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RESUMEN 

El objetivo propuesto para  este estudio fue determinar el tipo de tejido presente en una muestra obtenida  de callos embriogénicos y de embriones somáticos en estado globular de Palma  Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burret). Para esto se procedió según el  protocolo establecido en el manual de procedimiento de análisis  histotecnológico del Servicio de Patología del Hospital "Carlos Andrade  Marín" (HCAM), ubicado en Quito, Pichincha, Ecuador. Los resultados  mostraron que los callos embriogénicos están conformados por células  meristemáticas y que además presentan células con gránulos de almidón, muy  cercanas 
  a las embriogénicas, indicador este, de la formación de embriones. En el caso  de los embriones somáticos 
  se comprobó que estos se encontraban en etapa globular, pues presentaban una  estructura característica de la primera etapa de desarrollo embrionario  denominada protoderma. Se determinó además que los callos presentan  características distintivas de competencia embriogénica y viabilidad de los  embriones somáticos. 
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ABSTRACT 

The aim of the present research was to determinate the  type of tissue present in a sample obtained from an embryogenic callus of Coco  Cumbé Palm, Parajubaea cocoides Burret and somatic embryos on globular  stage. For this purpose, in order to the protocol established in the  histotechnology analysis procedure manual of Patology Service from "Carlos  Andrade Marín" Hospital (HCAM, according its acronyms in Spanish) was  proceeded located in Quito, Pichincha, Ecuador. The results showed that the  embryogenic calli are conformed by meristematic cells and although present  cells with starch granules near to embryogenic cells, indicating embryos  formation. In somatic embryos case, was verified that these were in globular  stage, because of these showed a characteristic structure of the first  development stage, named protoderm. Therefore was determined that calli present  distinctive characteristics of embryogenic competence and viability of the  somatic embryos.
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INTRODUCCIÓN

Mediante  la técnica del cultivo de tejidos vegetales es posible propagar masivamente una  gran variedad de plantas; sin embargo, en la actualidad se brinda un mayor  interés a aquellas especies vegetales que tienen dificultades en reproducirse,  tomando en cuenta, además, su estado de recalcitrancia, así como la amenaza de  extinción por afectación de diferentes factores (1). Tal es el caso de la Palma  Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burrett), planta monoica que forma un  estípite, perteneciente a la familia de la Aracaceaes, nativa del  sur del continente americano, utilizada como ornamental en las ciudades del  Ecuador, donde constituye una especie emblemática y patrimonial.La misma que se  encuentra en estado de extinción por sus dificultades reproductivas y sus  requerimientos de mantenimiento.

  

  Actualmente en el Ecuador se realizan múltiples esfuerzos por rescatar a esta  especie, mediante diferentes técnicas de multiplicación. Los mismos no  han sido suficientes, pues la reproducción  del material inicial presenta dificultades por diferentes razones; siendo  indispensable realizar un seguimiento 
  o trazabilidad del material propagado por distintas vías, como la embriogénica,  por ser la más eficiente; así como, para el mantenimiento de esta especie  después de haber sido obtenida mediante su cultivo in vitro,por  lo que se hace imprescindible realizar estudios de sus estructuras internas y  así conocer su viabilidad embriogénica. Estos análisis son necesarios para dar  cumplimiento a un protocolo 
  de micropropagación eficiente, tomando como base la observación microscópica de  la estructura 
  de sus tejidos y órganos celulares mediante técnicas basadas en cortes  histológicos.

  

  Los estudios histológicos brindan un gran aporte en el establecimiento de la  secuencia y dinámica del material vegetal obtenido in vitro y  especialmente del proceso de embriogénesis somática, donde es posible  comprender, de mejor manera, el desarrollo morfogénico y los cambios  estructurales y funcionales que ocurren durante cada una de las etapas que  caracterizan a las estructuras embriogénicas (1, 2). 

Al realizar los análisis  complementarios de tejidos que conforman las estructuras embriogénicas 
  de callos y embriones somáticos, donde se determinan zonas con mayor actividad  de división celular, así como de aquellas que poseen un alto potencial de  respuesta del explante a la formación de estructuras embriogénicas (3) se debe  usar, únicamente, aquellas que respondieron eficientemente a los tratamientos y  a la actividad generada a través de reguladores del crecimiento vegetal (PGRs).

Los reguladores del  crecimiento exógeno, intervienen directamente en la inducción de células  embriogénicas y en la formación de embriones somáticos, mediante la  modificación de la polaridad celular e interferencia de los gradientes de pH del  citoplasma y pared celular del material vegetal, después de una división  asimétrica, lo que implica que las células del explante cambien su patrón 
  de expresión y generen estructuras embriogénicas.

  

  Las auxinas son responsables de la reprogramación de la expresión génica,  seguido de una serie de divisiones celulares que inducen, tanto al crecimiento  desorganizado para producir callos, como al  crecimiento polarizado que conduce a la formación de embriones somáticos en  estado globular (4).

  

  El conocimiento y estudio de la histogénesis de los callos formados es  importante, pues permite establecer relaciones entre la influencia de los  reguladores del crecimiento vegetal sobre la organización celular de los  tejidos que conforman estas estructuras, con la organización tisular normal de  una estructura presente en otro tipo de órgano vegetal (2).

  

  Mediante la realización de cortes histológicos, se puede determinar la  viabilidad de las células presentes en tejidos que conforman las zonas  embriogénicas derivadas de los centros meristemáticos, el establecimiento del  porcentaje de polaridad y división asimétrica y sobre todo la formación de  embriones somáticos que posteriormente representarán una nueva planta, tomando  muy en cuenta la similitud de estos con los patrones que se dan en la  embriogénesis cigótica (5). Teniendo como base estas premisas se plantearon los  siguientes objetivos: determinar los diferentes tipos de tejidos presentes en  una muestra obtenida de un callo embriogénico y los embriones somáticos en estado  globular, para establecer su viabilidad embriogénica en la obtención de  plántulas de Palma Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burret).

 

MATERIALES  Y MÉTODOS

Los análisis histológicos  fueron realizados en los laboratorios del Servicio de Patología del Hospital  "Carlos Andrade Marín" (HCAM), ubicado en el sector de Miraflores  Bajo, parroquia San Juan, cantón Quito, provincia Pichincha, Ecuador. Se tomó  como material inicial, muestras de callos embriogénicos y embriones somáticos  (Figura 1), que se mantenían en un medio de cultivo semisólido que contenía  sales y vitaminas MS (6), modificado, con extra tiamina (1 mg L-1),  sacarosa (30 g L-1), agar (6 g L-1) y diferentes  concentraciones de ácido indol acético (AIA), bencilaminopurina (BAP) y  kinetina (Kin) (1,0, 2,0 y 3,0 mg L-1), que fueron obtenidos a  partir de embriones cigóticos, provenientes  de la Palma Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burret), Arecaceae  nativa del Ecuador (5, 7), que se la denomina también “coquito o cumbe” y es  muy típica en los paisajes de las calles de las ciudades del Ecuador (8).



    

  Para la realización de este estudio se siguió el protocolo establecido  en el manual de procedimiento de análisis histológico del Servicio de Patología  del mismo hospital, elaborado en el año 2015A.

  

  Primeramente, se obtuvieron explantes provenientes de cortes de callos  embriogénicos de 1,5 x 1,5 cm y 3 mm de espesor. Estas muestras se sumergieron  en una solución de fijador (formol bufferado al 10 %, pH=7) durante dos horas.  A continuación fueron colocadas en el procesador de tejidos marca (Thermo  CIENTIFIC SHANDON PATHCENTRE) (Figura 2) y se siguieron los pasos establecidos  en el protocolo que se encuentra en la Tabla I, donde las muestras fueron expuestas a  diferentes concentraciones de alcohol y xilol.





  

  Se elaboraron bloques de parafina en un  dispensador marca (Thermo SCIENTIFIC, Histo Star), cuya función es expender este material mediante boquillas  (Figura 3). Posteriormente a los  tejidos que se encuentran en estos bloques se les realizó cortes semifinos de 3  μm, utilizando un micrótomo marca (Thermo SCIENTIFIC SHANDON), seguidamente se  colocaron en agua, a una temperatura de 40 °C; se recogieron y se extendieron  en un portaobjetos adherente (Figura 4).



    

    

  

  Las muestras fueron colocadas en un equipo coloreador marca (Dako Cover  Stainer), 
  para su posterior desparafinización, hidratación y tinción del tejido (Figura  5). Para esto fueron sometidos a una temperatura de 60 °C, seguido de los pasos  que se indican en la Tabla II.  Una vez teñidas las muestras con azul de metileno, se realizaron  microfotografías, mediante un microscopio óptico de fluorescencia marca (NIKON ECLIPSE  80i), que utiliza un marcador fluorescente DAPI (4 ‘,6-diamino-2-fenilindol)  (9).



    

    



 

RESULTADOS  Y DISCUSIÓN

Los cortes histológicos  mostraron que las muestras provenientes de callos embriogénicos de Palma Coco  Cumbé (Parajubaea cocoides Burret) poseían una composición celular muy  heterogénea, donde predominaba una mayor cantidad de tejido meristemático  conformado por células isodiamétricas, con citoplasma denso y un núcleo grande  y oscuro, característico de callos embriogénicos y en menor escala se encontró  tejido vascular (10). El tejido meristemático se encontraba tanto en la parte  interna como en la periferia de porciones de callodonde la actividad mitótica fue más  intensa y visible (Figura 6).



  

  Las características histológicas encontradas en las muestras de callos  embriogénicos provenientes de esta especie de palma, muestran la presencia de  rasgos propios de las células meristemáticas en diferentes etapas de división,  los que son específicos de estructuras embriogénicas que se encuentran en  sitios localizados, donde se realiza una mayor actividad meristemática de las  células. Estos resultados son corroborados por los descritos en otras variedades  de palmas, como la Acrocomia aculeata (1), Cocos nucifera L. (9)  y Euterpe oleracea (11).

  

  Se pudo observar también la presencia de  células conductoras o elementos traqueales, mediante la utilización de una  sustancia fluorescente denominada (DAPI), que permite la tinción de células  vivas y fijadas, que pueden encontrarse cercanas a las células meristemáticas o  embriogénicas. De esta manera se accede y se facilita la observación de  pequeñas estructuras, a través de la membrana celular (Figura 7).



  

Se han realizado estudios en especies  de arecaceaes como la Acrocomia aculeata (12) y Bactris gasipaes Kunth (13), mediante los cuales se ha comprobado que estos elementos se  formaron a partir de células predeterminadas para posteriormente diferenciarse  en xilema, tomando en cuenta que estas células 
  se encuentran en etapas más avanzadas de diferenciación celular, donde la  auxina empleada (AIA), influyó favorablemente en su maduración. Esta misma  situación favoreció la diferenciación de los elementos traqueales en callos  embriogénicos; esto se debe a la conexión de estos callos con el explante de  origen.

  

  Las condiciones de cultivo en las que  se desarrollaron los elementos antes descritos, influyeron de manera directa en  la diferenciación celular, donde fue determinante la presencia, la  concentración y la actividad de los reguladores del crecimiento empleados.

  

  Como se aprecia en la Figura 8, las células meristemáticas presentes en  algunos cortes histológicos realizados en los callos embriogénicos de esta  especie vegetal, se encontraban formando zonas, donde se realizaba una mayor  división celular o actividad mitótica, lo que da lugar a una mayor formación de  tejido embriogénico y de embriones somáticos.



  

  Mediante la actividad meristemática, se demuestra que los embriones obtenidos  fueron de origen multicelular; aunque se necesitaría un estudio histológico más  profundo y completo donde se involucren todas las etapas de formación del  tejido embriogénico, así como del embrión somático.

  

  Anteriormente se han obtenido resultados por otros investigadores, donde se  brinda información acerca de los factores que afectan el proceso embriogénico,  desde el inicio del proceso, hasta la aparición de embriones somáticos, ya sea  de origen unicelular o multicelular, que fueron tomados en cuenta en este  estudio (12, 14). 

  

  En algunos casos se pueden dar los dos tipos de orígenes en un mismo callo,  como se indica en el estudio realizado con la especie Euterpe oleracea (15), donde se informaron resultados que, además de embriones de origen  multicelular, se encontraron embriones de origen unicelular, situación que ha  sido revalidada por medio de los resultados en estudios histológicos, donde se  utilizaron equipos más sofisticados y que indican la secuencia de estructuras  embriogénicas en otras especies de palmeras (12).

  

  Adicionalmente, se observaron células que  contenían gránulos de almidón, las que se encontraban situadas cerca de las  células meristemáticas (16); estas células que contienen almidón, no  presentaban características embriogénicas. Los gránulos fueron más visibles al  utilizar técnicas de fluorescencia (Figura 9).



  

  Este hecho fue también observado en la palma Acrocomia aculeata, donde  se indicó que las reservas de almidón en los callos, ocurrían mayormente  en células que no exhibían características embriogénicas (12).

  

  También se señaló que la presencia de  estos elementos de reserva en células adyacentes a las embriogénicas, obedece a  un fenómeno que indica comúnmente la adquisición de una competencia  embriogénica (17). Sin embargo, la probable función del almidón en el proceso  de embriogénesis somática no es clara todavía, pero se cree que el  almacenamiento del almidón puede estar relacionado con la baja actividad  mitótica de las células que lo contienen, pues las células embriogénicas tienen  mayor actividad mitótica cuando menor es la presencia de almidón. No obstante,  en un estudio realizado en Euterpe oleracea (11)semencionó,  que tanto el almidón, como otras sustancias de reserva, se incrementan en las  células con la consiguiente formación de embriones somáticos.

  

  En cuanto a la caracterización de los  embriones somáticos, se observó, que estos se encontraban en estado globular y  posían características propias como su coloración blanquecina, forma redondeada  definida y lisa, semejante a un globo; constituidos por células meristemáticas,  organizadas y distribuidas en todo su entorno, similar a lo encontrado por  otros autores (17, 18). Se determinó que el embrión somático se encontraba en  su primer estadio (etapa globular), donde se observó presencia de tejidos como  el protoderma del embrión, el cual pertenece a la capa más externa de las  células que se encuentran en constante división y que su presencia es más  notoria en las primeras etapas de desarrollo del embrión y que posteriormente  se convertirá en la epidermis definitiva de la planta (Figura10). 



  

  A través de estudios histológicos realizados en varias especies de  palmas como Bactris gasipaes Kunth, Acrocomia aculeata y Euterpe  oleracea, se observó que las estructuras globulares están formadas por  numerosas células esféricas y organizadas, además de la presencia de un  protoderma bien definido, como característica básica de la primera etapa de  desarrollo embrionario (11, 12, 14). 

 

CONCLUSIONES


  	
    El análisis histológico de  los callos provenientes de la Palma Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burret), confirmó que eran embriogénicos, debido a la presencia de células  meristemáticas.

  

  

  	La presencia de gránulos de almidón en las  células que se encontraban cercanas a las embriogénicas, implica que existe  formación de embriones somáticos.

  

  

  	Los embriones que se encontraban en etapa globular se caracterizan por  poseer una capa de células bien definida y en constante división celular,  localizada en su periferia, denominada protoderma.




 

NOTA  AL PIE

AHospital  «Carlos Andrade Marín». Manual de Procedimiento de Análisis Histológico.  2014, Quito, Ecuador, 131 p., Servicio de Patología del Hospital «Carlos  Andrade Marín» (HCAM).
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Tabla Il. Procedimiento para la desparafil

on,

hidratacién y tincion del tejido proveniente
de callos embriogénicos

Componente Tiempo
Xilol 100 % 30 minutos
Xilol 100 % 30 minutos
Alcohol 100 % 30 minutos
Alcohol 100 % 30 minutos
Alcohol 90 % 30 minutos
Alcohol 90 % 30 minutos
Alcohol 70 % 30 minutos
H,O destilada 30 minutos
H,O destilada 30 minutos
Hematoxilina-cosina 3 minutos
H,0 amoniacal 2 segundos
H.O destilada 1 minuto
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Figura 6. Microfotografias de corte
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Figura 4. Obtencién de cortes provenientes de muestras de callos embriogénicos de Pama Coco Cumbé
(Parajubaca cocoides Burret). Mediante el microtomo (A) (Thermo SCIENTIFIC SHANDON); (8)
‘microcorte colocado en aguatibia; (C) microcorte recogido y extendido en un portaobjetos adherente.
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Figura 5. Desparafinizacién, hidratacion y tincién del tejido proveniente de callos embriogénicos de
Palma Coco Cumbé (parajubasa cocoides Burr
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Tablal. Protocolo de procesamiento de muestras de
tejido proveniente de callos embriogénicos

Componente Tiempo de permanencia
Alcohol 75 % 1 hora

Alcohol 80 % 1 hora
Alcohol 90 % 1 hora
Alcohol 100 % 1 hora
Alcohol 100 % 1 hora
Alcohol 100 % 1 hora

Xilol 100 % 2 horas

Xilol 100 % 2 horas
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igura 1. Callos y embriones somaticos maduros
de Palma Coco Cumbé (Parajubaea
cocoides Burret), a las seis semanas, en

de cultivo embriogé
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Figura 3. Dispensador de parafina (A) (Thermo SCIENTIFIC, Histo Star), (B) blogues de parafina
enfridndose, (C) bloques de parafina con tejido embrionario
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Figura?. Microfotografia de células conductoras cercanas a células meristemiticas de callos embriogénicos.
‘de Palma Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burret)
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Figura 9. Células con granulos de almidén en fluorescencia, cercanas a zonas meristematicas de callos.
‘embriogénicos de Palma Coco Cumbé

i primas a zonas merisndticas A0
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Figura 10. Microfotografia de un corte histolégico de un embrién somatico en estado globular proveniente
de Palma Coco Cumbé (Parajubaea cocoides Burret)

s mristmatioss crganizadas 40x; B)smorn en forescenciacon ékdas meritamatas y
ar o protacrma.y céhias merslamucas adhacanias 100K





