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Resumen

En la familia Podostemaceae, subfamilia Podostemoideae las plantulas se
desarrollan en ausencia de meristemos embrionarios apicales y subapicales
evidentes. Estos patrones de desarrollo se describieron en especies asiaticas y
australianas y existe solo un trabajo donde se estudian los meristemos de una
especie americana: Marathrum rubrum. Por lo que este trabajo aborda el
desarrollo de las plantulas de Vanroyenella plumosa, una especie endémica de
México, desde el punto de vista de la estructura y ultraestructura de los
meristemos. Se colectaron semillas el Rio Horcones, municipio de Cabo
Corrientes, en el estado de Jalisco, México y se germinaron para seguir el
desarrollo mediante cortes histolégicos en el microscopio foténico y para su
observacion en MET.

Los embriones y las plantulas de V. plumosa no presentan estructuras
meristematicas evidentes, tanto en el polo apical ni el subapical. Entre los
cotiledones se desarrollan dos primordios de hojas a partir de un meristemo
criptico. Este patron de desarrollo es similar a otras especies de la subfamilia

Podostemoideae incluyendo a la especie americana M. rubrum.



Introduccién

Las plantas de la Familia Podostemaceae viven adheridas a rocas en rios de
corrientes rapidas o en caidas de agua. Presentan un cuerpo vegetativo aplanado
tipo taloide, que sin duda es una adaptacién a las fuertes corrientes de su entorno
y les permite abarcar mas superficie para la absorcion de nutrientes (Uniyal y
Tandon, 2017). Su ciclo de vida presenta la etapa vegetativa sumergida y la etapa
reproductiva aérea (Philbrick y Novelo 1995; Rutishauser, 1997).

Estudios en especies de las tres subfamilias de Podostemaceae sugieren que la
aborcion del crecimiento vertical puede estar relacionado con la pérdida o
reduccion de los meristemos embrionarios (Rutishauser, 1997; Moham Ram y
Sehgal, 1997; Susuki et al. 2002) por lo que algunas especies presentan
embriones con meristemos apical y subapical reducidos o no evidentes. En
algunas especies de subfamilia Tristichoideaea hay embriones con un meristemo
apical con la estructura tipica de las angiospermas: tunica-corpus, y un meristemo
subapical. En cuanto a la subfamilia Weddellinoideae, estos presentan meristemo
apical pero no es evidente un meristemo subapical. Las especies de la subfamilia
Podostemoideae no se observan meristemos apicales y subapicales evidentes
(Katayama et al., 2011).

Los estudios sobre la presencia o ausencia de los meristemos en los embriones
de las podostemaceas se han realizado principalmente en especies asiaticas de
las subfamilias Podostemoideae y Tristichoideae. Este es el segundo trabajo que

se realiza en una especie americana de la subfamilia Podostemoideae.



Antecedentes

Familia Podostemaceae

La Familia Podostemaceae es la més grande de las angiospermas acuéticas
estrictas (Philbrick y Novelo, 1995), con de 49 géneros y cerca de 280 especies
(Philbrick y Novelo, 1998; Cook y Rutishauser, 2007), agrupadas en tres
subfamilas: Tristichoideae, Podostemoideae y Weddellinoideae (Tippery et al.,
2011; Ruhfel et al., 2011; Koi et al., 2012).

Crecen en rios de corriente rdpida o cascadas en los trépicos y subtropicos en
todo el mundo y raramente en regiones templadas (Cook y Rutishauser, 2007;
Kato, 2016). Estas plantas se encuentran restringidas a rios donde el nivel de
agua sube o baja estacionalmente. Las plantas se encuentran adheridas a la
superficie de rocas sumergidas en la época de lluvia, donde se desarrolla la fase
vegetativa, al comienzo de la época seca las plantas forman yemas florales bajo el
agua y al ser expuestas se lleva a cabo la floracién y fructificacion. La exposicién
es necesaria para la reproduccién (Philbrick y Novelo, 1995; Kato, 2016).

Las podostemaceas producen numerosas semillas pequefas, generalmente de
hasta 0.3 mm, poco después del inicio la época seca. Cuando el ambiente es
hamedo, por ejemplo, al inicio de la época de lluvia, la cubierta seminal absorbe
agua y se secreta mucilago que se considera el primer mecanismo de adhesion al
sustrato (Philbrick, 1984). Al germinar, en la mayoria de las especies no se
desarrolla una plumula o raiz principal, en su lugar se forma una raiz adventicia

que surge del lado lateral del hipocotilo que actia como érgano principal. Esta raiz
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adventicia de adhiere a la superficie de las rocas, formando brotes adventicios en
el lado dorsal o los laterales dando como resultado un plan corporal horizontal.
(Philbrick 1984; Rutishauser, 1997; Suzuki et al., 2002). Este cuerpo vegetativo es
denominando tipo taloide debido al aplanamiento dorsiventral de las raices, los
tallos, o ambos o6rganos. Debido a que las corrientes son muy violentas, se
encuentran fuertemente adheridas a sustratos solidos (Philbrick y Novelo, 1995),
mediante pelos adhesivos y sustancias poliméricas extracelulares secretadas por
cianobacterias que se encuentran formando un biofilm en las rocas y que actian
como adherente entre la planta y el sustrato (Jagern-Zirn y Grubert, 2000).

Las flores son pequefias y con tépalos poco atractivos, semiapétalas,
probablemente anemdfilas, solitarias o a veces, en inflorescencias. En algunos
géneros como Apinagia, Mourea, Ryncholacis, las flores presentan tépalos
reducidos; sin embargo, los estambres y pedicelos son coloridos, lo que atrae a
insectos, éstas son anemodfilas y entomofilas (Kato, 2016).

Las hojas llegan a medir hasta dos metros de longitud (Mourea), o incluso estar
reducidas a unas cuantas micras (Tristicha). Hay un considerable polimorfismo a
diferentes niveles taxondmicos y entre individuos (Rutishauser, 1997).
Entre otros caracteres distintivos de la familia se pueden mencionar la presencia
de un pseudosaco embrionario o plasmodio nuclear, ausencia de doble
fecundacion endospermo y de arénquima (Rutishauser, 1997; Moham Ram vy

Sehgal, 1997; Cook y Rutishauser, 2007).



Existe una alta incidencia de endemismo de especies en la familia. En el Nuevo
Mundo el 48% de las especies se encuentran en un solo rio o en un solo lugar

dentro de un rio (Philbrick y Novelo, 1995).

Filogenia de la familia

La clasificacion filogenética de la familia se ha basado principalmente en la
morfologia comparada, pero la filogenia molecular no concuerda con ésta. La
familia fue clasificada antiguamente en dos subfamilias Podostemoideae y
Tristichoideae (Van Royen, 1951) pero analisis moleculares recientes respaldan la
clasificacion de Engler (1930) donde reconoce tres subfamilias; la subfamilia
Podostemoideae, hermana de la subfamilia sudamericana Weddellinoideae, que
antiguamente habia sido asignada a la subfamilia Tristichoideae (Koi y Kato, 2001;
Ruhfel et al., 2011; Koi et al., 2012). Filogenéticamente la subfamilia
Trisctichoideae diverge primero, seguido de Weddelinoideae y Podostemoideae
(Figura 1; Kita y Kato, 2001, Koi et al, 2012;).

La familia Podostemaceae se encuentra en el orden Malpighiales dentro de las
Eudicotiledoneas, en el clado rosides Il y es hermana de la familia Hypericaceae
(Savolainen et al., 2000; Soltis et al., 2000; Gustafsson et al., 2002; Rufhel et al.,

2011).
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Meristemos

En las plantas, como en los demés organismos, se presenta un plan corporal
distintivo que se puede observar durante el desarrollo ontogenético (Sussex y
Kerk, 2001). En general, las plantas vasculares se caracterizan por tener un eje
embrionario con un meristemo apical y uno subapical que se encuentran en los
extremos del hipocdtilo, de los cuales se derivan tallos con hojas y raices (Koi y
Katayama, 2013).

Los meristemos son regiones localizadas de tejido, que por divisiones celulares
adicionan nuevas células a la planta o a las partes de una planta (Beck, 2005).
Estos se caracterizan por poseer células no diferenciadas y totipotenciales (Zlotnik
y Ponce, 2013). Los meristemos se perpetdan a si mismos, esto es, alguna parte
de las divisiones meristeméticas no dan lugar a tejido diferenciado, sino que

permanecen meristematicas (Esau, 1965).

Clasificacion de los meristemos

Los meristemos son clasificados por su localizacion en la planta: los apicales,
como el del tallo y el subapical de la raiz, se encuentran localizados en la punta de
cada brote y en el eje de la raiz principal, respectivamente, y contribuyen al
crecimiento en longitud de la planta, los laterales, que contribuyen al crecimiento
en diametro y se encuentran cerca de la periferia de los ejes del tallo o raiz, como
el cambium vascular y los meristemos intercalares, que son tejido proliferativo
rodeado de tejido diferenciado, a menudo apartado del meristemo apical. Se
encuentran generalmente en la base de cada entrenudo o de una hoja de

monocotiledéneas (Esau, 1965; Sussex y Kerk, 2002; Zlotnik y Ponce, 2013).



Meristemo apical del tallo

El apice del brote contribuye al crecimiento en longitud e inicia la formacion de los
primordios foliares. En las angiospermas, el meristemo apical vegetativo muestra
una estructura en forma de domo, la llamada tunica-corpus. Este domo se puede
regionalizar en tres zonas distintas por su actividad. En la mayoria de las
angiospermas, las dos capas mas externas (C1 y C2) (puede haber mas de dos
capas), se denominan colectivamente tunica, estas células se mantienen por
divisiones anticlinales. El corpus (C3), la region proximal a la tinica experimenta
divisiones en varias orientaciones (Figura 2); por lo que las capas externas
contribuyen al aumento de tamafio en la superficie y las interiores a un aumento
de volumen, aunque a menudo hay integracion de las dos capas. La region
central, subyacente al corpus, el meristemo medular da lugar a células que se
convertiran en la médula, esta regién esta flanqueada por dos zonas periféricas,
que daran origen al procambium, la region cortical y las yemas foliares (Rudall,

2007).



Zona Central
/tﬁnica:c1,c2

\ P ~
» ’
Primordio . ,7 corpus ‘\
foliar 7\‘~_C3__\‘,f,
\ Zona /! \  Zona

- /

. \ sps e
periférica | Meristemo ‘penferlca
/ medular
! \

I \

Figura 2. Esquema de la organizacion tdnica-corpus del meristemo en
angiospermas. La zona central o apice. Las capas C1 y C2, que conforman
la tdnica, la C3 el corpus. Meristemo medular, al centro y las zonas
periféricas a los lados. (Modificado de Rudall, 2007).

Meristemo de la raiz (subapical)

En contraste con el meristemo apical del brote, el de la raiz produce células, no
sélo hacia el eje, sino también fuera de él, pues forma la caliptra. Debido a la
presencia de esta cubierta protectora, la parte distal del meristemo apical de la
raiz no es terminal sino subterminal (Esau, 1965). Las células parenquimaticas de
la cofia producen y segregan glucosaminoglucano, que sirve como lubricante, que
facilita el paso de las raices por el sustrato (Espinosa, 2014). Las células iniciales
y sus derivadas inmediatas se distinguen a menudo, bajo el nombre de
promeristemo, estas células se dividen con una baja frecuencia, estan rodeadas
por zonas donde la tasa de division es mayor. El centro quiescente se conforma

por un grupo de células poco activas (Rudall, 2007) y se propone que funciona
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como un reservorio celular que puede regenerar el tejido, si se llega a producir
algun dafio (Espinosa, 2014). Al centro quiescente y las células iniciales

circundantes se le denomina promeristemo (Figura 3; Beck, 2005).

cortex Cilindro cortex
central

> L
promeristemo

Figura 3. Esquema de la organizacion del meristemo subapical de la raiz en
angiospermas. La cofia cubre al meristemo. Células iniciales. Promeristemo:
centro quiescente cq y células circundantes. Cilindro central flanqueado por
el cortex.

Caracteristicas de las células meristematicas

Durante las divisiones activas, las células meristematicas, carecen de inclusiones
ergasticas y los plastos estan en forma de proplastidios. Poseen menor cantidad
de reticulo endoplasmico y la estructura de las mitocondrias en poco compleja. El

grado de vacuolizacién difiere notablemente. Las células meristematicas de los
10



meristemos apicales de las angiospermas tienen protoplastos densos. El nucleo
es grande en proporcion al tamafio de la célula. El tamafio y la forma también son
muy variables, en los meristemos apicales son pequefias y casi isodiamétricas y

generalmente poseen paredes celulares delgadas (Esau, 1965).

Meristemos en la familia Podostemaceae

En la mayoria de las angiospermas, los meristemos se establecen en etapas
tempranas del desarrollo. EI meristemo apical se encuentra en el apice del brote y
el meristemo subapical o de la raiz, se encuentra en el extremo inferior (Esau,
1965). Estos pueden ser establecidos en etapas tempranas del desarrollo del
embrién y algunas veces son visibles en semillas maduras. Sin embargo, en
algunas especies de la subfamilia Podostemoideae, no es visible el meristemo
apical con la morfologia tunica-corpus en el embrion.

En Hypericaceae, la familia hermana de Podostemaceae, las plantas consisten de
un brote con hojas aéreas y un sistema radicular subterraneo, que constituyen el
eje vertical (Kita y Kato, 2005). En contraste, las podosteméaceas adquieren un
plan corporal horizontal, en las plantulas de la mayoria de las especies no hay
formacion de una raiz principal, por lo que se forma una raiz adventicia
directamente del hipocoétilo que actia como 6rgano principal, donde surgen los
brotes vegetativos y reproductivos (Suzuki et al., 2002). Estudios previos en el

estudio de la morfologia de las plantulas, sugieren que la reduccién de ambos
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meristemos juega un papel crucial en la transicion de un eje vertical a un cuerpo
horizontal en las podostemaceas (Katayama et al., 2011).

Estudios en el desarrollo de plantulas de las tres subfamilas sugieren que la
aborcion del crecimiento vertical en Podostemaceae podria estar relacionado con
la pérdida o reduccién de los meristemos embrionarios: apical y subapical (Suzuki
et al., 2002; Kita y Kato, 2005; Koi y Kato, 2007; Katayama et al., 2011; Uniyal y
Tandon, 2017).

Koi y Kato (2005) proponen un posible escenario de la evoluciéon de la morfologia
de las plantulas en la familia Posdostemaceae, ilustrada por Katayama et al.
(2011) que compara los patrones de desarrollo en los embriones de la familia con
los patrones de desarrollo de las plantulas y se describen a continuacion:

Las plantulas de Ternopsis, el género basalmente divergente de la subfamilia
Tristichoideae (Kita y Kato, 2001), tiene un brote primario corto, con un meristemo
apical embrionario entre los cotiledones y un meristemo embrionario de la raiz, en
la punta inferior del hipocétilo (Kita y Kato, 2005). Mientras que el meristemo
radicular se perdié en el ancestro comun de Weddllinoideae y Podostemoideae;
sin embargo, Weddellina squamulosa tiene un brote primario con un meristemo
apical del brote, pero no tienen una raiz primaria (Koi y Kato, 2007). En el caso de
las Podostemoideae, la actividad del meristemo apical del brote se encuentra
reducida y adquieren un nuevo mecanismo de desarrollo. Para esta subfamilia se
describen dos patrones: en el desarrollo del embrién de Zeylaniddium lichenoides
se observan las células precursoras del Centro Organizador (CO) del meristemo,
pero no se forma un meristemo tdnica — corpus (Katayama et al., 2011), en su

lugar, surgen una o varias hojas por lo que se le llama un meristemo criptico

12



(Katayama et al., 2013). En contraste, con especies del género Hydrobryum, en el
desarrollo del embrion, las células precursoras no se dividen por lo que tampoco
se forma un meristemo tunica — corpus, a diferencia del patron anterior, en estas
plantulas no desarrollan hojas, por lo que se supone que han perdido por completo

la actividad meristematica del tallo (Katayama et al., 2011, Figura 4;)

Angiospermas tipicas Podostemaceae
Formacion de ralces adventicias del hipocotilo
Pérdida del meristemo de laralz en

e Reduccion del meristemo apical del tallo en
el embrion
Pérdida del meristemo apical del
I tallio en el embridon
Hypericaceae Trstichoideae Weddellinodese Podostemoideae Podostemoidese
eg. Stiohn'swort  eg., Terniopsis Weddelina e.8., Zeylonidium eg. Mydrobryum

.

Y

Figura 4. Esquema que ilustra la reduccion de los meristemos en la familia
Podostemaceae. El esquema muestra a la familia Hypericaceae como el grupo de
angiospermas tipica con relacion a algunos géneros representativos de las tres
subfamilias. Tristichoideae: Ternopsis. Weddelinoideae: Weddellina. Podostemoideae:
Zeylanidium e Hydrobryum. BP: brote primario, C: cotiledén, H: hipocétilo RP: raiz
primaria, RA: raiz adventicia y BA: brote adventicio H: hipocoétilo (Modificado de
Katayama et al., 2011).

Por lo tanto en la planta, las raices se originan a partir de una raiz secundaria de

origen enddégeno o exogeno, dependiendo de cada especie, o directamente del
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hipocotilo en etapas mas tardias en la germinacion. Esta capacidad es comun en

la subfamilia Podostemoideae.

Expresion génica en los meristemos de podostemaceas

Katayama et al. (2010), analizaron la expresion de los genes ortdlogos
involucrados en la identidad de los meristemos: SHOOT MERISTEMLESS (STM)
y WUSCHEL (WUS) y ASYMMETRIC LEAVES1/ROUGH
SHEATH2/PAHANTASTICA (ARP), que promueven la identidad de las hojas en
angiospermas. En los brotes adventicios de Ternopsis minor (Tristichoideae), los
ortélogos de STM y WUS se expresan en el meristemo. En Hidrobryum japonicum
y Cladopus doianus STM y WUS se expresan en el primordio inicial, pero
desaparece cuando comienza la expresion de ARP en la parte distal de la hoja. A
este patron en el meristemo, se le denomind meristemo simpodial del brote/tallo,
que da lugar a una cadena de hojas con identidad tallo-hoja, éstas se forman
repetitivamente por la proliferacion de los meristemos simpodiales en la parte
adaxial de los preexistentes.

Katayama et al. (2013), estudiaron la anatomia y analizaron la expresién en
Zeylanidium lichenoides, usando el ortélogo de STM: ZISTM durante la
embriogénesis y el desarrollo temprano de las plantulas. La actividad de ZISTM se
detecté desde la etapa embrionaria de 16 células, desde este momento quedo
restringido en la region intercotiledonaria; a estas células se les denomind:

meristemo criptico, ya que no tiene la organizacion celular tipica de las
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angiospermas. Posteriormente, durante el desarrollo de la plantula, la actividad de
ZISTM cambio en la base de los cotiledones, en la parte adaxial, en la zona de
formacién de las hojas plumulares. Al parecer, el desarrollo de las hojas consume
al meristemo embrionario. Las dos primeras hojas surgen una adyacente de la
otra, pero a partir de la tercera hoja, ésta se forma en la base de la segunda hoja
mas joven, este patron de desarrollo es similar al de las hojas de brotes
adventicios en otras especies de Podostemoideae.

Estas observaciones demostraron que la identidad del meristemo es parcialmente
retenida en el apice del embrion. El meristemo embrionario criptico tiene un centro
organizador, pero no presenta las capas celulares tipicas y no se mantiene

durante el desarrollo primario del brote.

Vanroyenella

Vanroyenella es un género endémico de México, el cual contiene a una sola
especie Vanroyenella plumosa Novelo y C. T. Philbrick (Novelo y Philbrick, 1993,
1995). Se encuentra en el limite norte de la distribuciéon de la familia en el
continente americano y probablemente esta relacionado con Marathrum. A pesar
del parecido de Vanroyenella con especies americanas del género Marathrum,
existen varias caracteristicas morfolégicas distintivas, que hacen pensar que son
géneros totalmente diferentes. Recientemente, mediante analisis moleculares, se
propuso que Vanroyenella plumosa fuera incorporada al género Marathrum como

M. plumosum. También se propuso la fusion de M. rubrum Novelo et C.T. Philbrick
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y M. schiedeanum Cham. en una sola especie M. foeniculaceum Bonpl. (Tippery et
al., 2011).

V. plumosa crece sumergida e n las corrientes rapidas de los rios, adheridas a
rocas graniticas. Se encuentra en zonas muy soleadas del rio, creciendo junto con
especies del género Marathrum; la floracion se inicia al final de la estacion lluviosa
(fines de noviembre) y se extiende hasta fines de marzo (Novelo y Philbrick, 1993).
El nimero de semillas por fruto es de 550-650 en promedio y necesitan de varias
semanas para completar su desarrollo dentro de la capsula (Novelo y Philbrick,
1995). Las semillas, al salir de los frutos, se desplazan sobre el agua y germinan
sobre sustratos sélidos, generalmente rocas. Presentan una cubierta seminal que,
al contacto con el agua, produce un mucilago que le permite adherirse a los
sustratos, no contienen endospermo y presentan dos cotiledones en forma de
lanza (punzén). La plimula consta de algunas hojas; no existe raiz, pero si un
polo radicular cubierto de pelos adhesivos. Después de la ruptura de la cubierta
seminal, el hipocétilo crece y se va inclinando al sustrato, se aplana y se adhiere
firmemente, la hojas y flores surgen de este tallo en forma de disco (tallo taloide)
(Rutishauser et al., 1999).

En el cuerpo vegetativo se pueden distinguir la raiz y el tallo taloide, que se
encuentra dorsiventralmente aplanado. Del tallo emergen las hojas nuevas de
cavidades que se encuentran en la base de las hojas jovenes, pero en la etapa
reproductora, éstas son ocupadas por fasciculos florales en desarrollo (Murguia et

al, 2001).
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Descripcion taxondmica

Vanroyenella plumosa

Son hierbas con tallo globoso, de hasta 8 mm de diametro. Poseen hojas en
grupos de 1-5, y de 4-12 cm de largo, 0.8-1 cm de ancho; la base del peciolo es
hasta 3 veces mas ancha que el peciolo, el peciolo de 1-3 cm de largo y hasta 2
mm de diametro; las hojas pueden presentar el 4pice agudo o redondeado; la
lamina es ensiforme, plumosa, con divisiones disticas, distribuidas a lo largo del
raquis, de hasta 6 mm de largo y 0.1 mm de ancho, enteras o 1-3 -divididas. Los
pedunculos son mas largos en las primeras flores que emergen (3 mm). Los
pedicelos de las primeras flores son de hasta 3 cm y los de las flores que emergen
después de 1.2 cm; la espatela es de 5-10 mm de largo. Los tépalos de 1.8-2.2
mm de largo. Anteras de 1-1.5 mm de longitud, filamentos 3.5 -5 mm de largo,
persistentes y endurecidos hasta la formacion del fruto. Estilos de 0.6-1.3 mm de
largo. Fruto 3.5-4.2 mm de largo y 1.2-1.7 mm de diametro. Semillas de 0.25-0.27
mm de largo. Polen 15-20 um en didmetro, tricolpado, con téctum espinuloso.
Cada fasciculo estd conformado de 4-0 flores que surgen en secuencia que lo
hace parecer una piramide escaliforme. Las flores son hermafroditas, zigomoficas
y envueltas en una espatela clavada. La flor tiene 3 tépalos libres, con apice
subulado o bifurcado, dos estambres libres y alternos con los tépalos, confinados
a un lado de la flor y un gineceo cuyo ovario prominente presenta dos estructuras

apicales (Novelo y Philbrick, 1993) (Figura 5).
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Figura 5. Vanroyenella plumosa A) flores y hojas “plumosas”. B) Esquema que
muestra las hojas con apice agudo y divisiones filamentosas caracteristicas de
la especie (Tomado de Novelo y Philbrick, 1993).

Justificacion

Las modificaciones que han desarrollado las plantas de la familia Podostemaceae
para el ambiente acuatico son de interés biologico y evolutivo. Una de estas
modificaciones, es la pérdida o reduccién del meristemo apical del tallo y subapical
de la raiz, reportado para miembros asiaticos de la subfamilia Podostemoideae.
Estudiar el desarrollo en el embrion de la semilla y las primeras etapas del
desarrollo de la plantula, podria llevar a un mejor entendimiento de la morfologia y

evolucion de los meristemos y sus adaptaciones en la familia Podostemaceae.
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Hipotesis
Si en especies de la subfamilia Podostemoideae hay patrones de pérdida
de meristemos apical del tallo y subapical de la raiz, se espera que en
Vanroyenella plumosa, una especie americana de la misma subfamilia
presente patrones de pérdida de meristemos similares a los descritos para

especies asiaticas y australianas

Objetivo general
Determinar la presencia y posicion de los meristemos en las etapas de
germinacion y el desarrollo temprano de la plantula de Vanroyenella plumosa

(Podostemaceae).

Objetivos particulares
1. Describir las etapas de germinacion de la semilla y el desarrollo temprano

de las plantulas de V. plumosa.

2. Describir las caracteristicas morfoanatémicas de los meristemos y/o células
meristematicas de cada una de las etapas de desarrollo de la germinacion y

plantulas de V. plumosa.

3. Analizar los resultados en V. plumosa, y correlacionarlos con alguno de los
modelos propuestos para las especies asiaticas de Podostemoideae y para

Marathrum rubrum.
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Metodologia

Los frutos maduros utilizados se colectaron en el Rio Horcones, municipio de
Cabo Corrientes (20°27'12.1" N, 105°17' 23.9" O; 371 msnm), en el estado de
Jalisco, México, en enero de 2015y 2016.

Las semillas fueron extraidas y puestas a germinar sobre servilletas Kleenex
Duramax, dentro de cajas Petri e hidratadas con agua Bonafont. Las cajas se
colocaron en una camara de germinacion Thermo Scientific Precision, con un
fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad a 25°C + 1°C, con una intensidad luminosa
promedio de 24.90 pmol M2 s

Se dio seguimiento a la germinacion, desde la imbibicién hasta la aparicion de los
cotiledones y las primeras hojas verdaderas, que fue de un mes
aproximadamente. Las etapas utilizadas para este estudio, basadas en la
morfologia de la semilla y la plantula se registraron con fotografias al microscopio
estereoscopico (LEICA DM500) y foténico (LEICA E24HD). Las etapas son:
semilla hidratada (sh), emergencia del polo radicular (pr) elongacion de
cotiledones (ec), primordio de hoja 1 (phl), primordio de hoja 2 (ph2), los
ejemplares de cada una de las etapas se fijaron en FAA (ANEXO I). Se
deshidrataron con alcohol etilico, gradualmente (30%, 50%, 70%, 85% y 96%
durante 30 minutos y 2 cambios con alcohol etilico al 100% de una hora). Se
desecaron a punto critico con CO2y se cubrieron con oro para su observacion en
un Microscopio Electrénico de Barrido JEOL jsm-5310LV 80kv.

Para la observacion de cortes en Microscopia fotdnica, se fijaron las etapas en

FAA y se deshidrataron gradualmente en alcohol etilico (descrito anteriormente) y
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se incluyeron en mezclas de LR White/alcohol etilico al 25:75, 50:50, 75:25 por
una hora, y el LR White al 100 por 3 dias completos. Se realizaron cortes
semifinos, de 0.25 um de grosor, con navajas de vidrio, en un microtomo RMC
MT-990 y se tifieron con azul de toluidina 0.5% para su observacion.

También se procesaron muestras para la obtencion de fotomicrografias en el
Microscopio Electrénico de Trasmisién (MET).

Se fijaron las etapas ec y de phl en glutaraldehido-paraformaldehido (ANEXO 1)
haciendo dos cambios cada 24 h, posteriormente se hicieron 3 lavados con
amortiguador de fosfatos 1X (PBS) cada 30 min. Después las muestras se
deshidrataron en una serie etanodlica gradual (30%, 50%, 70%, 85%, 96%, 100%)
haciendo dos cada 15 minutos en cada concentracion. Posteriormente se
cambiaron a Oxido de propileno por 30 minutos a temperatura ambiente y a
continuacion se infiltraron gradualmente en mezclas de 6xido de propileno — Epon
(2:1, 1:1, 1:2) por 24 h en cada una y una de resina pura por 48 h. Para la
inclusién, se coloco la resina en capsulas de gelatina y se acomodé el material
vegetal. La polimerizacion se llevé a cabo a 60°C. Una vez que se obtuvieron los
blogues, se tallé6 una piramide en cada uno y se cortaron en un ultramicrotomo
Leica EMUCG obteniedo cortes ultrafinos de 50-60 um. Los cortes se montaron en
rejillas de cobre cubiertas con formvar. Se contrastaron con Acetato de uranilo
(ANEXO I)por 20 minutos y se hicieron lavados por goteo con agua destilada por
aproximadamente 1 minuto. Posteriormente se contrastd con Citrato de plomo
(ANEXO 1) durante 10 minutos, se enjuagaron con agua destilada y se dejaron

secar las rejillas en una caja Petri con papel filtro. Los cortes se observaron en un
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microscopio electronico de transmisién JEOL JEM-1010 y las fotomicrografias se

capturaron con una cadmara MTI CCD-300-RC.

Resultados

Morfologia

La germinacion comienza con la imbibicion de las semillas y termina con la
emergencia de la radicula a través de la cubierta seminal. En las semillas
embebidas de V. plumosa, el mucilago es poco evidente, pero persiste hasta que
se cae la cubierta seminal por el crecimiento de los cotiledones. A las 24 h, se
observa un ligero aumento en el tamafo de la semilla (Figura 6 A-D).

La ruptura de la cubierta seminal, a causa de la emergencia del polo radicular, se
observa de 2-3 dias después de la imbibicién (dpi) (Figura 6 E y F). En los
siguientes dias, los cotiledones y el hipocétilo crecen, y emergen pelos adhesivos
unicelulares del polo radicular. La cubierta seminal puede o no permanecer
adherida a los cotiledones, mientras se desarrollan (Figura 7 Ay B). Entre los 11-
13 dpi se comienza a observar el surgimiento del primordio de hoja 1 entre los
cotiledones (Figura 7 C y D). La aparicion del segundo primordio de hoja se
observoé a partir de los 15 dpi (Figura 7 E y F). Después de 20-30 dpi, las plantulas
van degenerando hasta su muerte. Todo esto sucede en las condiciones del

cultivo en las cajas de Petriy en las camaras de germinacion.
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Figura 6. Etapas del desarrollo vegetativo de Vanroyenella plumosa. A, C, E,
vistas al microscopio estereoscopico y B, D, F, vistas en microscopia electronica
de barrido. A y B: Semilla deshidratada. C y D: semilla hidratada con mucilago
alrededor (24 h). E y F:. Emergencia del polo radicular (2-3 dpi).
c: cotiledon, cs: cubierta seminal, h: hipocétilo, m: mucilago,, pa: pelos
adhesivos pr: polo radicular.
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Figura 7. Etapas del desarrollo vegetativo de Vanroyenella plumosa. A, Cy E
vistas al microscopio estereoscoépico y B, D y F, vistas en microscopia electronica
de barrido. A y B: elongacion de los cotiledones (7 dpi). C y D: Primer primordio
de hoja (11-13 dpi). F y G: plantula con dos primordios de hoja (15 dpi)
c: cotileddn, h: hipocatilo, ph1: primordio de hoja 1, ph2: primordio de hoja 2

pa: pelos adhesivos pr: polo radicular.

Anatomia

Semilla hidratada: se observa que el embribn maduro, en el interior de la cubierta

seminal, esta compuesto por dos cotiledones, un hipocétilo corto y no se observan
estructuras meristematicas tipicas (Figura 8 A). En lugar de la estructura
meristematica apical, se distingue un grupo de células morfolégicamente distintas
al resto, entre los cotiledones, éstas son mas pequefias que las células
circundantes y con citoplasma denso, por lo que se notan mas tefiidas (Figura 8
B). Se pueden distinguir, también, células epidérmicas, rodeando al embrion y
células parenquimaticas, con gran contenido de almidén, formando a los
cotiledones e hipocétilo. Las células de la cubierta seminal segregan mucilago,

gue es visible a simple vista.
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Figura 8. Corte longitudinal de semilla hidratada. A. Semilla hidratada con
mucilago, rodeando la cubierta seminal. El embridon se observan los cotiledones y
un  hipocotilo corto pero no se observan meristemos  obvios.
B. Acercamiento de la zona media entre los cotiledones donde se observa un
grupo células pequefias con el citoplasma mas denso (coloreadas en naranja). c:
cotiledon cs: cubierta seminal h: hipoc6tilo m: mucilago

Emergencia del polo radicular: la ruptura de la cubierta seminal es ocasionada por

el crecimiento del embrion y la emergencia del polo radicular. No hay una
estructura meristematica tunica-corpus evidente entre los cotiledones. El hipocaétilo
es corto y estd compuesto por células epidérmicas y tejido parenquimatoso. Los
cotiledones se encuentran prensados en la cubierta seminal que esta rodeada por
mucilago (Figura 9 A). En el polo radicular no se observa el meristemo de la raiz;
sin embargo, las células epidérmicas comienzan a diferenciarse en pelos

adhesivos, con contenido celular denso (Figura 9 B).
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Figura 9. Emergencia del polo radicular. A. El crecimiento del embrién ocasiona
la ruptura de la testa. EI mucilago en la cubierta seminal es persistente, los
cotiledones estan apresados por la cubierta seminal. B. Las células de la
epidermis se diferencia en pelos adhesivos (sefialado con la flecha). c:
cotileddn cs: cubierta seminal h: hipocdtilo m: mucilago pa: pelos adhesivos
pr: polo radicular

Elongacién de cotiledones: la diferenciaciéon de los tejidos se hace mas evidente a

medida que el brote se desarrolla, el hipocétilo y los cotiledones se alargan, la
epidermis se observa bien diferenciada y el parénquima con gran cantidad de
granos de almidén. Las células pequefas que ocupan el area del meristemo apical
del brote, entre los cotiledones presentan contenido citoplasmatico denso (Figura
8 Ay B). Algunas células de la epidermis del polo radicular se elongan para formar
pelos adhesivos unicelulares, su citoplasma denso puede atribuirse a la

produccion de mucilago (Figura 8 Q).
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Figura 10. Tres secciones de una plantula de 8 dpi en etapa de elongacién de
cotiledones. A. Células pequefias entre los cotiledones B. Grupo de células
densamente tefiidas en la union de los cotiledones C. pelos adhesivos
unicelulares formados por la elongacion de las células epidérmicas del polo
radicular secretores de mucilago c: cotiledén h: hipocétilo pa: pelos adhesivos
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Hojas: La plantula sigue creciendo debido a la division y alargamiento de las
células hipocotiledonarias y cotiledonarias. El primordio de hoja 1 surge del grupo
de células entre los dos cotiledones (figura 11 A), las células que componen el
primordio son pequefas, tienen un citoplasma es denso, por lo que observan mas
tefiidas (Figura 11 B). A medida que el primordio va creciendo las células se
observan menos densas pero son de menos tamafo que las circundantes (Figura
11 C-D).

El primordio de hoja 2, se desarrolla adyacente al primero (Figura 11 E). Las
células que componen los primordios son mas pequefias que las células del
primordio de hoja 1, su citoplasma es denso y no presentan granos de almidén

(Figura F).
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Figura 11. Porcion media de la plantula, que muestra las células que daran origen
a los primordios de hojas. A- B. Células que dan origen al primordio de hoja 1 C-
D. Plantula con el primordio ya formado E. Plantula con dos primordios de hoja F.
Células que componen los dos primordios de hojas.

c: cotileddn h: hipocotilo phl: primordio de hoja 1 ph2: primordio de hoja 2.

Ultraestructura

Las caracteristicas de las células a nivel ultraestructural, que se encuentra en la
base de los cotiledones, apuntan a que pueden tener la funcién de un meristemo
apical. Estas células tienen paredes celulares primarias delgadas, gran cantidad
de ribosomas, reticulo endoplasmico, nucleos grandes en comparacién con el
tamafio de las células, asi como una estructura que probablemente corresponda al
dictiosoma (Figura 12 A). La cromatina del nucleo estda en la fase de
heterocromatina y el nucléolo es conspicuo (Figura B). Otros organelos
corresponden a vacuolas muy pequefias y también se aprecian escasas
inclusiones de almidén (Figura 12 C).

Las células de las hojas presentan diferencias notables con las células de la base
de los cotiledones. En tamafio, las células de la base de los cotiledones son de
menos tamafio que las circundantes. En las células de las hojas se observan
muchas vacuolas, cloroplastos con almidon, y el nacleo asi como el nucléolo estan
bien definidos (Figura 12 D-E). También las células del hipocatilo son diferentes

ya que presentan en su citoplasma grandes cantidades de almidon (Figura 12 F).
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Figura 12. Ultraestructura de las células de una plantula de V. plumosa a los 7dpi
A-C. y células de una plantula de 11-13 dpi C-F . A. Célula perteneciente al
grupo que da origen al primordio de hoja 1. B. Acercamiento del ndcleo de la
célula A.

C. Pared celular primaria delgada (pcp), lamina media (Im) y adosado a la
membrana plasmatica, un grupo de ribosomas (circulo). D. Porcion de la plantula
con dos primordios de hoja y parte del cotiledén E. Célula del primordio de hoja 1
F. Células del hipocotilo con granos de almidon.

a: almidon c: cotiledon cl: cloroplasto d: dictiosoma Im: l&dmina media mn:
membrana nuclear N: nucleo n: nucléolo pcp: pared celular primaria phl:

Discusioén

En este estudio se observo que el patrén de desarrollo in vitro de Vanroyenella
plumosa es semejante a las especies asiaticas-australianas, de la subfamilia
Podostemoideae y difieren ligeramente del patrén mostrado para la especie
americana Marathrum rubrum (Uniyal y Tandon, 2017; Susuki et al. 2002; Sehgal
et al. 2007; Sehgal et al. 2002; Katayama et al. 2013).

En general, las semillas se hinchan al contacto con el agua o medio liquido y
secretan mucilago que es el primer mecanismo de fijacibn al sustrato.
Posteriormente la cubierta seminal se rompe por el crecimiento del polo radicular,
en especies como Polypleurum stylosum esto sucede a las 7dpi, en Hydrobryopsis
sessilis ocurre de 4-6 dpi, en Griffithella hookeriana hasta los 15 dpi, en
Vanroyenella plumosa sucede de 2-3 dpi. El polo radicular se expande y se
desarrollan numerosos pelos adhesivos debido a la elongacion de las células
epidérmicas. Se ha reportado que estos pelos secretan algun tipo de sustancia

pegajosa que les impide desprenderse del medio de cultivo con facilidad (Sehgal
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et al. 2002; Uniyal y Tandon, 2017). En V. plumosa, los pelos adhesivos se
adherian fuertemente al sustrato y en los cortes se observa algun tipo de
secrecion pero no se hicieron pruebas para determinar su composicién quimica.
En cortes M. rubrum también se observa la secrecion aunque no se menciona. Los
cotiledones e hipocotilo se alargan y a los dias siguientes se observa la actividad
de las células entre los cotiledones, en P. stylosum se observaron un par de hojas
a los 14-15 dpi, en Zeylanidium lichenoides surge un primordio de hoja a los 11 dpi
al igual que en V. plumosa y en H. sessilis se observa el primer primordio a los 12
dpi. Subsecuentemente las hojas surgen de forma alterna, en M. rubrum se
observaron 4 hojas a los 17 dpi, en H. sessilis 4 hojas (Figura 13 A) en 25 dpi. Al
mismo tiempo que sucede la aparicién de las hojas, en el hipocoétilo se observa
actividad meristemética debido a la formacion de una raiz adventicia, en las
especies americanas V. plumosa y M. rubrum no se observd, mientras que en Z.
lichenoides se observo a la par del surgimiento del primordio de hoja (11 dpi) y P.
stylosum se observo a los 22-23 dpi (Uniyal y Tandon, 2017; Susuki et al. 2002;
Sehgal et al. 2007; Sehgal et al. 2002). Esto pudo ser porque el tiempo que se
produce la raiz adventicia es mucho mas tardio con respecto al surgimiento de las
primeras hojas del brote o por las condiciones de la germinacion en las especies
americanas. El estudio del desarrollo in vitro de la plantulas aporta informacién
acerca de la morfologia de la plantas ya que las condiciones en su habitat son
bastante extremas. Aunque existen diferencias entre la germinacion in vitro y su
crecimiento natural en los rios, principalmente en el grado de desarrollo de los
organos. Moham Ram y Sehgal (1997), reportan que el numero de hojas

presentes puede ser influenciado por las concentraciones del medio de cultivo. En
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este estudio se utilizé6 papel humedecido con agua, baja en sales, sin adicionar
nada mas para la germinacion de las semillas.

Katayama et al. (2013) acufia el termino meristemo critico para nombrar a las
células que dan origen a las hojas entre los cotiledones en Z. lichenoides, usando
el gen ortélogo de STM, que juega un papel crucial en la promocion de la division
celular en los meristemos apicales del brote en eudicotiledéneas. Esta reportado
que después de que el meristemo criptico forma algunas hojas, éste cesa su
actividad, por lo que se le considera un meristemo determinado (Susuki et al.
2002; Katayama et al. 2013; Sehgal et al. 2002, 2007).

En cuanto al meristemo de la raiz, se ha observado en el desarrollo del embrién
de algunas Podostemoideae, que las células hijas de la hipdfisis que van a dar
origen al meristemo subapical de la raiz, no se dividen por lo que no se desarrolla
una estructura meristematica (Katayama et al. 2011) por lo que en el desarrollo de
la plantula no hay una raiz primaria y en su lugar se forman pelos adhesivos por la
prolongacion de las células epidérmicas del polo radicular (Suzuki et al., 2012,
Katayama et al., 2013; Sehgal et al., 2007,2002; Uniyal y Tandon, 2017).

De acuerdo con la propuesta de Katayama et al. (2011), existen dos patrones de
desarrollo del dominio apical del embrion para la subfamilia Podostemoideae:

1. basado en el desarrollo de Zeylanidium lichenoides, en el cual se presenta un
meristemo criptico que carece de la capa celular L1, y puede formar solo algunas
hojas, por lo que se considera un meristemo determinado y no se forma un
meristemo subapical de la raiz. En contraste con lo observado, 2. en Hidrobryum

japonicum, donde no existe un meristemo apical ni la formacién de hojas y
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tampoco se desarrolla un meristemo subapical de la raiz, por lo que el cuerpo de
la planta se desarrolla de una raiz adventicia.

V. plumosa se acopla al primer modelo ya que se observa el desarrollo del brote
primario en ausencia de un meristemo apical evidente, con la estructura tdnica-
corpus, pero se forman dos hojas provenientes de un grupo de células entre los
cotiledones (Figura 13 B). Estas células parecen corresponder al meristemo
criptico, observado en Z. lichenoides, ya que su posicion y sus caracteristicas
histol6gicas son similares. Este patron difiere con lo reportado para M. rubrum,
donde la primera hoja surge en medio de los cotiledones (Figura 13 C; Martinez,
2015), aunque se menciona que las hojas que surgen posteriormente tienen la
misma filotaxia que en Z. lichenoides (Figura 13 D). Se ha observado que el patrén
de surgimiento de las hojas entre los cotiledones (cuerpo primario) es similar a la
formacién de las hojas de los brotes adventicios (cuerpo adulto), donde surge un
nuevo primordio foliar en el lado adaxial de la segunda hoja mas joven, como los
brotes advencios de Cladopus queenslandica y Zeylanidium sunulatum (Imaichi et
al., 2005; Koi et al., 2005). Este puede ser un patréon general de los meristemos de
la subfamilia Podostemoideae (Katayama, 2011; Martinez, 2015).

Este estudio aporta informacion acerca de la morfologia de otra especie
americana. Estas etapas tempranas en el desarrollo son cruciales para el
establecimiento en los rios, aunque puede haber diferencias al desarrollo en la

naturaleza, nos da una idea del proceso.
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Figura 13. Patrones de surgimiento de las hojas en cuatro especies de
Podostemoideae. A. Hydrobryopsis sessilis con cuatro hojas alternas entre los
cotiledones (Sehgal et al., 2002). B. Vanroyenella plumosa con dos hojas entre
los cotiledones, que surgen de forma alterna distica, como en Z. lichenoides y
H. sessilis. C. Marathrum rubrum una hoja entre los cotiledones (Martinez,
2015) D. Zeylanidium lichenoides dos hojas que surgen en la base de cada
cotiledon, que surgen de forma alterna distica (Katayama et al., 2013)

L1: hoja 1, L2: hoja 2, L3: hoja 3, L4: hoja 4, SAM: Meristemo apical del brote
c: cotiledén phl: primordio de hoja 1 ph2: primordio de hoja 2 h1: hoja 1

h: hipocétilo
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Conclusiones

El patron de desarrollo de las plantulas de V.plumosa Z. lichenoides donde el
desarrollo se lleva a cabo en ausencia de un meristemo apical con la estructura
tdnica corpus, y en su lugar presenta un meristemo criptico que se supone es

determinado.

El desarrollo de las hojas es similar que en Z. lichenoides, donde las hojas se

desarrollan alternadamente.

No existe un meristemo subapical de la raiz evidente, por lo que la fijacién al

sustrato se lleva a cabo mediante pelos adhesivos.

Perspectivas

En este trabajo, las células existentes en el apice del hipocétilo entre los
cotiledones se distinguen por su ultraestructura; sin embargo, es claro que se
deben aplicar otras técnicas para asegurar que son células meristematicas y que
son las responsables de la formacion de las hojas definitivas, presentes después
de la germinacion.

El seguimiento del desarrollo del embrién nos permitiria observar célula por célula
gué pasa con las células que van a dar origen a los meristemos.

La hibridacién in situ con genes que participan en el establecimiento de los
meristemos como SHOOT MERISTEMLESS (STM), WUSCHEL (WUS) vy
ASYMMETRIC LEAVES1/ROUGH SHEATH2/PAHANTASTICA (ARP) ayudaria

encontrar las células que tienen esta actividad.
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ANEXO |. Reactivos

FAA (Formaldehido-acido acético- alcohol- agua)
e Formaldehido 100 ml

e Alcohol etilico 96% 500 ml
e Acido acético glacial 50 ml

e Agua destilada 350ml

Glutaraldehido-Paraformladehido
e Glurataldehido 6%

e Paraformaldehido al 4%

e Amortiguador de fosfato (PBS)

Contrastantes para microscopia electrénica de transmisién
Citrato de plomo (Venable) para 10 ml de solucion

e Agua hervida asilada de CO2 atmosférico (10 ml)

e Citrato de plomo (0.035 mg)

e NaOH (0.01 ml)

En un vaso de o cristalizador poner agua a hervir, tapar el recipiente para evitar
el contacto con el CO2 atmosférico. Tapar y dejar enfriar. Al agua se le agrega

0.1 ml de NaOH y después se le afiade el 0.035 mg de citrato de plomo.

Se recomienda almacenar en alicuotas a 4°C. Antes de utilizarse se centrifuga

durante 10 minutos a 1500rpm para precipitar cualquier impureza.
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Acetato de Uranilo 4% para 10 ml de solucién
e Agua bidestilada (10 ml)
e Acetato de Uranilo (400 mg)

Agregar el acetato de uranilo en el agua destilada y agitar en una parrilla
magnética. La solucion tiene una coloracion amarrilla. Se recomienda
almacenar en alicuotas en 4°C y cubrir los tubos con papel aluminio, ya que se
precipita con la luz. Antes de utilizar centrifugar durante 10 minutos a 1500rpm

para precipitar cualquier impureza.
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