteneciente a la subfamilia Podostemoideae. Se
encontré que M. rubrum carece por completo de meristemo subapical de la raiz,
presentando el mismo patron que las especies asiaticas, y el meristemo apical del
tallo presenta una variante con respecto al descrito en las especies asiaticas

estudiadas.



INTRODUCCION

Las podostemaceas son plantas acuaticas con adaptaciones para la vida en la
superficie de rocas localizadas en rios de corrientes rapidas y cascadas, y estas
novedades morfologicas requieren de cambios en el desarrollo (Katayama et al.,
2010). Respecto al desarrollo del tallo, la familia Podostemaceae presenta dos
patrones distintos: en las subfamilias Tristichoideae y Wedellinoideae hay un
crecimiento por medio de un meristemo apical del tallo con estructura tunica-
corpus caracteristica de las angiospermas, y la subfamilia Podostemoideae carece
de meristemo apical del tallo con estructura tunica-corpus, donde ademas el
crecimiento del tallo es determinado (Hammond, 1936; Suzuki et al., 2002; Imaichi
et al., 2005; Katayama et al., 2010), es decir, al alcanzar la estructura formada su
tamafio y forma predeterminada genéticamente, la division celular se detiene en el
meristemo (Beck, 2010). En cuanto a la raiz, la pérdida del meristemo radicular en
el embrion se presenta en las subfamilias Wedellinoideae y Podostemoideae, no
asi en Tristichoideae. La formacion de raices adventicias a partir del hipocétilo es
un caracter distintivo de la subfamilia Podostemoideae (Rutishauser, 1997;

Katayama et al., 2011; Castillo et al., 2013).

La informacion anterior se desprende de estudios realizados exclusivamente en
podostemaceas asiaticas. En el presente trabajo se estudio la estructura del
embrion y la localizacion de la actividad meristematica en un miembro americano

gue pertenece a la subfamilia Podostemoideae.
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ANTECEDENTES

Biologia de Podostemaceae

Podostemaceae es una familia de angiospermas acuaticas estrictas que viven
unidas a rocas en rios de corrientes rapidas o cascadas en ambientes tropicales y
subtropicales, donde los niveles de agua varian de acuerdo a la estacion; durante
la estacion seca, cuando los niveles de agua disminuyen, las plantas florecen al
estar expuestas al aire (Katayama et al, 2013). Dentro de la familia hay una gran
variacion en la morfologia. Comunmente presentan un cuerpo taloide con
crecimiento dorsoventral, las hojas pueden llegar a medir hasta dos metros, e
incluso consistir de una sola capa de células (Rutishauser, 1997). Se encuentran
unidas al sustrato por pelos adhesivos los cuales, a su vez, se unen por medio de
un biofilm de cianobacterias a las rocas por sustancias poliméricas extracelulares
secretadas por las mismas (Jagern-Zurn y Grubert, 2000). Existe un gran
polimorfismo dentro de la familia a varios niveles taxonomicos, e incluso a nivel de
individuo. Sin embargo hay ciertos caracteres particulares de la familia, como la
presencia de un pseudosaco embrionario que resulta de la desintegracion de las

células nucelares, ademas de no presentar endospermo (Rutishauser, 1997).

Marathrum es un género polifilético (Tippery et al., 2011) del Nuevo Mundo y esta
compuesto por 25 especies. En México se han reportado siete especies de
Marathrum: M. elegans P. Royen, M. haenkeanum Engler, M. tenue Liebmann, M.
trichophorum P. Royen, M. schiedeanum (Chamisso) Tulasne y M.rubrum Novelo

y Philbrick (Novelo y Philbrick, 1993; 1997), y la recientemente asignada a éste
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grupo M. plumosa (Novelo y Philbrick) Philbrick y Bove (antes Vanroyenella
plumosa) (Tippery et al., 2011). También se ha considerado que M. rubrum y M.
schiedeanum se agrupan en una sola especie: Marathrum foeniculaceum Bonpl.

(Novelo et al., 2009).

Descripcion botanica, Novelo y Philbrick

Marathrum rubrum (fig. 1) es una hierba acuatica con un tallo postrado largo y
aplanado de aproximadamente 1 cm de diametro que crece fuertemente adherido
a rocas. Hojas alternas de hasta 20 cm de largo, peciolo de 2.5 a 9 cm de largo,
cilindrico, de hasta 0.8 mm de diametro con una base ensanchada. Hojas
repetidamente pinnadas de 2- 4.5 mm de largo y 0.02-0.06 mm de ancho, apice
agudo. Flores hermafoditas, actinomorficas, pediceladas, con crecimiento
individual y axilar, protegidas por una espatela de 0.7-2 cm de largo, delgada y
que se ensancha desde una base mas estrecha. Pedicelos de 3- 55 cm de
longitud, que se elongan durante la antesis, con un apice expandido en forma de
copa en la base de la capsula, copa de 1.5-2 mm de didmetro, con bordes
irregulares. Tépalos de 0.5-0.9 mm de longitud, triangulares, alternos a los
estambres. Estambres entre 7 y 9, libres, en anillo rodeando el pistilo; flamentos
2.3-4(-9) mm de longitud, subulados, aplanados, se elongan durante la antesis,
deciduos; anteras 1.5-2.8 mm de longitud, sagitales, basifijas, dos tecas, con
dehiscencia longitudinal mediante dos suturas. Ovario supero, elipsoide, con dos
Ioculos; estigmas 2, 0.6-1.5 mm, largos, libres, conicos, Ovulos numerosos,
placentacion axilar. Fruto 4.5-5 (-6) mm de longitud y 1.7-2.2 mm de diametro,
capsula de dos léculos, margenes de la sutura engrosados; dos valvas,

12



subiguales, cada una con tres costillas, una de ellas decidua. Semillas de 0.25-
0.30 mm de largo y 0.12-0.18 mm de ancho, obovoides (Novelo y Philbrick, 1993).
El nimero promedio de semillas por capsula puede ser desde 671 (Philbrick y

Novelo, 1997) hasta un maximo de 924 (Philbrick y Novelo, 1998). Polen 14.5 ym

de diametro, tricolporado, tecta espinulosa (Novelo y Philbrick, 1993).

Figura 1. Marathrum rubrum A: cuerpo vegetativo sumergido. B: cuerpo vegetativo

sumergido y frutos en la superficie de una roca. C: flores. D: frutos.
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Filogénia de Podostemaceae

Las adaptaciones de las angiospermas acuaticas a su medio, consisten en la
reduccion y modificacion de estructuras, lo cual puede oscurecer o eliminar
caracteres de importancia taxondémica (Les et al.,, 1997). Se han propuesto
filogenias con base en la reduccion y pérdida de estos caracteres (Kita y Kato,
2005; Koi y Kato, 2007; Katayama et.al., 2011). Para los fines de este trabajo se
considerara la propuesta de Kita y Kato (2005) ilustrada en el arbol de Katayama
et al. (2011) (fig. 2) basada en la presencia, reduccidn y ausencia de los
meristemos apical del tallo y subapical de la raiz en el embrion, en la cual se
propone a la familia Hypericaceae como el grupo hermano de la familia
Podostemaceae, esta relacion estd también sustentada por otros autores
(Savolainen et al., 2000; Soltis et al., 2000; Gustafsson et al.,, 2002; Koi et al.,
2006). La subfamilia Podostemoideae se distingue por la formacion de raices
adventicias a partir del hipocatilo, sin presentarse un meristemo radicular en el
embrion. Dentro de la familia Podostemaceae los distintos géneros presentan
diferencias en cuanto a la ausencia o presencia de estos meristemos, las cuales
son usadas para proponer la filogenia de esta familia (Katayama et al., 2011) (fig.

2).
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Angiospermas tipicas Podostemaceae
Formacion de ralces adventicias del hipocotilo
Pérdida del meristemo de laralzen

+el embrion | )
Reduccion del meristemo apical del tallo en
el embrion
Pérdida del meristemo apical del
tallo en el embrion
Hypericaceae Tristichoideae Weddellinowdeae Podostemoideae Podostemoideae
e.g., St John's wort e.g., Terniopsis Weddeihna 8., Zeylonidium e.8., Mydrobryum

r

% 1

Figura 2. Hipdtesis de cambios evolutivos en Podostemaceae (Katayama et al.,

2011, basado en: Kita y Kato, 2005) de acuerdo a la pérdida de los meristemos
apical del tallo y subapical de la raiz. Se considera a la familia Hypericaceae como
modelo de una angiosperma tipica con raiz y brotes primarios. BP= brote primario,
C= cotiledén, H= hipocoétilo, RP= raiz primaria, RA= Raiz adventicia, BA= Brote
adventicio. Las flechas indican brotes indeterminados con meristemos
convencionales, y las lineas en forma de “T” indican brotes determinados en

ausencia de un meristemo convencional.

Meristemos

Los meristemos pueden definirse como sitios localizados de continua division
celular (Sussex y Kerk, 2002; Taiz y Zeiger, 2010), que afiaden nuevas ceélulas a
una planta, o parte de una planta mientras otras alcanzan la madurez y se

diferencian (Esau, 1977; Beck, 2010).
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La ventaja de estas estructuras en el plan corporal de las plantas es que las zonas
meristematicas donde las células se estan formando, especializando vy
diferenciando, estan separadas de las zonas funcionales de tejidos maduros, en
las cuales se esta llevando a cabo la fotosintesis, el movimiento de moléculas
organicas e inorganicas y sintesis de componentes celulares y compuestos
secundarios. Asi, la planta puede tener un crecimiento continuo y mantenerse

metabolicamente activa por completo (Sussex y Kerk, 2002).

Tipos de meristemos

Se distinguen diversos meristemos de acuerdo a su posicion en la planta, entre
ellos se encuentran a) el subapical de la raiz y apical del tallo, que contribuyen al
crecimiento en longitud; b) meristemos intercalares, que son tejidos proliferativos
rodeados por tejidos diferenciados, comunmente en la base de un entrenudo o de
las hojas en monocotileddneas, donde la division mitética continla después de
haber cesado en tejidos proximales y ¢) meristemos laterales: cambium vascular y
felébgeno, los cuales funcionan de manera similar a los intercalares, pero en las
orillas de tejidos en desarrollo, dando lugar al xilema y floema secundarios y al
suber, respectivamente (Sussex y Kerk, 2002; Taiz y Zeiger, 2010; Zlotnik y

Ponce, 2013 a).

Algunos meristemos tienen la capacidad de perpetuarse a si mismos, por lo que
se les considera permanentes en el cuerpo de la planta, otorgandole la capacidad
de crecer indeterminadamente, como es el caso de los meristemos apicales y el
cambium vascular. Por su parte, existen meristemos en los que la division celular

se detiene una vez que la estructura a formar alcanza el tamafio y forma
16



predeterminada genéticamente, como en la formacion de las laminas de las hojas
y sus peciolos y organos florales. A este tipo de crecimiento se le conoce como

determinado (Beck, 2010).

Meristemo apical del tallo

El meristemo apical del tallo de la mayoria de las angiospermas presenta una
estructura tunica-corpus. Las regiones tunica y corpus se distinguen por sus
planos de division celular. La tunica consiste en una o0 mas capas de células en la
periferia cuya division es anticlinal, es decir su plano de division es perpendicular a
la superficie del meristemo. Estas divisiones contribuyen al crecimiento de la
superficie del 6rgano en cuestion, sin aumentar el nimero de capas celulares en el
meristemo. El corpus consiste de una masa de células de varias capas de
profundidad debajo de las capas de la tunica, las cuales se dividen en varios
planos y afiaden volumen al meristemo. Conforme éstas células se dividen, las
células mas viejas se incorporan a las regiones por debajo del meristemo apical

(Esau, 1977; Fahn, 1990; Raven et al., 2005) (fig.3).
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Figura 3. Esquema de la organizacion tunica-corpus de una angiosperma
hipotética con dos capas de tunica. La distancia entre las puntas de las flechas
indica el grado de actividad mitética: a menor distancia, mayor actividad mitotica.
Se indica la contribucién de cada region del meristemo a la formacion de tejidos y
regiones del tallo. t1: primera capa de la tunica, t2: segunda capa de la tunica, c:

corpus. Modificado de Gifford y Foster (1989).

Meristemo subapical de la raiz

El meristemo de la raiz es subapical, ya que se encuentra antes del apice de las
raices, protegido por una cofia, también llamada caliptra, formada por células con

una gran cantidad de mucilago que sirve para lubricar a las raices conforme
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penetran al sustrato. Dichas células tienen una alta tasa de recambio y presentan
estatolitos: granos de almidén que orientaran el crecimiento de la raiz en
respuesta a la gravedad (Zlotnik y Ponce, 2013b). En cuanto a la estructura del
meristemo per se, en monocotiledéneas y varias eudicotiledoneas, se identifican 3
filas de células iniciales que dan lugar a tejidos determinados, cuyo origen puede
ser rastreado en cada una de éstas filas, recibiendo el nombre de meristemos
cerrados, y, en algunos taxa Unicamente existe una region de células iniciales que
da lugar a los tejidos de la raiz de manera general, conocidos como meristemos

abiertos (Beck, 2010).

Se ha observado que las células iniciales en el meristemo de la raiz se dividen a
una muy baja frecuencia, y estan rodeadas de células con una alta tasa de
division. A ésta region en conjunto se le conoce como centro quiescente, y al
centro quiescente junto con las ceélulas iniciales circundantes, donde la
organogeéenesis comienza, se le da el nombre de promeristemo, que puede
considerarse como el meristemo funcional integrado de la raiz (Scheres et al.

1996; Beck, 2010).

Células meristematicas

Las células meristematicas se caracterizan por tener paredes delgadas, presentan
una forma mas isodiamétrica que la de tejidos maduros, y tienen un protoplasma
mas abundante. Generalmente sus protoplastos carecen de materiales de reserva
y cristales, y los plastidos se encuentran en etapa de proplastidios.
Particularmente en los meristemos apicales de angiospermas es comun que el

tamafno de las vacuolas sea pequefio, y que éstas se encuentren dispersas en el
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protoplasma (Fahn, 1990), El reticulo endoplasmico es escaso y las mitocondrias

tienen pocas crestas (Evert, 2006).

Expresion génica en el meristemo apical del tallo

Existen muchos genes encargados de regular el desarrollo y mantenimiento del
meristemo apical del tallo, sin embargo, se destacan tres factores de transcripcion
descritos para Arabidopsis thalliana. Uno de ellos es el factor codificado por
WUSCHEL (WUS), el cual se expresa en la region subapical desde que el
embridon consiste de 16 células. Posteriormente factores de transcripcion de la
clase NAC (familia de factores de transcripcion especificos de plantas implicados
en el desarrollo, defensa y respuesta a estrés abidtico (Olsen et al. 2005)),
codificados por CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC) 1, 2 y 3 se expresan en una
banda en la region apical entre los cotiledones. Finalmente, durante la etapa de
corazon, la secuencia de activacion de genes concluye con otra clase de factores
de transcripcion codificada por SHOOT MERISTEMLESS (STM), el cual se
expresa en un dominio circular dentro del dominio de expresion de CUC (Taiz y
Zeiger, 2010). Juntos, WUS y STM ayudan al mantenimiento del tejido
meristematico. WUS especifica a cierto nimero de células como meristematicas y
STM actia como antagonista de la diferenciacion celular y permite asi la
proliferacion de las células meristematicas. Asi, las células meristematicas
periféricas no se incorporan prematuramente en la formacion de tejidos, e
incrementan en namero (Lenhard et al., 2002). Aquellas plantas mutadas con

pérdida de funcion del gen STM dan lugar a embriones sin meristemo apical del

20



tallo; los cotiledones estan fusionados y las células del apice son diferenciadas

(Byrne et al., 2000; Lenhard et al., 2002).

STM vy sus ortologos son buenos marcadores genéticos para el meristemo apical
del tallo, ya que desempefian un papel crucial en la promocion de la division
celular en el meristemo apical de eudicotiledoneas (Scofield y Murray, 2006; Veit,

2009; Katayama et al., 2013).

Meristemos en Podostemaceae

Las angiospermas tienen en comun sistemas de brotes aéreos y raices
subterraneas. El sistema aéreo de la planta (brote) se origina a partir del
meristemo apical del tallo, mientras que el sistema subterraneo se deriva del
meristemo subapical de la raiz (Zlotnik y Ponce, 2013a). Sin embargo,
generalmente en las podostemaceas esto no es asi. Los cuerpos de estas plantas
presentan adaptaciones para la vida en los rios de corriente rapida sobre la
superficie de las rocas, y las novedades morfologicas requieren de cambios en el

desarrollo (Katayama et al., 2010).

En cuanto al desarrollo de los brotes, hay dos patrones dentro de la familia
Podostemaceae: las subfamilias Tristichoideae y Wedellinoideae presentan un
crecimiento mediante el meristemo apical del tallo el cual posee la organizacion
tunica-corpus presente en la mayoria de las angiospermas. En la subfamilia
Podostemoideae no existe un meristemo apical del tallo con estructura tunica-
corpus (Imaichi et al., 2005; Katayama et al., 2010), y tiene dos patrones: algunos

miembros, como Zeylanidium lichenoides presentan un meristemo apical del tallo
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criptico, el cual consta unicamente de un centro organizador y no exhibe una capa
de células L1 (tunica), mientras que otros, como los del género Hydrobryum no

presentan meristemo apical del tallo (Suzuki et al., 2002; Katayama et al., 2011).

El estudio de la expresion génica en el meristemo apical de Podostemaceae ha
aclarado algunos aspectos sobre la identidad y localizacidon de sus estructuras.
Katayama et al. (2010) estudiaron la expresion de los genes ortdlogos de identidad
meristematica STM y WUS, asi como los genes ARP (ASYMMETRIC LEAVES1/
ROUGH SHEATH2/ PHANTASTICA) tipicos de identidad de hojas, en plantas
adultas de Terniopsis minor (Tristichoideae), Hydrobryum japonicum y Cladopus
doianus (Podostemoideae), encontrando que en los miembros de Podostemoideae
estudiados los genes de identidad del meristemo apical se expresan, pero ésta se
detiene al comenzar la de los genes ARP, lo cual da lugar a brotes con identidad
de hoja. A este comportamiento meristematico se le da el nombre de meristemo
simpodial del tallo, el cual proponen da lugar a una cadena de hojas con
identidad tallo-hoja las cuales se forman repetitivamente por la proliferacion de los

meristemos simpodiales del tallo en la parte adaxial de los preexistentes.

Katayama et al. (2013) analizaron la expresion del gen ortdlogo de STM; ZISTM
por medio de hibridacion in situ en embriones de Z. lichenoides, encontrando que
presenta un meristemo apical del tallo criptico sin una capa de células apicales
iniciadoras tipica en el embrion, entre la base de los cotiledones durante la
embriogénesis, y en el embrion maduro aun dentro de la cubierta seminal. Durante
el desarrollo del vastago, la expresion de este gen no se mantuvo en el meristemo,
sino que cambio a la base de los cotiledones en su parte adaxial en la zona de
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formacion de las hojas plumulares, cuyos primordios al desarrollarse consumieron
el meristemo del tallo por completo, causando su ausencia en etapas posteriores
del desarrollo. A partir de la tercera hoja, las hojas plumulares se desarrollaron en
la base de la segunda hoja mas joven. De acuerdo a la expresion de ZISTM se
concluyo que el apice del tallo en el embridon mantiene parcialmente la identidad
meristematica de un meristemo apical del tallo, y que éste comprende el centro
organizador, pero sus capas celulares no presentan una estructura tipica, ni se

mantiene durante el desarrollo primario del brote.

En la subfamilia Podostemoideae, la ausencia de una raiz primaria en el embrion
revela la ausencia de un meristemo subapical de la raiz. La raiz de la planta adulta
se origina a partir de una raiz de origen endégeno o exdgeno, dependiendo de la
especie, que se forma directamente del hipocoétilo en etapas avanzadas de la
germinacion (Rutishauser, 1997;Suzuki et al., 2002; Katayama et al., 2011). No
existen analisis con marcadores para meristemos radiculares que aclaren la
expresion de genes tipicos de éstos 6rganos en el polo radicular, ni en el
meristemo subapical de la raiz de la planta adulta en Podostemaceae, la cual tiene

origen a partir de la raiz adventicia que surge del hipocoatilo.
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JUSTIFICACION

Dado que en algunos miembros de Australia y Asia de la subfamilia
Podostemoideae se ha reportado la ausencia del meristemo apical del tallo y
subapical de la raiz, este trabajo se avoca a averiguar si este patron se presenta
también en los miembros del nuevo mundo, usando como modelo a Marathrum
rubrum, y aportar informacion que indique que ésto puede ser un patron general

para toda la subfamilia.
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HIPOTESIS

Si las podosteméaceas de Australia y Asia de la subfamilia Podostemoideae
carecen de meristemos apical del tallo y subapical de la raiz con la estructura
tipica de las angiospermas, se espera que Marathrum rubrum, Podostemoideae

americana, presente la misma condicion.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la estructura y ultraestructura de los meristemos apical del tallo y
subapical de la raiz en embriones de semillas maduras y plantulas de Marathrum

rubrum, subfamilia Podostemoideae.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Comparar la estructura de los meristemos de embriones de M. rubrum con
lo reportado para especies de Australia y Asia de la subfamilia
Podostemoideae.

* Analizar si corresponde a alguno de los modelos de desarrollo propuestos

para especies de Australia y Asia.
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METODO

Material biolégico

Se colectaron frutos maduros de Marathrum rubrum en el Rio Horcones, Municipio
de Cabo Corrientes (20°27°12.1"N, 105°17°23.9"0; 371msnm), en el estado de
Jalisco, México (fig. 4), en enero de 2013 y 2014. Se conservaron a temperatura
ambiente en bolsas de papel estraza, posteriormente se secaron a temperatura

ambiente y se almacenaron en bolsas herméticas de plastico.

Rio Los Horcones
4 N

J -,
et

Rio Las Juntas

Rio Los Veranos )

Las Juntas

Bahia de Banderas

Figura 4. Localidad Los Horcones, donde se llevd a cabo la colecta de material

de M. rubrum (Mapa modificado de Villanueva-Arciniega, 2013).
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Germinacion

Se extrajeron las semillas de M. rubrum de los frutos colectados y se pusieron a
germinar en cajas Petri con servilletas Kleenex Duramax ®, hidratadas con agua

Bonafont ®.

Las cajas Petri se colocaron en una incubadora Thermo Scientific Precision con un
fotoperiodo de 16 horas luz/8 obscuridad a 25°C, e intensidad luminica promedio

de 29.06 pM s'm™,

Se observo y dio seguimiento a la germinacion, desde la imbibicion, hasta la
emergencia del polo radicular y la posterior elongacion de los cotiledones, evento
gue se presento a los 13 dias bajo condiciones de cultivo. Cada una de las etapas

fue registrada con fotografias al microscopio estereoscopico.
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Se fijaron en FAA (Férmula en Anexo 1) ejemplares de cada una de las cuatro
etapas observadas, asi como plantulas de etapas mas avanzadas que ya habian
desarrollado un nimero mayor a tres hojas (17 dias de cultivo), se deshidrataron
en una serie de alcohol etilico (30%, 50%, 70%, 85%, 96%, durante 30 minutos en
cada uno y dos cambios en etanol al 100% de una hora) (Lopez Curto et al.,
2005), posteriormente se deshidrataron a punto critico con CO, en una
desecadora Sandri 795, se cubrieron con oro en una ionizadora Jeol fc-1100 y se

observaron con un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6360 LV.
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Procesamiento de material para su observacion al microscopio de fotones

Para la observacion de cortes en microscopia fotonica de campo claro se utilizaron
embriones de las distintas etapas fijadas en FAA, las cuales se deshidrataron en la
serie de alcohol etilico descrita anteriormente, y se incluyeron gradualmente en
mezclas de LR-White/etanol absoluto (25:75, 50:50, 75:25 y 100:0). Se realizaron
cortes semifinos de 0.25 ym de grosor con navajas de vidrio en un ultramicrotomo

RMC MT-990, y se tifieron con azul de toluidina 0.5% para su observacion.

Andalisis de la ultraestructura

Se fijaron plantulas en la etapa de elongacion de cotiledones con Glutaraldehido-
Paraformaldehido durante 24 horas (Férmula en Anexo 1), se lavaron tres veces
con buffer PBS 1X (Férmula en Anexo 1) durante 15 minutos y se deshidrataron
con la serie de alcoholes previamente descrita, posteriormente el material se
incluyo gradualmente en LR-White y se realizaron cortes ultrafinos de 60 nm de
grosor en un ultramicrotomo Reichert-Jung UltracutE con navajas de vidrio y se
montaron en rejillas de cobre de 100 mesh cubiertas con formvar. Los cortes se
contrastaron con uranilo y plomo (Férmula en Anexo 1), dejando durante 20
minutos la cara opaca de cada rejilla en acetato de uranilo en camara humeda, se
enjuago con agua destilada durante un minuto, posteriormente se coloco durante
10 minutos en citrato de plomo en presencia de hidréxido de sodio y se enjuago
con agua destilada durante un minuto. Los cortes se observaron en un
microscopio electrénico de transmision (MET) JEOL JEM-1010 y el registro de

imagenes se realizo con una camara MTI CCD-300-RC.
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RESULTADOS

Germinacion

Se observo y registré la secuencia de eventos de la germinacion de las semillas
de M. rubrum (fig. 5). Al entrar en contacto con el agua se da la hidratacion del
mucilago de la cubierta seminal (figs. 5B y 5F), el cual tiene funciones de adhesion
y absorcion del agua, para que ésta esté disponible para la imbibicion de la semilla
(Reyes-Ortega et al., 2009). El mucilago persiste hasta que la cubierta seminal se
desprende (figs. 5D y 5H). La germinacion de la semilla, posterior a la hidratacion,
consiste en la imbibicion; evento apreciable por un ligero aumento de tamario (figs.
5B y 5F). Posteriormente emerge el polo radicular mientras que la cubierta seminal
permanece cubriendo a los cotiledones (figs. 5C y 5G). Los cotiledones se elongan
y comienzan a emerger pelos adhesivos directamente del hipocétilo en el polo
radicular. No hay un cambio apreciable de tamafio en el hipocotilo. Una vez que
los cotiledones se elongan, la cubierta seminal permanece adherida a la parte
superior de éstos, pero en ésta etapa, a diferencia de las previas, se desprende

facilmente (figs. 5D y 5H).

Despueés, se observa el surgimiento de una primera hoja en el punto medio entre
los cotiledones, en el sitio donde a lo largo de los eventos de la germinacion se
localizan células morfologicamente distintas (CMD) a las circundantes (figs. 6E y

6F).
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Figura 5. Etapas de la germinacion de M. rubrum al microscopio estereoscépico
(A, B, C, D) y al microscopio electronico de barrido (E, F, G, H). Ay E: semilla
deshidratada. B y F: semilla hidratada con mucilago alrededor. C y G: emergencia
del polo radicular. D y H: elongacion de cotiledones. c: cotiledon, cs: cubierta

seminal, h: hipocétilo, m: mucilago, pa: pelos adhesivos.
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Anatomia del embridén

El embridon consiste de dos cotiledones y el hipocétilo, encerrados por una cubierta

seminal. Su desarrollo se dividié en cuatro etapas principales:

1. Semilla deshidratada: el embrion se encuentra dentro de la cubierta
seminal, presenta dos cotiledones y el hipocotilo. El exterior de la cubierta
seminal presenta una capa de células epidérmicas deshidratadas (fig. 6A).

2. Semilla embebida: la semilla aumenta de tamafio, no hay cambio en cuanto
a la estructura de cotiledones e hipocétilo. La cubierta exterior de las
células epidérmicas se hidrata formando el mucilago (fig. 6B).

3. Emergencia del polo radicular: el hipocotilo se elonga y rompe la cubierta
seminal (fig. 6 C).

4. Elongacion de cotiledones: Los cotiledones se elongan, sin desprenderse
de la cubierta seminal en su parte superior. Aumentan en longitud
aproximadamente cuatro veces su tamafio en comparacion a las etapas

anteriores. En el polo radicular surgen pelos adhesivos (fig. 6 D).

Anatomia del polo apical

En cada una de las etapas analizadas los embriones presentan un grupo de
células en el punto medio entre los cotiledones que son morfolégicamente distintas
a las células circundantes; su tamafio es menor en comparacion con las células
circundantes, y sus nucleos son grandes con respecto al citoplasma y bien
definidos. Es de esta region de donde se origina la primera hoja que se observa en

el embrion, pero la organizacion celular en esta zona no coincide con la estructura
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de un meristemo con organizacion tunica-corpus, donde la tunica consiste de
células con solo divisiones anticlinales y el corpus con células en todos los planos
de division (figs. 6A-D y 6F). Tampoco corresponde a un epicotilo puesto que no

hay primordios de hojas que lo acompafien.
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Figura 6. Embribn de M. rubrum (A, B, C"y D), se circulan las células

L e

morfolégicamente distintas (CMD). A: embrion de semilla deshidratada. B: embrién
de semilla hidratada. C: embriéon en etapa de emergencia del polo radicular. D:
embrion en etapa de elongacién de cotiledones. E: sitio de insercion de la primera
hoja entre los cotiledones (MEB) F: insercion de la primera hoja en el punto medio

de los cotiledones. c: cotiledones; cs: cubierta seminal; h: hoja; hi: hipocatilo.
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Anatomia del polo radicular

En el polo radicular no hay presencia de un meristemo subapical de la raiz en
ninguna de las etapas estudiadas. La diferenciacion consiste solamente en la
elongacion de algunas de sus células epidérmicas que se desarrollan en pelos
adhesivos unicelulares, estructuras de fijacion que crecen directamente del

hipocétilo (fig. 7).

ZBrm

Figura 7. Microfotografias del polo radicular de M. rubrum en etapa de elongacion
de cotiledones al MEB (A) y en corte longitudinal al microscopio fotonico (B). pa:

pelos adhesivos.

Ultraestructura del polo apical

Se realizaron cortes ultrafinos de la plantula en etapa de elongacion de
cotiledones, por ser ésta, en donde el numero de CMD entre los cotiledones era
mayor y se analizo su ultraestructura al MET para determinar su identidad, asi
como contrastar sus caracteristicas con las de los otros tipos celulares

circundantes.

35



Las CMD presentan paredes primarias delgadas, tamafos pequefios en
comparacion con las células circundantes, escaso material de reserva, escasas y

pequefias vacuolas (figs. 8A'y 8B).

Existen diferencias a su vez a nivel nuclear; las células meristematicas presentan
nacleos con wuna cantidad mayor de heterocromatina que las células
parenquimaticas, y en ningun caso es evidente la presencia de un nucléolo (figura

8A).

Las células parenquimaticas circundantes son de mayor tamafo, presentan
ndcleos con una mayor cantidad de eucromatina y nucléolos bien definidos. A su

vez, en el citoplasma las células presentan numerosos ribosomas (fig. 8C-8E).
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Figura 8. Células meristeméaticas (A y B), y células parenquimaticas (C-E). C:

célula parenquimatica. D: nacleo de célula parenquimatica. E: ribosomas en
citoplasma de célula parenquimatica. a: almidén; h: heterocromatina; N: nucleo; n:

nucléolo; pp: pared primaria; v: vacuola.
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Desarrollo posterior de las primeras hojas.

La primera hoja de la plantula surge en el punto medio entre los cotiledones, y las
siguientes hojas se desarrollan adyacentes, cada una de las hojas surge de la

base de la hoja mas joven, Ultima en haberse desarrollado.

Exceptuando a la primera hoja, las demas se bifurcan desde su surgimiento.

>»188 1881m ICMYL

&

Figura 9. Primeras hojas de M. rubrum (MEB). A: plantula completa. B: cuarta y
quinta hojas de la plantula en etapa temprana de su crecimiento. Quinta hoja
surge de la base de la cuarta. C: cuarta y quinta hoja de la plantula con desarrollo
mas avanzado que en B. c: cotileddn; h: hoja (el nUmero corresponde con el orden

de surgimiento); pa: pelos adhesivos.
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DISCUSION

La estructura del embrién en M. rubrum se corresponde con el modelo propuesto
para las podostemaceas de Australia y Asia (Katayama et al.,, 2011) v,
particularmente, para los miembros de la subfamilia Podostemoideae. En él se
describen dos modelos uno en el cual la estructura del meristemo apical del tallo
es criptica y carece de una capa de células L1, éste es determinado y da origen a
unas cuantas hojas; el meristemo subapical de la raiz esta ausente y una raiz
adventicia se desarrolla a partir del hipocotilo. En el otro modelo, no se desarrolla
un meristemo subapical de la raiz ni un meristemo apical del tallo y la planta se
desarrolla Unicamente a partir de una raiz adventicia que surge del hipocatilo.
Precisamente, M. rubrum se identifica con el primer modelo, ya que presenta un
meristemo apical del tallo criptico que carece de estructura tlinica-corpus, pero de
éste se originan las primeras hojas de la plantula, que, hasta los 17 dias que duro
el experimento, produjo cuatro hojas. Katayama et al. (2013), fueron los primeros
en analizar la identidad de las células meristematicas en el embrion de un
miembro de la subfamilia Podostemoideae, asi como el patron de surgimiento de
las primeras hojas a partir de éste, utilizando como modelo a Z. lichenoides, por lo
cual, seria el unico modelo existente con respecto al surgimiento de las primeras
hojas embrionarias a partir del meristemo embrionario criptico. Lo observado en
M. rubrum indica que existe otra variante en el patron de surgimiento de las
primeras hojas en la subfamilia Podostemoideae: la primera hoja de la plantula
surge exactamente en el punto medio entre los cotiledones, al contrario de lo que

sucede en Z. lichenoides donde el meristemo criptico se desplaza hacia la base de
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los cotiledones, de donde surgen las primeras hojas (Katayama et al., 2013). Con
respecto al meristemo subapical de la raiz, M. rubrum coincide con el modelo de

Podostemoideae, ya que el embrion carece de este meristemo (fig. 10).

Angiospermas tipicas Podostemaceae
Formacion de rafces adventicias del hipocotilo

Pérdida del meristemo de laralz en

+e| embri

Reduccion del meristemo apical del talloen

el embrion
Pérdida del meristemo apical del

tallo en el embriéon
Hypericaceae Tristichoideae Weddellinoideae Podostemoideae Podostemoideae
eg. Stjohn'swort  eg., Terniopsis Weddelling e.g., Zeylonidium ¢.g.. Mydrobryum

p

Z. lichenoides M. rubrum

Figura 10. Esquema modificado de Katayama et al. 2011 comparando los
resultados obtenidos por Katayama et al. (2013), con los del presente trabajo. Z.
lichenoides presenta el meristemo apical del tallo en la base de los cotiledones. M.
rubrum presenta el meristemo apical de tallo en el punto medio entre los

cotiledones.
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Cabe sefalar que en este trabajo se utiliza el término primera hoja, para referirse a
lo que se denomina en la literatura referente a Podostemaceae como plumula, ya
que la definicion de plimula se refiere a ésta como el brote primordial en el polo
caulinar del embrion, situado dentro de la semilla (Evert, 2006), y la primera hoja

en M. rubrum surge hasta que la semilla germina.

En cuanto al desarrollo posterior de una raiz adventicia, ésta no fue observada por
nosotros en el tiempo de estudio; cabe sefalar que las condiciones de cultivo
usadas en este trabajo fueron distintas a las de aquellos estudios en los que esta
estructura fue observada. En el desarrollo de esta investigacion, las semillas
analizadas de M. rubrum se cultivaron en servilletas de papel humedecidas con
agua potable, con un fotoperiodo de 16h luz/8h obscuridad, mientras que aquellos
estudios donde se reporta el surgimiento de una raiz adventicia lo hicieron en agar
cubierto con medio de cultivo liquido y un fotoperiodo de 14h luz/10h obscuridad
(Suzuki et al., 2002; Katayama et al., 2013). Sin embargo, puede suponerse que
una raiz adventicia surge del hipocétilo como en los otros miembros de
Podostemoideae para el establecimiento de la planta adulta, Gnicamente que en

etapas posteriores de desarrollo.

En el desarrollo posterior de las hojas cuyo origen es el embrion, el patron en M.
rubrum es que a partir de la segunda hoja, cada nueva hoja se desarrolla a partir
de la base de la hoja previa mas joven. No existe un reporte de este patron de
desarrollo de las hojas en el embrion de las Podostemoideae, Unicamente en el
surgimiento de las hojas en la planta adulta (Katayama et al., 2010). Esto podria
indicar que el patron de surgimiento de las hojas, en el cual las células
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meristematicas se encuentran en la base de las hojas previas y no concentradas
en un meristemo apical del tallo, podria ser un patron extendido en el desarrollo no
so6lo en el cuerpo adulto de la planta cuyo origen es secundario (a partir de la raiz
adventicia que surge del hipocdétilo), sino también en el cuerpo primario de la
plantula, presentandose desde el desarrollo directo a partir del embridén, esto
indicaria que es un patron general en los meristemos de la subfamilia

Podostemoideae.

Tristichoideae y Wedellinoideae presentan una ramificacion simpodial en la planta
adulta. Katayama et al. (2010) proponen que el patrén de surgimiento de las hojas
en Podostemoideae se deriva de éste patron, dando lugar en vez de tallos a hojas
con identidad de tallos. Proponen la existencia de un meristemo simpodial del tallo
en Podostemoideae. Lo cual coincidiria con lo observado durante el desarrollo
temprano de las hojas en M. rubrum en donde cada hoja se origina de la base de

la hoja mas joven.

En las observaciones al MEB del polo radicular pudo apreciarse una continuidad
entre las células epidérmicas y los pelos adhesivos, por medio de la observacion
de cortes de esta estructura, se confirmo su origen como prolongaciones de las
células epidérmicas del hipocotilo, coincidiendo con lo reportado para Dalzellia
zeylanica (Tristichoideae), especie donde los pelos adhesivos se originan
directamente de las células epidérmicas del polo radicular (Uniyal y Mohan Ram,
1996). Suzuki et al. (2002) estudiaron el desarrollo de nueve especies de la
subfamilia Podostemoideae, y realizaron cortes longitudinales de sus embriones;
en éstos, a pesar de que no se discute en la publicacion, es posible observar el
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origen epidérmico de los pelos adhesivos: las primeras estructuras de fijacion en el

embrion en ausencia de una raiz primaria.

En lo referente al meristemo apical del tallo, la estructura en las etapas de la
germinacion analizadas se observdo un cumulo de células morfologicamente
distintas a las circundantes en el punto medio entre los cotiledones, region
ocupada por el meristemo apical del tallo en una angiosperma tipica (Marquez,
2013); al observar cortes ultrafinos al MET en esta zona zona se detecto la
presencia de células meristematicas, identificadas por su ultraestructura,
contrastandola con la de los otros tipos celulares presentes en el embrion en etapa
de elongacion de cotiledones. Dichas células presentan las caracteristicas de las
células en division: el material genético se encuentra compactado, observandose
altos niveles de heterocromatina; no se observa un nucléolo dentro del nucleo; el
material de reserva en vacuolas es muy escaso; y la pared celular primaria es
delgada, lo cual indica que las células con actividad meristematica se localizan en

el punto medio de los cotiledones y no tienen una organizacion tunica-corpus.

Este estudio aporta informacion sobre la actividad meristematica en especies
americanas, y no Se cuenta con reportes previos que permitan realizar
comparaciones. Koi y Kato (2007) hacen una propuesta sobre la evolucion del
meristemo apical del tallo en Podostemaceae en la que incluyen a las
Podostemoideae americanas, usando como especie representativa a M. rubrum
basandose en el trabajo de Rutishauser (1995), sin embargo, en dicho trabajo no
se analiza en si la actividad, ni la estructura meristematica, sino el patron de
surgimiento de las hojas de la planta adulta de esta especie, y la mencion de la
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estructura meristematica se hace uUnicamente como una hipoétesis. Dado lo
anterior, este trabajo es el primero en arrojar luz sobre este tema para dilucidar lo
gue ocurre en particular en M. rubrum y abre la interrogante sobre su ocurrencia

en las especies de Podostemoideae americanas.
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CONCLUSIONES

Marathrum rubrum es una Podostemoideae que presenta un meristemo apical del

tallo criptico.

El meristemo apical del tallo en el embrion se encuentra en el punto medio de los
cotiledones, contrastando con lo reportado para Zeylanidium lichenoides
(Katayama et al., 2013) representando una nueva disposicion del meristemo apical
del tallo en el embridn de las Podostemoideae que presentan meristemo apical del

tallo.

Las primeras hojas que se desarrollan a partir del embridon surgen de la base de la

hoja anterior mas joven, sugiriendo un desplazamiento de la actividad

meristematica a la base de las mismas.

Los pelos adhesivos se originan como prolongaciones de las células epidérmicas,

y aparentemente su funcion es la fijacion de la plantula.

No existe un meristemo subapical de la raiz en el embrion.
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ANEXO 1

Reactivos para procesamiento del material utilizado (L6pez Curto et al. 2005)

Formula de FAA para fijacion de material

Formaldehido 100 mL
Alcohol etilico 96% 500mL
Acido acético glacial 50 mL
H,O destilada 350 mL

Formula de Glutaraldehido-Paraformaldehido para fijacion de material

Glutaraldehido al 6%

Amortiguador de colidina* 0.1M a pH 7.2 sin diluir (25 mL)

Paraformaldehido al 4%

Agua destilada (100 mL)

Amortiguador de fosfatos (PBS)
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Formula de Contrastantes para Microscopia Electronica de Transmision

Citrato de Plomo (venable) para 10mL de solucién

Agua hervida aislada del CO, atmosférico (10mL)

Citrato de Plomo (0.035mg)

NaOH (para facilitar su disolucion) (0.01mL)

Acetato de Uranilo 4% para 10mL de solucion

Agua bidestilada (10mL)

Acetato de uranilo (400mg)

Buffer de Fosfatos

N82PO4 (9089)

H,O destilada (400mL)

NaH,PO, (2.21g)

H,O destilada (100mL)

Se obtiene medio litro de fostatos 0.16M, pH 7.2
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