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RESUMEN

En el presente trabajo se hizd un analisis cromosomico a
partir de células meristematicas de plantulas de seamillas
germinadas v obtenidas de plantas de Pisum sativum L.

provenientes de cultivo in vi

ro originadas a partir de hojas
inmaduras (RT1) asi comt la subsecuente generacidn lograda a
partir de semillas (R12).

Las preparaciones para el estudic cromosémico ; fueron
realizadas de meristemos radiculares y se ensayaron diferentes
(condiciones) variables como: mitostdticos, tiempo de aplicacion,
longitud de la raiz, etc,

lLas anormalidades  cromosbmicas que se tomaron en  cuenta

fueran tanto estructurales como numéricas, dentro de las
~estructurales S8 analisaron porcentajes de aberraciones,
cromosomas retardados y micronucleos, asi como la  longltud

relativa porcentual v la relacioén de brazos en el cariotipo.

El - cariotipo no presentd grandes modificaciones para todoa
los lotes considerados y s6lo en los cromosomas VII y 1V en el
parAmetro relacién de brazos fue diferente para R71 comparado con
todos los demis lotes tanto testiqos como RT2.

Se observé aque para las plantas regeneradas in vitro el

ndmero de células en division fue mayor que las regeneradas in

1<

ivoe en general podemos decir gue no hay modificaciones en el
nimero cramosgmico y los cambios estructurales en el plasma
germinal fueron translocaciones e inversiones, viéndose

reflejadas en los. los paorcentajes de aberraciones sienda mas



elevados en los controles dehido probablemente a la edad de las

semillas.



1. INTRODUCCION

La alimentacioén siempre ha sido una de las necesidades del
hombre que ha requerido de una gran atencién y en la actualidad,
el aumento rdapido de la poblacién ha hecho necesario adoptar
técnicas vy politicas muy particulares qQue no siempre son las mas
adecuadas. Una de ellas es la reduccidn en las tuentes
alimenticias de origen vegetal, pues de muy pocas especies (no
mas de 30) se constituye el 95% de ta alimentacidén humana, esto
no solo implica depender de muy pocés espec%es, ademas las

’
variedades de maiz, trigo, arroz, etc, que se cultivan son mas
sdsceptibles a factores adversos, un ejemploc son las variedades
de maiz (Zea mays L.} gue se siembra en el norte v centro de
Nuevo Leén y Tamaulipas (Reves, 1987) esto debido ha que se  han
destruido las poblaciones silvestres ocasionando ta reduccién de
la variabilidad genetica vy la perdida de germoplasma valiosa que
podria contener genes de resistencia a determinados factores vy
que a través della hibridacidn tradicional o mediante técnicas de
modificacién genética se pudieran laograr plantas mejaradas
(Villalobos, 1984; Rubliuo, 1985)

LLa fawilia Leguminosae es una de las mds grandes dentro del
reino vegetal vy es importante en la vida del ﬁombre camg  un
recurso genético disponittle vy utifizadu para el bienestar vy
satisfaccion de sus necesidades, como alimento directo, forraje o
en el proceso de fijacidn del nitrogeno (Mroginski 'y Kartha,
1984) .

En particular Pisum gativum L., tiene importancia agronémica,

forma parte de la dieta del hambre; y no obstante su alte



consumo, su rendimiento promedieo (kg / ha) es a menudo bajo, por
lo que es necesario implementar diversas técnicas que conduscan a
su mejor aprovechamiento (Pearson, 1981).

Una alternativa han sido las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales que se han utilizado en la regeneracion in vitro de

Pisum sativum L. debido a que han demostrado ser de gran valia,
pues permiten rebasar las barreras biolégicas y eventualmente
alterar la informacién genética caracteristica de una especie,
recuperando clones libres de enfermedades, conservando (3}
germoplasma valioso y multiplicando r.épidamente las variedades
seleccionadas (Villalobos, 1loc cit.j; Rubluo, loc clit.) ademés se
pueden aplicar para buscar solucidén a un amplio rango  de
problemas en aspectos bdsicos de morfoqénesis, bisquimica,
ficsiologia, citeqenética, etc. (Street,1977), también an a!tudit“.il
de produccidn de farmacos y otros productos naturales (Griesbach,

1987),
Se conoce que en las células en cultivo, exiaten factores

flsicos, quimicos y blolbégicos que las inducen a modificer su
contenido gentético y que anteriormente é¢stas se consideraban como
variaciones indeseables, sin embargo este concepto se ha ide:
modi ficando al grado que seconsidera de gran interes estudiar el
material genético en estas condiciones (Villalobos, loc
cit.gJdJaraoslavy y Novak, 1988).

El poder mantener el contenido genédtico sin variacienes o
alterar y formar combinaciones mas adaptadas a las nusvas
exianCiasy es de gran interés puesto que es en el ADN donde se
almacena toda la informacidn vy es el material del cual depende la

formacidn, funcidn y adaptacién del c:rganiﬁmo (Cervuntis.



1978;Gardner, 1979),

Los primeros estudios sobre la estabilidad genética en
cultive in vitro fueron tabaco y =zanahoria y consistian en
detectar las madificaciones numéricas en €] contenido cromosdémito
debido a que las técnicas empleadas no eran las adecuadas. En la
actualidad wusando técnicas sencillas de tincidn es posible hacer
observaciones de (marcas citologicas) relacion de brazos,
posicion del centrémero, longi tud del cromosoma y localizacion
del organizador nucleolar y en cuante a las bandas Giemsa son una
de las estrategias citoldgicas gque redituan mds ihf?rmacion
(Phitlips, t1988).

Este trabajo forma parte de investigaciones anteriores
sobre regeneracidn de plantas (Rubluo y Kartha, 1984) a partir
de hojas inmaduras de chicharo donde al mismo tiempo que era
impourtante la wmicropropagacién tambien era comprobar si se
mantiene la estabilidad genética usando tejido no meristem;ticu

comp explante y también analisando las generaciones posteriores.



11 ANTECEDENTES
I1.1 Cromasimas
11.1.1 Composicign quimica

£l ADN contiene y permite la transferencia de la
infarmacigdn genética. Es un componente principal de las células y
constituye junto con el Acido ribonucigéico (ARN) entre el 5 y el
13 por cientc de su peso seco {(Leningher, 1%278).

Los nuclebtidos son las unidades mondmeras de los Acidos
nucléicos. Cada nucledtideo estd formado por tres componentes: una
molécula de azdcar, un grupo fosfato y una base nitrogenada que
puede ser del tipo de las purinas {adenina o guanina) o de las
pirimidinas (citocina o timina). Estos tres componentes se
integran en una serie, nlmero vy secuencia caracteristicos de
encadenamiento v enlaces de adenina-timina y de guanina-citocina,
unidos losyprimeros por dos Atomos de hidrageno, los Gltimos por
tres y lateralmente por fosfatas y desoxirribosas, de tal manera
que se asemeja una escalera o cadena helicoidal (Jiménez, 1988).

En' tos eucariontes, el cromosama €s un arganelo altamente
complejo y estd tormado por ADN, proteinas histbnicas, ARN gue eEA

ysu conjunto estructuran l1a craomatina. (Smith y Keary,1979).  Las
histonas Jjunte con el ADN, estructuran el primer nivel de
compactacidn que es el nucleosoma o corazén, compuesto de un
octamero fbrmado por dos moléculas de cada una de las histonas; a
este octimero lo rodea la doble hé&lice de ADN dandale certa de
dos vueltas completas j; despuds de esto la cadena de ADN presenta
un. puente antes de llegar al siguiente corazén. A la mitad del

puente de ADN se encuentra una molécula de la histona 1, 1la cual



estabiltiza, orienta vy permite sobreponer uno tras oltro & los
corazaones o0 corag de cada nucleosome (corazdn y puente), este
estado de fibra presenta gl segunde nivel de estructuracidn de
cromatina, siendo la campactacian del ADN  de 3 & 7
veces,resultando ser 1000 veces menor a la compactacién  del
cromosama metafisico. Si esta fibra se replica en si misma se
genera una de diametro mayor llamada solencide, siendo este el
tercer nivel de estructuracioén. El empaquetamiento permite
concentrar al ADN llegando a3 un cuarto o gquinte nivel de
estructuracign, farmando  as{ las fibras del cromosoma que
conacemas (Wolfe reportado en Jiwménez laoc wit.). Su pLincipel
funcién es  almacenar, replicar y transmitir la inforasacidn
hereditaria en forma ardenada que no serla pasiblé en grupos de
unidades gendticas dis@ribuidaﬁ al azar {Swanson, 1948 3
Stebbins, 1971).

él cromosoma presenta una o varias constriccionesy;’ una de
ellas murstra un delicado granulo, el centrimere o cinetocoro por
donde el cromosaoma se fija al huso acromAtico durante la divisién
celular. En organismas pluricelulares, el centrémerc nunca es
terminal; a uno vy otro lada del centrdmero, el cromosoma presenta
una. . porcidén denominada braze, pero uno de los brazos puede ser
mas  .corto, a veces una cunstric}bn saecundaria llamada también
 satélite corresponde al organizador nuclealar, que es la regidn
que cantrola al nucleolo constituido por beterocromatina (Curtis,
lé?b).
11.1.2. Variaciones cromosbdmicas

Para ceda especie biolégica v categoria de células los

cromasamas se encuentran en ndmero  constante v coma



individualidades transmisibles con caracteres bialbgicos
propios.las c&lulas somjticas de las plantas superiores y de los
animales generalmente tienen nimeros cromosémicos 2n ; o sea que
cada cramosomas se encuentra por duplicado, mientras que las
células germinales,las cuales sufren una divisidn reductora
tienen un solo miembro de cada par. B5in embargo en realidad muy
frecuentemente puede ocurrir uha alteracidn en el material
gendticojen el sentido mas amplio las mutaciones comprenden todos
los cambios incluyendo tanto las alteraciones, en las particulas
submicrouschdpicas como las estructuraies y numéricas de lbs
cromosamas, aunque generalmente el término mutacidn lo emplean
los genetistas en sentido estricto para especificar solamente

cambios de gen o de punto en contraste con los cambios

cromostdmicos visibles) es de presumirse que los cambios menores
ocurren en los genes constantemente sin  producirc ninguna
alteracidn fenotipica, gin embarge influyen en la seleciédn

natural vy representan asi un factor en la evolucidn debido a que
al ocurrir esos cambios se perpetuan en las siguientés
generaciones (Bardner, 17793 Smith-Keary, 1979)

Cambios en la estructura cromosdmica se han detectado en una

amplia variedad de organismos,clasificandase en cuatro tipos las

alteraciones que pueden ser debidas a cambios en el namero de
genes en los cromnosomas (delecidn y duplicacidn), a en la
ubicacidn de I1lps genes en los cromosomas (inversiones Y

translocaciones) (Avala y Kiger, 1980).
a.- Pelecidn. Consiste en la pérdida de un segmento cromosdmico

¥y, por consiguiente, de la informacidn genética contenida en el,



considerandose como deticiencia si el segmento  no incluye

centrdmero e intersticial cuando si lo incluye; se identtfican
.ambas citoldgicamente en células somdticas cuando son lo
suficientemente grandes como para observarse en  los  cruomasomas
metafisicos vy las deficiencias en céglulas en anafase como

fragmentos,sin embargo el momento mis propicio para identiticar
la delecién es cuando se da el apareamiento entre cromosomas
homblogos.En  general puede ser este tipo de cambio estructural
letal pero en determinadas especies en las que existe una
repeticign de in#ormacién gengtica camo las poliploidias, la
'

pérdida de algdan segmento cromosdmico puede ser tolerado por los
individuos. (Lacadena, 1981)

b,~Duplicacidn.Es un cambic estructural que produce la repeticion
de un segmento cromosimico de mayor a menor extensi bn. Lorio
consecuencia de la duplicacién de segmentos pueden originarse
puentes anaflisicos en las divisiones meiédticas con una posterior
rotura y fusibn y citoldgicamente las duplicaciones pueden tener
la apaFiencia similar al de la delecidn en el apareamiento entre
cromosomas homblogos, aunque la prueba citolédgica mis evidente de
la existencia de las duplicaciones es sin duda la identificacién
banda a banda. (Ayala y Kiger,loc cit.; Laecadena,loc cit.).

c.- Inversisn., Es un cambio estructural por el cual un segmento
cromosbmico cambia  de sentido dentro del praopio cromosoma
haciendo gires de 180 grados y pueden clasificarse en: i) simples
paraceéntricas cuando en un cromosoma determinado sdlo hay un
Qegmento invertido y no incluye al centrémero, ii}) simples
pericéntricas cuando el centrémera estd incluido en el segmenta

invertido y ii1i) complejas cuando se invierten sinultineamente



varios segmetos de un mismo cromosoma. El comportam:iento
citoljgico de las inversiones paracgntricas y pericgntricas es

distinto,tanto en las células somgticas como en las meigticasjen

la mitosis las pericéntricas pueden cambiar la morfologla del
cromosoma y las paracéntricas no, mientras que en la meiosis las
inversiones paracéntricas originan la formacidn de puentes Y

fragmentos acéntricos y cuando la inversibn incluye al centrbmero
no se producen puentes anafiasicos y como consecuencia de una
inversidn dable pericéntrica Yy paraceéntrica ocurre el
sobrecruzamiento en un lugar préximo al centrfmero originando un
puente anafisico (Ayala y Kiger,loc cit.; Lacadena,loc cit.).
d.-Translocacidpn.Es wun cambio estructural en el que alqan o
algunos segmentos cromosdmices camblan de posicidn relativa
dentro del complemento cromosémico,clasiticandose en ios
siguientes tipos il)translocaciones internas o intracromosémicas
cuando un segmento cromosdmico cambia de posicidon dentre del
propio cromosoma y ii) translocaciones intercromosomicas cuando
ios cambios ocurren entre cromosomas, ilamandese transposicién
cuando un  segmento de un cromosoma pasa a otro y translocacidn
reciproca cuando el cambio de seqmentos cramasdmicos es mutuo
entre dos cromosomas siende simétrica ai en el . cambip cada
cromoséma conserva. su centrémero o asimétrica si en el camblo
ambos centréomeros quedan juntos oriqginando esta altima cromogomas
dicéntricos y fragmentos acéntricos.

Los fragmentos acéntricos se desintegran en el citoplasma o
fofman micronicleos al no incorporarse a ningdn grupo anafasicoy

mientras que los crompsomas dicéntricos pueden originar

i0



cromosomas retardados ¢ puentes anafasicos tanto en mitosis como
. en melosis. (Lacadena, loc cit.?

Ademds de los comportamientos citolegicos tpuentes,
fragmentos vy micronacleos) producidos por las cuatro variaciones
estructurales antes mencionadas existen las anafases multipo!arés
donde el huso acromitico presenta disturbios los. cuales
impiden su buena formacidn y funcionamiento y los cromosomas
retardados producto de la inactivacion del centromero (Bafza,
1980).

Los cambios en el n{mero de cromosomas puede afectgr a _105
cromosomas de diferentes formas, vya sea por la pérdida o
adquisicion de uno o mas cromosomas o de doteciones completas de

ellos, debido a estd este tipo de varlaciones se clasifican -en

varios tipos(Smih - Keary, 1979)
a.-Fusiones y Fisiones. [.lamados también sistemas Robertsonianos
,estas cambios alteran el ngmero de cromosomas pera no

incrementan o reducen la cantidad de material hereditario(Ayala y
Kiger loc cit.)

Las fisiones centroméricas o translocaciones Robertsonianas
originan cambios en la estructura,de forma gque un craomosoma
metacéntrica produce un par de cromosomas telocéntricos por
divisidn transversal del centrémerojpor su parte {as fusiones
Robertsonianas resultan de las fusiones de deos cromosomas acro- o
telocéntricos para dar lugar a un cromosoma metacéntrico,  este
tipo de cambios morfolé&glcos ocasionan una reduccidon en €l ndmero
total dg cromosomas y al igual que en las fisiones, se  mantiene
constante el nimerc de brazos mayores,la fusidn cromo’sdmica es

muche mas  comun que Llta- fisiédn (Ayala y Kiger, loc cit.;

11



Garcia, 1985)
b.—- Haploidla.llamada tambié&n Monoploidia es la condicidn de
un organismo,tejido o célula con un wso0lo juego de cromosomas vy
puede ser un estadae normal © anormal en la naturaleza.la
pasibilidad de que un animal haploide llege al estado adulto es
pequefia pero en el reino vegetal ,por el contrario la haploidia
anormal occurre con ¢ierta frecuenclia (Lacadena,loc cit.)
c.-Aneuploidia es la condicién de un individuo, &rgano, tejido o
célula cuya constitucién cromasédmica no comprende un namera
exacto de los jueqgos cromosémicos bisicos propios de la especiej
se utiliza el término nulimdmico para individuos deficientes de
un  par de cromosomas homblogos de su complemento somatico vy
monosbmico, trisdmico, tetrastmico,etc. se refieren a 1la
presencia de un cromosoma  determinado,una,tres,cuatro veces
(Ayala y Kiger,loc cit.; Lacadena,loc cit.?.
d.-Poliploidia s la duplicacidn do= o més veces del juego
cromosdmico y se denomina tri, tetra o n-poliploide segldn el
ntmero de juegos idénticos de cromosomas que tenga. Dos clases de
poliploides pueden distinquirse de acuardo al orligen del juego
cromosémico i)autopoliploides se originan mediante la duplicacidén
directa del complemento cromosdmico derivada de la misma especle
il)alopollploides también llamados anfldiploides ser deriva su
juego cromosétmico de especies diferentes. (Ayala and Klger.l?BO)'
La endomitosis y la endoreduplicacién (reduplicacidn)  son
causas de las poliploidias mientras que una aneuploidia s=su
principal causa es la translocacién, la no disyuncién mitbdtica o

delecidn (Evans y Reed,1981).lLa endomitosis consiste en una

12



divisign celular sin que ocurra una telofase completa {Curtis,
1974) y la endoreduplicacidn (Torrey, 1958) consiste en duplicar
la cantidad del ADN durante la interfase en dos ocasiones sin que
ocurra uwna divisidn celular entre ambas.Los dos procesos
anteriores han sido estudiados detalladamente detectindose
alqunos pasos o0 mecanismos que ocurren durante estos procesos
{Ganz4lez et al1.,1985 ).

Aunque el nimero cromosgmico en si representa el nimero de
agrupamientos en los cuales se divide el material genético, el
trayecto evolutivo de una especie determinada puede sequlrse en
algunos casos por la comparacibn numérica vy las relaciones
estructurales de sus cromosomas con los de otras especiss del
género, siendo el material gendtico acompaffado de otras estudios
un factor importante en la deter@ihacibn tde los esquemas
evolutivos (Bardner, lec cit.; Mercado, 1983}

Se podria hablar mucheo de los cambios evolutiveos originados
por los cambios en el material genético ya que las alteraciones
en. la  frecuencia g&nica representan la base del cambio en la
estructura qenética de las poblaciones naturales y en esencia,
esto es evolucidn.Sin embargo,se requiere de algo mas para
establecer cambios en las frecuencias genéticas de las unidades
de poblacidn en los pericdos de tiempo pues el desarvollo de una
planta y la respuesta que dé a un medio ambiente determinado va
a influir en el genotipo.,(Gardner,loc cit.)

La Fisiologla nos ayuda a conocer el control genético y a
su vez este Gltimo nos ayuda a tener un mejor entendimiento de la
fisiologia,un ejemplo es el control de la floracién el cual esta

dado por un sistema poligénico que actua de acuerdo a las

13



condiciones del medio ambiente, pudiendose ver las expresiones de
dichos genes en la wmanifestacibn morfoldégica ya gque las
condicinones medio ambientales o tratamientos favorecen la
expresidan de un gen en particular o combinaciones de genes y asi
obtener segregacidn distinta (Barber en Murfet, 1977)

No obstante y a pesar de 1o anteriormente dicho,en estudios
como el de Pisum sativum realizado por Lamprecht se encontrd que
un fenotipo similar no es sienmpre una prueba de homogenelidad
genética vy por otro lado la diversidad fenotipica no es siempre
deblido a una heterogeneidad genatica lo que qulzds sea resultado
de una penetrancia incompleta de un gen y no una impureza
genética (Murfet,loc cit.)

Las fuentes o pasibles causas que modifican el genoma en los

organismos son muchas ya que pueden ser naturales o  i{nducidasg

entre ellas podemos citar los sigquientes tratamientos:las
temperaturas elevadas, presidn de oxlgeno, edad de los
progenitores, rayes X y los rayos ultravioleta , cultivas

celulares y regeneracidn de tejidos; otra fuente son ciertos
agentes quimicos como el fenol, los analogos de bases
nitrogenadas,la colchicina que es un alcaloide, el acenafteno .y
@cida tndolacético entre otros y las hibridaciones intra e inter
especificas (Lacadena, 1981},

Como se apuntb anteriormente, la mavoria de las variaciones
a nivel gendtico causan alteraciones en los organismos bajo
condiciones de au medio natural usual, debido a que con los
cambios al azar es remota la posibilidad de mejoramiento de la

planta o animal,no obstante los cambios podrian estar coordinados

14



{o ser inducidos) con situaciones ambientales controladas por el
hombre vy causar un mejoramiento en favor al mismo hombre y a su
ambiente; por ejemplo,las ovejas de patas cortas las cuales son
mis deseables para el hombre,los frutos sin semilla asl como la

seleccidn de plantas y frutos mas deseables (Gardner, loc cit.).

11.2, Estabilidad Gené&tica de Plantas Regeneradas in vitro.

Cuando Morel en 19460 describid la técnica de propagacign de
plantas wutilizando apices de orquideas del génera Cymbidium . ,se
creyd que las plantas derivadas al ser fenotipicamente hamog&neas

- '
indicaba estabilidad gendticajysin embargo. c¢on el tiempo se
encontrd que no era asi, y a partir de entonces muchos trabajos
han aparecido sobre la variacidn y estabilidad cromosémica
(Gamborg vy Shyluk,1981).Estas inestabilidades incluyen cambios
numéricos o estructurales en los cromosaomas (D’Amato, 1777).

Lows cambipos estructurales o pérdida de material genético
puede ser una fuente de variacién mas frecuente que cambioa en el
namero cromosémico (Evans et al., 1981) aunque estos estudios
dan a conocer el grado de cambio citogénetico en los cultivos
celulares & plantas regeneradas,son pocos los realizados hasta
ahora y los an&lisis cromosiémicos no han sido disefados de manera
que generen un miximo de informacibn citogenbdtica (Phillips vy
Wang, 1984) .

Con respecto a los tejidos meristemdticos in vivo las
células ben divisian mantienen el ndmero cromosdmico
diploide.Esto s asegurado por dos grandes propiedades que poseen
las celulas meristembticas: 1) El estricto control de la secuencie

en la sintesis del ADN en Ia mitosis  que no permite
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extraduplicaciones que son responsables de la poliploidia
somatica y 2) La continua divisién la cual elimina partes menores
de los cambios estructurales en los cromosomas gue ocurren
espontaneamente (D’Amato, loc cit,}) aunque no siempre sucede asi
estrictamente. En estudics realizados en tejidos in vivo se ha
establecido que en un gran n4mero de especies en plantas
superiorea tanto Monocotileddneas como Dicotileddneas,las células
de tejidos diferenciados como la corteza,endadermis v metaxilema
sufren duplicacibn de cromosomas sin mitosis subsecuentes por lo
cual e)] contenido de ADN en Jlos nd{cleos pueden ser dobles o
cuddruples (Torrey, 1961) un ejemplo son los cromosomas
politénicos abservados en Phaseolus cocgineus L. y Phaseolus
vulgaris L. lo que parece ser una condicidn muy usual en la
constitucidn de muchos tipos de celulas,los nacleos se encuentran
en diferentes condiciones a las que estuvieron al final de 1la
mitosis inmediatamente antes de la diferenciacidn (D'Amato,1977)

Con respecto a la estabilidad gengtica en cultivos in viktro
se  ha propuesto que esth determinada por muchos factores,de los
cuales podemos mencionar entre otros el tipo de explante
utilizado,los nutrientes que se encuentran en el medio, el tiempo
de cultivo empleado (Constantin, 1981)

a) La variabilidad cromosbmica in vitro puede aparecer en
tos primeros subcultivos pero ésté mucho mas aseciada en cultivos
de largos periodos (Evans y Reed, 1981).Trabajos con dog_cul£&vos
de Triticum manecoccum L. (2n=14) a partir de un misma callo, el

'prkmera examinado despuas de dos aﬂog'y el sequndnr despubs de
tres afflos , se obtuvo lo siquiente; ia mayoria de las células en

#l cultivo de dos afos tenfa 16 cromosomas y la minorfa de 13 .a
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17, en el otro cultivo el nimero cromosimico vario de 27 a 30
5resentando una alta frecuencia de 2B cromosomas (Kao et al.,
1970). Las investigaciones de callos cultivados por mucho tiempo
permiten suponer que las fluctuaciones o irreqularidades del
complemento cromosémico in vitro se han ido acumulando (Kallak et
al.,1978) posiblemente causados probablemente por medios téxicos.
Asi como también una activa tasa de crecimiento tiene niveles
uniférmes de ploidias (Gamborg and Shyluk,:i981), por lo que una
posible explicacidn a la estabilidad de callos de Lirig fue su
crecimiento relativamente lento(Sheridan, 1975}, ’

b} Para hablar acerca de la variabilidad genética producid;
por sustancias, debemos mencionar en forma general, que el medio
nutritive para el cultivo de tejidos veqetales esta constituide
de cuatra componentes esenciales y uno opcional. Los nutrientes
esenciales son sales indrganicas, fuentes de carbono vy energla,
vitaminas y reguladores de crecimiento, como nutriente épqinnal
se menciéna‘a los suplementos orginicos (Marti{nez, 1985, siendo
los - requladores de crecimiento los puntps de interén debemos

mencionar que entre las hormonas vegetales mas usadas estan  las

auxinas y citocininas, las cuales pueden ser de origen natural o
sintético. De las auxinas mia utilizadas se tiene el aAcido
indolacttico (ATAY, el acida indolbutirico (18R), Acido

naftalenacético (ANA) y el Acido 2-4 diclorofenoxia:ético.(2,4—D)

(Dodds and Roberts, 1982) siendo el primero de origen natural.
Entre las citocininas, la zeatina (Z) es el primer compuesto

natﬁr;l activo sobre la divisibn celular,sin embargo por ser muy

dificil su extraceitn la & bencilamino purina (BA) y la cinetina
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(K} de origen sintético son mas utilizadas (Morel, 1%74).

La auxina (2,4-D) se reporta que induce c&lulas aneuploides
con mayor frecuencia que el Acido naftalenacético (ANA)
(Griesbach, 1987) y en estudios de Haplopappus gracilis Nutt se
observd que despué¢s de 18 subcultivos en un medio con ANA | mg/i
ge obtiene 100% de mitosies poliploides,mientras que cultivos con
altas concentraciones de ANA 4 mg/1l con el mismo nbhaero de
subcultivos se obtiene el menor ndmero de mitosis poliploides
(19%) (Sheridan, 1975).

La cinetina actda como un disparador de mitosis en células
endorreduplicadas y en cultivos de raiz de Pisum mativum L. puede
inducir endorreduplicacidn antes de la mitosis (D' Amato, 1977) y
cuando estos fueron cultivados en el medio de Shigemura sélo
células diploides proliferaron,pero cuando se adiciond al medio
Cinetina mas 2,4-D , lae células tetraplioides tambhién fuesron
selectivamente estimuladas para pasar a la mltosis. Otra de las
caumas de inestabilidad es la carencia o bajas concentraciones de
fosforo en el medio (Evans y Reed, 1981).

-En  Brachycome dichromosomatica (2n=4)en la formacidn ' de
callos a partir de partes vegetativas usando ANA .O.qull ¥
cinetina O0.1img/! ae observa un potenclal alto de rizogénesis vy
econ  2mg/l de cinetina la formaclidén de rajiz fue completamente
suprimidajen este trabajo merece especial atencién la existencia
de variabilidad fenotipica;a pesar de que se presentd un
cariotipo normal (Gould, 1979)

) De acuerdo al tipo de explante tambié&n se reportan
di ferentes respuestas gendticas, tal es el caso del cultivo de

brganos los cuales no garantizan una estabilidad gendtica despuks
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de =i desdiferenciacidn y diferenciacitn a plantas cospletas
iMartinez,198%) coan excepcisdn del cultivo de embriones,donde la
frecuencia de plolidias en forma natural es extremadamente baja
{Young et al., i981) un ejemplo son los trabajos sobre plantas
regeneradas =n malz por cultive a partir de embriones inmaduros
donde arriba del 0% de las plantas son de cariotipo normal
(Phillips ¢ Wang, 1984).

El utilizar el cultivo de meristemos gerantiza con un amplio
rango _de seguridad la estabilidad gendtica durante el ;cult\va.
obtent enda plantas clonadas,sirndo esto asmgurado por las  dos
grandes propiedades de las célulan meristemdticas anteriormente
mancionadas (D'Amato, 19773 Mroginski y Kartha,1984; Gonzalez et
al., 1985).

Las cé&lulas de callo como las de cultivoa en suspensibh
asociadas con el factor tiempo won particularmente mas varjiables
en su nidmero cramoasbmico que otros  comprobandose en  numerosos
trabajos (Evans and Reed,198)) en especies como Crepis capillaris
L., MNicgtiana tabacum L., Haplopappus gracilis L.{Kallak et
2l 1978 Triticue mooesogum L., T. aestivum L. y Melilotus alba
.Desr.Whites S.c.,White M. ,BukharaiKao, 19703.

Los cultivos de protoplastos estén sujetos a variacién
cromuspmica como los de callos o de cultivos en auspensidn, sin
embargo plantas con namero cromosdmico diploide han sido
regeneradas de cultivos de protoplastos (Evans loc cit.).

Ademas de estas factores que favorecen o inflqyeh en la

mstabilidad genédtica cabe mencionar tambi&n una posible

resistencia de las plantas, vya  oque trabajos - con avena han
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demostrado que una variedad puede ser mas estable
cromosomicamente que otra (Phillips y Mang,loc cit.).De las

especies que se reportan con poca variaciin se encuentra el lirio

(Sheridan, 1975).

La manifestacidn de poliploidias puede explicarse por dos
pogibles causas:ii) Que células diploides hayan duplicado sus
preexistiendo en 1os explantes reflejandose con el tiempo de
tratamiento en las condiciones in vitro (Kao, 1970} SGheridan,loc
cot.iD’'Amato, 1977), como se puwde apreciar en eswtudios realizados
en- callas de Vicia hajastana y Haplopappus gracilis L.
(8ingh, 1972) o ii) Los niveles de ploidia son diferentes de los
tejidoz originales siendo loa reguladores de crecimiento los
inductores de las c&lulas diploides a reduplicarse (Bamborg and
Shyluk,19B81). En los resultados obtenidos en cultivos de células
en suspensidn de Triticum mongcoccum L. (Kao,loc cit.); tanto in
viveo como in vitro se observa que bajo las condiciones de cultivo
ensayadas las células con nimero cromosimico variable reemplazan
con el tliempo a las de ndmero normaly sin embargo’ en algunas
especies sdlo plantas diploidaes se han recobrado de callos
minoploides, suglriendo que {as células diploides 0on
selectivamente favorecidas durante la regeneracidn de plantas
{Evans .y Reed, 1981)por lo que se permite concluir que opera un
mecanismo de seleccidn (Kallak et al., 1978).

Con respecto a cultivos in vitro de tumqraa muy poces

anilisis citogenbticos se han realizado 3 en la mayoria de. los

cultivos, ciélulas poliploides y ansuploides fueraon pradominantes;
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mientras que las células diplolides fueron raras o ausentes.lLas
poliploides vy aneuploides son reportadas en tumores in vivo por
lo que se sugiere que estas condiciones son responasables de la
tumoraci &n, sin embargo muchos reportes indican que la
poliploidia o pérdida cromosdmica son el producto y no la causa
de el estado neoplastico, ejemplos de especies cultivadas vy
estudjadas potencialmente tumorales son: Osmunda cinnameomea L.,

Pteridium aguilinum <(L.) Kuhn, Picea glauca {Moench) Voss,

Nicotiana- tabacum L. (Singb,loc cit.) y Crepis capillaris L.en

donde gQracias a la técnica de bandeo se 96contrarok ademha
numerosos rearreglos estructurales (Ashmore y Gould, 1981).

Sea cual sea la causa de la inestabilidad gendtica tanto
eatructural como numérica podemos decir que tiene gran influencia
en ella las condicionesvde cutivo en relacifn con caracteristicas
de actividades reproductivas‘y metabdlicas de las células (Kallak
et al..lbc cit,).

La pérdida o ganancia de cromosomas para algunas especies no
trae consigo trastornos graves teniendo una alta multiplicidad
genédtica,mientras que una alteraciédn en especies con un namero
cromosdomico menor como Haplopappus gracilis L. puede causar
suficientes trastornos en el balanﬁe genético (Kabp,loc cit.).

Como anteriormente se ha dicho muchas variantes fenotipicas
descritas para una cierta variedad en sistema de cultive puede
ser causado por alteraciones craomosbmicas y en otras ocasiones el
fenotipo de plantas regeneradas puede no siempre deberse a

anormalidades cromosadmicas sino a factores medioambiental es

(Phillips y Wang, 1984).
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Existen razones para inducir poliploidias en cultivos
celulares,por ejemplo si uno esta interesado en la ragulacidn de
un gen vy en metabolitos secundarios, las células poliploides
pueden ofrecer algunas ventajasjun ejemplo es la induccion de
clones tetraploldes de Phlox drumnondii Hook donde la actividad
de la deshidrogenasa alciAholica fue aproximadamente dos veces mas
alta que en células diploides vy sd4lo en estos clones ase
encontraron flavonoides los cuales en células diploides no estan
presentes, ademas que =e demuestra que la inducclién de

poliploides puede romper o cambiar los mecanismos de requlacidn

asociados con la expresidn de genes (Griesbach,1987).

11.3 Caracteristicas Generales de Pisum sativum L. cv Century

I1.3.1 Clasificacidn (Cronquist, 1981}

Divisidn Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subcl ase Rosidae

Orden Fabales

Famiiia Fabaceae

Génerao ' Pisum

Especie " Pisum sativum L

La subespecie con vainas comestibles es Pisum  sativum L

subsp. saccharatum, (Casseres, 1984)
Morfologia

Trépadora, anual glabra y glauca con zarcillos. Estipulas
grandes 3 foliosas (usualmente tan grandes como los

foliclos).Foliolos ovales uavadas, 2-3 pares, el foliolo terminal

en zarcilloj con pocas flores sobre un pedunculo axilar, blancas:
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semillas globulares. El chicharo se encuentra en muchos lugares

por lo cual ha recibido varios nombres. Hay dos tipes principales

de cultivares, aquellos que crecen por la semilla y agquellos que
crecen par la vaina comestible (Bailey, 1950)
Origen

Nunca se ha definido el verdadero centro de origen de Pisum

sativum L va que desafortunadamenﬁe tos féHsiles consisten
principalmente de semillas carbonizadas por {D que es mis dificil
fijar el tiempo de domesticaciédn,pero se considera que fue de las
primeras plantas cultivadas, algunos restos indican qu? ya se
encontraba bien domesticado aproximadamente &000 afios A.C.a fines
'del Neoli{tico. Formas primitivas y silvestres fueron encontradas
an uha vasta regibn con sus centros en Oriente vy Etiopta usados
como hortalizas, incluyendo areas de Aszsia Central, Abisinia y el
Mediterraneo. La dizpersibn de Pisum sativum L por muchas partes
del viejo continente no esta asociada con la di;tribucibn,
migracidn, y actividad del hombre.

Mucha confusidn e incertidumbre ex;ste sobre el ancestro da
Pisum zativum L. encontrandose mucha similitud con Pisum arvenses

L. y Pisum sativum L 1o gue sugiere muy probablemente se
originaron, del mismo ancestro siendo el chlcharo actual, un
producto de procesos evolutives. En contraste con el gulsante
moderno, las semillas de formas primitivas encontradas eran duras
Y amargas y. eventualmente contenian sustanclas téxicas, por 1o
que - ely humbre evidentemente seleccionbd vy propagh mutantes con
vélor agricola (Marx, 1977).

© Métodos de propagacidn.

Bhsicamente es por semillas, con la densidad de siembra mas
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aproplada de B0 kilogramos de semilla por hectirea (Casseres, loc
cit)

Importancia Econgmica.

La produccisbn de Pisum sativum L se destine principalmente para
el consume fresco, frecuentemente en ensaladas y cremas, las
hojas, el tallo o la planta completa constituyen un alimento

excelente para el ganado como forraje verde o seco. La flsiologla

de Pisum sativum L esty determinada en gran medida por et factor

gengtico (el patrén de ramificacibn es de interés considerable
cuando esto es utilizado para la interpretacién de algunos
resul tados - especialmente a los concernientes & mutaciones) vy
depende la forma y el desarrollo de la planta sélo hasta cierto
punte de las condiciones ambientales,como la sequia Y
temperaturas altas que inducen una maduracign temprana
{Pearson, 19819 Es propio de climas frescos,pero sin demasiada
1luvia,

El problema que seg tiene al cultivar Pigsum sativum L es que
se utilizan para la siembra variedades de baja ralidad cuyo
grano,se vuelve rapidamente almidonoso o duro. Esta es una
hortaliza que puede mejararse mucho, mediante la introduccidn de
mejores cultivares vy la adopcidn de mejores pricticas de cultivo
y - cosechay ia mayoria de los palwes para obtener -alta calidad
dapenden de semillas importadas,sin embargo e! alto costo de ia
semilla limita la expansidn de siembras en América latina.

Se considera una hortaliza fina y en algunos palses es mds
facil obtener el chicharo de alta calidad enlatado que fresco,as

un articulo de bastante consumo pero por su precio se clasifica
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en alqunos lugares como un alimento para personas de alto nivel
econdmico.Sin embargo podria ser un artjiculo de consumo de mucha
gente como producto recién cosechado, con la intreoduccidn de
cultivares de alta calidad y con el mejoramiento de los sistemas
de cosecha,enlatado, transporte y comercializacidén (Casseres, loc
cle.).
11.3.2 Cariotipo

El  nimero cromosémico de Pisum ‘sativum L 2n=14, fué
reportado por Canon en 1903 y confirmado por Nemeec y Strasbuger
en 19049 y 1907, la existencia de satélites en.el cariotipo fue
reportada en afios postericres con alguneos resultados interesantes
que indicaron la presencia de estos sobre el brazo corto de une
de los cromosomas (Sansome, 1932). Sin embargo esto no- fue
confirmado en forma convincente por otros investigadores, esto
probablemente sdélo demestrd la falta de trabajo sistemdtico en
este campo.En articulos posteriores se reportan satélites pero
estos se muestran en los brazos mas largos (Blixt,1972).

La linea 110 fue preopuesta como la linea-tipo vy
representante del cariotipo normal de Pisum sativum L. , (Blixt

b, 1958) propone la siguiente clave para identificar cada uno de

los cromosomas.

A Cromosomas con satélite (sobre brazo largo)

I Satélite grande relacidn de brazos 2.2, longitud %4 7.4 V1
Il Satélite corto relacidn de brazos 1.9, longitud?Z 7.1 1y
B Cromogomas sin satélite.

I Constricclén marcadamente subterminal,relacian

de brazos 2.8, longitud % 7.0 VII
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1ia Constriccidbn media-submedia (cromosoma mas corto)
+ Cromosoma con la constriccign no exactamente

a la mitad, relacidn de brazos 1.2 a veces muestra

una caonstriccidn secundaria i1
++ Cromosoma corto con la censtriccién medlia,

relaciédn de brazos menos 1.1 longitud % 6.0 11
116 Canstriccidn submedia, relacidn de brazos 1.5-1.7

+ Cromosoma el mas grande longitud % B.é6

relacién de brazos 1.5 I
++ Craomosoma corto, longitud % 7.0 relacidn

de brazos 1.7 ' Vv

I1.3.3. Eatabilidad genética en Pisum sativum L

Las caracteristicas mutantes de tipo Mendeliano,se dehen a
‘pequepas modificaciones en los cromosomas vy a} igual que en otros
organismos, Pisum sativum L presenta variaciones genotipicas,
tanto naturales como inducidas: sobre las mutaciones espontaneas
podemos afirmar que la existencia de diferentes tipos de
‘radiaciones en la naturaleza es una causa o factor que interactua
con el ADN de la célula. Existen ademas 2 causas relaciﬁnadas,coﬁ
la variabilidad, que son intrinsecas del organismo vy tue afectan
observada en una gran cantidad de material \ que en
considerablemenente alta en Fl de cruzas que en lineas puras
(Lamprecht, 19379 citado por Blixt,1972).

El otro fa:to? es la wdad de las semillas donde la tasa  de

aberraciones en semillas viejas fue de 10-12 % vy alrededor del 1-
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3 4 de puentes (D’Amato, 19351 citado en Blixt, 1972),

Entre los agentes que inducen aberraciones cromosémicas en
chicharo se encuentran las radiaciones y en especial las
ionizantes. Presentan un efecto directo y modifican las
condiciones metahdlicas durante y despues de la radiacién.

Una gran diversidad de accidn en dafio cromosdmico de los
agentes quimicos se ha encontrado,ya que algunos quimicos rompen
cromosomas sin  inducir mutaciones otros inducen mutaciones -sin
romper cromosomas, mientras que algunos hacen ambas cosas y otrdg
rompen préferentemente en regiones heterocromﬁt{caa. '

‘Especificamente en cultivo de teiidos de Pisum sativum L se
observd que durante l1la formacidn de callo a partir de raiz
ocurrid un doblamiento cromosdmico,originando nicleos poliploides
en presencia de extracto de levadura en el wmedio (Torrey, 1958)
ademads de la levadura, la cinetina se reperta como un disparador
de mitosia en céluias vegetales maduras que han sufrido
duplicacisn endami tbtica (Torrey, 1241} sin embargo plantas
completas que se formaron a partir de hojas maduras e inmaduras
por via organogénica (con formacidn de callo marcadamente escasal
contiene el numero diploide né?mal y so6la se cncbntrd Qna

variacién en la frecuencia de regeneracioéon de brotes vy yemas

(Rubluo y Kartha, 1984).
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LI1. OBJETIVOS.

El objetivoe planteado para el presente trabajo,fue el
analisis de la estabilidad cromosémica de chicharo (Pisum sativum
L) en meristemos radiculares de semillas derivadas de plantas

obtenidas por cultivo in vitro (a partir de hojas inhmaduras) asi

como .en la generacidn posterior obtenida por semilla. Para el
logra de este objetivo se analisaron tas alteraciones
cromosémicas en anafase (fragmentos, puentes, cromoscmas
retardados vy anafases multipolares) ademas, Se ob£uvo el

cariotipo tanto de las plantas derivadas de cultivo in vitro como
de testiqges, considerando suy  férmula cariotipica, numero
fundamental, relacidén de brazos y longitudes porcentuales de cada

tipo de cromoscma. .
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1V MATERTIALES v METODOS

IV.1 Material Biolégico.

Para la realizacidn de este trabajo se utilizaron 5 lotes de
‘semillas:

i) El primer lote fue de semillas de Pisum sativum L. wvar.

Early wutilizada para realizar ensayos preliminares y mejorar la

técnica, asi como tratar de encontrar el nuemero adecuado de la

muestra que fuera representativo y minimo, va que &1 material de
. . .

interés era escaso vy en trabajos similares anteriorment

reportados, e! tamafo de la muestra eran muy grande o muy pequeda
F(Blixt b, 19589; Kallak et al., 1978; Rubluo et al., 1%278; Rubluo
y Kartha, 1984).

ii) Los cuatro lotes restantes de la varieded Century obieto
de eate estudio fueron proporcionados por el Dr.  Abraham Rubluo
Islas; 2 de los lotes +fueron controles (CT1 vy CT12) Y 2 de
semillas obtenidas de plantas regeneradas por técnica de cultivo
de tejidos (R1l ¥ R12) (Rubluo vy kartha, 1984) wver +4iqura 1,

Cada uno de las lotes de semilia (Ctl, cL2, Rtl y Rt2) se
analisaron en 2 aspectos a) Elaboracion y comparacidn de sbs
cariotipos en metafase y b) alteraciones cromosdmicas encontradas
en anafase.

Para el ler aspecto se utilizaron 20 semillas por cada lote
realizando una preparacion permanents par cada semilla,
seleccionando 10 de las mejores , tomando un campo de cada una de
ellas. ’

Para- el 20 andlisis se utilizaruh 12 semillas de cada
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‘lote,pero se enpcontrd que 1! individuos por {ole era un numero
adecuada,

Las semillas a qgerminar se colocaron en  frascos que
cantenian wuna capa de algodén humedecido con agua destilada. Se
incubaron en obscuridad y temperatura ambiente debido a que el
totoperiéda en plantas influye en ®©1 numero de divisiones
celulares por |o que se reccomienda gue los cortes de los
meristemos radiculares se realicen en las primeras horas de la
mafana y a temperaturas no demasiado bajas (Gimene2 et at.,

,
‘1977>. Una vez que las semillas germinaron y se aobseraron las
raices primarias se cortaron aquellas que tuvieran una longitud
de 2-2.3 cms. (Street,1977)
IV.2 Preparacion del Material.

El material que se utiliza en estudios Citoelégicos es
generalmente 2o0nas meristemdticas, en el caso particular fueron
meristemos radiculares.Es de suma importancia relizar un
tratamiento edecﬁadc para cbtener una mayvar y precisa informacidn
de dicho material. E|l tratamiento para cariotipo consiste
basicamente en 5 pasoss Un _pretratamiento,periodo' de ~

'§;jaci¢n,hidrolAnis,tlncibn y aplastamientoy los cuales todos son
importantes y cada uno tiene uma funcidn especifica,por lo éue
.su conocimiento,prueba y prdctica de cada uno es esencial,. En la
realizacidn de las preparaciones para aberraciones el primer paso
no we incluye pues en este caso la fase en la divisidn celular
que se requiere es la anafase y no la wmetafase. (Garcia, 1972{
Street. 1977).

Para la realizacion de este trabajo se u;ilizo primero una

solucién de 8-hidroxiguinolerna a una molaridad de .002 como. lo
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reporta Blixt (199Ba) para detener las células en metatase; sin
embargo para mejarar esta teécnica se encontrd que es el e
diclorobenzeno a una sclucién saturada es el que mejor actuaa,
(Berlyn y Miksche, 19748)ambos se emplearon en la abscuridad y con
una temp%ratura de -4 C, con el tiempo optimo de &h.

El siquiente paso fue la fijacido vy &l tijador utilizado {fue

el de Farmer (alcohol etilico: 4cido acético glacial 3:1)
(Ashmore vy Gould, 1981) llamado también de Carnoy por algunos
autores (lorrey, 19615 Street, loc cit.) durante 24 horas minimo,

aunque el material fijado puede ser almacen;dn en ;DluCiOH
fijadora y mantenido en refrigeracidén por algun tiempo.

Después de lavadas las raices se pasaron a un tubo vial que
contenia HCl iIN precalentado en una incubadora a 60 C, el periodo
6ptimo de hidrdélisis encontrado para este material fue 10
minutos. Posteriormente el acido fue eliminado y las raices se
introdujeran en una selucidn de Feulgen hecha a base de {ucsina
basica, sequn la férmula de Garcia (loc cit.) por 2 horas. El
reactivo de Schiff para la técnica de Feulgen es unc de los
colorantes especificos para cromosomas, ya que Actua solamnete
sobre el ADN. (Phillips, 1984).

Cada segmento de raiz fue transterido a un portacbietos
cortando vy dejando unicamente la zomna meristematica tedida con
una gota de aceto-orceina al 2 %, coleocando sobre este el cubre
objetos para hacer el squash (aplastamiento) con la punta de unas
pinzas de relojere qolpeando suavemente el cubreobjetos con
movimientas circulares y posteriormente con la gama de un ‘lépizl

se presiona  {fuertemente la preparacion de esta manera el
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aplastamiento.

Para hacer las preparaciones permanentes, se colocaran
sobre hiela seco hasta que se congelaron, posteriormente se
desprendi¢ el cubreobjetos con un bisturi y se deshidrataron con
dos cambios rdpidos de etanal absoluto , se secd el exceso de
aleohol y se montaron en balsamo de Canadd ya secas las
preparaciones. se observaron al microscaopio o¢ptico, recorriendo
‘todo el campo y seleccionando las mejores células en metafase en
donde se podian contar los cromosamas sin estar encimados - unos
con otros, donde la pared ceiular estuviera completa y se
observara su morfologia con detalle.

IV.3. Cariotipos.

De cada preparacion se fotografie 1a mejor célula en
metafase por preparacion, a partir de las fotografias ae
el aboraron los carioctipos de la siguiente manera: a los
cromosomas se les tomaron tres medidas, que f{fueron longi tud
total, longitud - del  brazo largo y longitud del - braze corto;
realizando las mediciones sobre las fotografias en base a esto y
a la posicisn del centrémero los cromosamas fueron ordenados e
identi{{cados por parejas de homélogos, la localizacion de el
centrémero puede ser expresado como una diferencia entre las
longitudes de los brazos, la cual se conoce como relacidén de
brazos o el indice éentrdmerico (Levan et al., 1964).

El dindice centromérico (IC) y la relacioén de brazos (R} se

determinaron de acuerdo a las siguientes formulas:

IC =P (100) R =

Q
P
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donde:

P = longitud del brazo corto
@ = longitud del brazo larga

Ya identificedos los pares de cromosomas se calculd la
longuitud relativa porcentuatl (LR%Z) de cada par cromosomico.
Tanto a la longitud relativa porcentual como a la relacidon de
brazos se les calculé la Media y el Error Estandar y con estos
valores se encontrd los limites de confianza para la Media
Pablaciocnal (M) de ambos basandose en la distribucién de Student
(t) vy posteriormente con estos resultados se hizo la comparacidn
entre los cuatro lotes existentes, aplicando el procedimiento
estadistico de Diferencia Minima Signiticativa (Snedecar v
Cachkan, 1981).

Iv.4, Cuantificacion de Aberraciones

Ya secas y seleccionadas las preparaciones de cada lote las
cuales se hicieron con el metodo antes mencionado se observaron
al microscopio, recorriendo toda la preparacion.

El andlisis se realizd en células en anafase (ya que
generalmete se observan los cromosomas en las etapas de metafase
y/0 anafase mas contraidos e identificables) vy encontrande el
porcentaje de alteraciones cromosamicas en cada preparacidny las
alteraciones observadas fueraon; fragmentos, puentes, cromosomas
retardados y Anafases multipolares; obteniendo un promedic de
anormalidades cromosémicas de cada lote, comparando es£os~
promedios y evaluando estadisticamente las diferencias entre los

cuatro lotes (CTL, CT2, RT] y RT2).
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V. RESULTADOS Yy D1SCUSION

RESUL. TADOS PRELIMINARES, tbLas tablaes | v 2 vorresponden a la
primera parte del experimento, la cual tuva como propésito
establecer las mejores condiciones para asegur ar buenos
resul tados tanto de forma.

La tabla ‘I muestra las diferentes respuestas que dan dos
mitostaticos en la obtencidn de crumesomas metafdsicos con  una
contraccian adecuada. Fara la realizacion de este trabajo se
utilizé primero wuna solucién de B-hidroxiquinoleina, a una
molaridad de 0.002 como lo reporta Blixt (1958); sin embargoc en
la busqueda de mejorar esta técnica se encontréd que algunas
agentes gquimicos presentan una contraccidn mas homogeénea
reflejandose en la desviacidén estandar de las muestras,siendo el
p-diclorobenceno el que mejor actua (Berliyn, et al., 1976). En
Veste trabajo el que mostiré mejores resultados es también el p-
diclorobencenn ya que con esta sustan:iaise obtuvo mayor numero
de campos adecuados, diez en tan s6lo tres preparaciones contra
veintuno enr veintitrés preparaciores can la gnluciﬁn de 8-
hidroxiquinoleina, corroboranda lo encontrado en la bibliugrafﬁa;
Ademds se observd gue al prolongar el tiempo de pretratamiento
para estos das notostdticos la respuesta es ditferente debido a
que en el p-diclorobenceno es conveniente alargar a & horas el
periodo de exposicion y con H-hidroxiquinoleina al prolongar el
tiempo no se obtiene respuesta, esto se puede tomar en cuenta
‘pues en estudios de plantas con cromosomas cortos se menciona que
se requiere de pretratamientos breves {(Garcia, [972).

Se.utilize el coeficiente de variacidén que se designa coma €
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en estadistica porque es la medida que describe el monteo de
variacién en una poblacion y se puede juzgar parcialmente el
éxito de un experimento simplemente observando [ debido a que en
valores grandes podria pensarse si se ha cometido algun error en
los calculos o bien si alguna circunstancie rare arroja cierta
duda sobre la validez del experimento y al tratar de descubricr la
causa y reducir C se puede mejorar en precisidn.

En la tabla 2 se observan los valores de coeficiente de
variacidn en la longitud relative porcentual de la variedad
century wutilizada en la obtencién de plantas por medio de la
técnica de cultivo de tejidos vegetales y la variedad early
empleada para probar la técnica de cariotipo, pero ademas se
muestran los valores reportados por Blixt (1938) para el
cariotipo patrén de Pigum sgatlvum en el cual con 18 preparaciones
obtuvo 75 campos adecuados siendo este numero el tamafio de la
muestra; en esta tabla 2 se ve que el tamafo de la muestra es
independiente de los valores que presenta puesto que son  muy
heterogénenos vya que como se observa en cada uno de 165 siete
cromosomas, sl bien con un tamato de muesfra de 10 campos
adecuados los coeficientes son los mads grandes también en c¢inco
cromosamas (I, 111, IV, VI y V de los lotes CT1 y RTi) con ese
tamafo de muestra los valores resultan ser los maAs pequefos y
solo - los cromosomas VIl y 1 son menores con un tamano de muestra
de 25 campos adecuados que corresponden a la variedad early.

Considerando que para eliminar esos casos extremos se podria
incrementar el tamafo de la muestra, sin embargo se considerd que

la elaboracian de un dobie trabajo' y utilizacidén de material no -

35



se compensa con la disminucién del coeficiente y precision del
experimentao, aunque esto es relativo vy para otros trabajos vy
personas esto se podria realizar, wna posible razdn de la
diferencia en los valores de las variedades early v century es
debido a diterencias en el pretratamiento, a la practica y el
cuidado con que sé realicen las preparaciones pues la clase de
coelorante depende de sus disolventrs y puede engrosar o 2 encoger
al cromosoma, mas que el ndmero de individuos que se utilicen en
el trabajo tJackson, 1971).

EARIOTIPG. En las tablas 3 y 4 en las que se reportan los valores
para la relacidn de brazos vy la longitud relativa porcentual no
s6lo estan registrados los resul tados para las muestras que  se
hicieron, sino que en base a la distribucién t estos resultados
muestran con un 953% de confianza los valores gue se esperarian en
la poblacion total de semillas. En estas tablas tomando encuenta
su % ti{sx) se puede observar a simple vista s5i los valores entre
lotes son diferentes, pero las diferencias que podrian existir se
obhservan si son  significativas en las tablas 5 y & que
corresponden ya al anadlisis de las tablas 3 y 4 vy muestran los
valores numéricos de las diferencias y marcan cuales de estas
diferencias fueron significativas,

La utilizacién de % ti(sx) no sdlo sirvid para dar los
valores de la Media Poblacional de cada lote sino que ademas
este valor es mucho mencor que el de la simple desviacion estandar
reduciende asi el rango que tuviera cada lote y por tanto la
aplicacidn del tratamiento de la diferencia es mas precisa.

Observando ta tabla 3 paodemos decir que ta longitud relativa

porcentual es muy parecida para todos los lotes y por tanto. las
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plantas que nos interesan RY1 y RT2 son semejantes a sus
controles y si chservamos la tabla 5 sélo en una occasién es la
diferencia signiticativa, pero se podria considerar que esto es
natural vya que si bien existe una diterencia en el cromosoma V11
entre las plantas reqeneradas RT1l y R12 también eso ocurre entre
los controles en el cromosoma 1V.

En las tablas 4 y & en 1la Relacidén de Hrazos esta variable
considerada es mas precisa en la  detaccian de algunas
modificaciones vy se puede ver que a diferencia de la tabla 5 que
sdlo muestra en dos ocaciones la marca #, en la tabla 6 se
muestra en siete ocasiones

Analizando con detenimiento la tabla 6 se observa que las
prepafaciones de RT1 que son las que mds nos interesan por ser

la primera generacién obtenida in vitro muestran una diferencia

bastante significativa en comparacidn con los dos controles y aun
a su Fl para el cromosoma Vi1 y para el cromosoma IV solo con las

fotes RT2 vy CTii la diferencia consiste en una pequeia reduccién

en el wvalor de la relacioén de brazas (tabbla &4 para ambos
cromosomas, haciendo que la posicién se mas media, la causa mas

probable de este cambio en su morfologia es que haya ocurrido una
mutact én de lipo Traslocacidén reciproca desigual o inversiaén
pericéntrica pues el comportaﬁiento citoloqgico en las células
somaticas que han sufrido estas variaciones se caracterizan en la
formacion de puentes anafdsicos (Lacadaena, 1981) asi comoc una
‘modificacién en la longitud del cromosoma efectade coincidiendo
‘este  ultimo aspecto c€on lo abservado en la tabla 3 donde estos

mismos cromosomas muestran una reduccion en  sus valores
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compardndolos con los lotes C71, C12, y RI2 siendo |a diferencia
significativa (tabla 5); pudiendo atribuirse en primera instancia
esta diferencia signiticativa a su origen in vitro sin embargo en
qQeneraj y para el resto de tos cinco tipos de cromosomas
restantes se puede decir que su cariotipo es semejante a sus
contrales e incluso en estas tablasg se gbserva que entre los
controles tambhién ocurre o miemo y por tanlo se contirma gue
algunas moditicaciones pueden acurrir en la naturaleza sin pasar
por un sistema artificial de prﬁpaqacidn. Es muy comun ohservar
diferencias en la longitud cromosamica entre Cramosomas
metafdsicos en células meristematicas de raiz causadas por
diferencias en la penetracion de las sustancias +ijadoras. ¢
hidrolizantes. {Jackson, loc cit.).

S4lo en las plantas de la sequnda generacidén denominadas RT2

~se encontrd una diferencia significativa entre el seqgundo control
CT2 en los cromosomas V y V1 (tabla &).

Ademds en la tabla 4 cbservando la parte %2 t(sx}? de los
valores para los siete pares de cromosomas, se comprueba lo
reportadoc por Levan (1964) donde el atirme que existe menos
variacidén de contraccién de los brazos en los cromasomas une
presentan  la posicién del centrdémero en la reqgidn média (11,
111,1) & diferencia de los que presentan el centrémero en la
regidén submedia v, 1V, V1) v mAds aun a lo observado en el
cromosoma .Vll en el cual la posicién del centromers es en la
reqidon terminal; esta reduccidn en la contracciéon se ve reflejada
en la disminucién de t{sx) gue s andleqo al valor estadistico

" de’ desviacion estandar, presentando esta conducta en los cuatro

lotes sin importar su procedencia.
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La figura 2 muestra'los cromosomas de Pisum sativum L. var.
century en la que se ghserva que su Numero cromosdmico es 2n= 14
y su férmula cariotipica Zm+dsmtist donde mn= metacpntrico
(cromosoma (cromosoma 11 y I11),sm= submetacéntrico ( I, 1v, Vry
v y st=subtelocéntrico (cromosoma V11) y dentro de los 4 pares
de cromosomas sm dos de ellos (IV y V1) muestran satélites en sus
brazos largos, en el cromosoma [V la constriccion secundaria vy
por tanto el satélite fue debilmente desarrollado; en algunos
orqanismaos la constricecién secundaria puede ser trasladada al
centrémern atraves de inversiones o traslocaciones, por lo que
esta no puede ser facilmente reconocida (Jackson, loc citd).

Aunque la variedad early s¢lo se utilizé para probar 1la
técnica de cariotipo es importante mencionar que en varias de las
preparaciones se observan satélites Ven el brazo corto del
cromosoma 111 figura 3 letra c mientras' que en la variedad
century no se observa esta constriccion secunderta, reportado en
{Pellew y Sansome, 1932) vy que no fue confirmado por otros
investigadores como Krajevoj en 1935 y Kaller en 1938 (Blixt,
1972),

La causa de esta diferencia no es que sean de diferente -
variedad sino que esta constriceidén no siempre es visible en las

‘preparaciones, dependiendo de las técnicas para cariotipo

empleadas, por ejemplo con bromoxiquinoleina es raramente
observada (Blixt, 1958 b) mientras que la substancia 5,7-dibrome

8-hidroxiquinoleina tiene efectos superiores por lo gue en estas

circunstancias si se observan los satélites (Blixt, 1972)

coﬁ{irmando_ la importantia del conocimiento de las  substanclas
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mitostAticos empleadas en el tratamiento de las preparaciones.

NIVELES DE POLIPLOIDIA. Al revisar las preparaciones tanto para
cariotipo como para aberraciones no se observaron células
poliploides en los lotes CI1, Cl2 y R123 solo en RTl en
preparaciones para cariotipo,cinco de ellas presentaron una o dos
células poliploides, pero considerando que se ohservaron
completamente todas las preparaciones y el nuamero de células
totales es muy grande no se puede decir que el tejido presenta

duplicaciones en el ndmeroc cromosgmico.l.a importancia que tienen

1os andlisis de variacion numérica es (ue +uerbn los ?rimeros
estudios que se realizaron y mds especificamente en los sistemas
cladsicos de zanahoria y tabaco pero que posteriormente viendo sus
timitaciones ,los estudios se entfocaron miés a los cambies
estructurales vy pérdidé de material genético y aun en estas’
fechas el mejor andlisis ha sido reallzado con aicroscopio de luz
{Lee et al., 1988),siendo necesario disponer de una amplia
bateria de tednicas genéticas las cualeg podrian ser usadas para
realizar una mejor evaluaciédn de ia variaciodn somaclaonal

tas tablas 7, B, 9 y 10 muestra las porcentajes de
alteraciones ¢romosémicas de cada uno de los lotes (Cli, C¥2, RT1
y RT2) en todas sus preparaciones, en estas tablas se observa que
hay diversidad en 1os resultados y en ocasiones se elejan de los
promedios pera at aplicar 'los sistemas estadisticos esto queda
contémplado y ajustado, ademds estos valores se utilizaron
postefinrmente para calcular 8 %1-X2 en cada porcentajev de’
alteraciones - para encontrar asi los valores de ta diferencia

(tabla 12) la cual nos ayudd a ver si esta diferencia es debida-
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al azar y se encuentran en las mismas condiciones o no..

La tabla 11 muestra en forma global y rdpida la situacioen en
tas 4 tabhlas anteriores y de cada anormalidad cromosdmica camo
aberraciones (fragmentos vy puentes) y anatases nultipolares se
iluatran ejemplos en las figuras 4 a-f; en general se presento
una alteracidén por anafase, pero en ocasiones hubo mas de una (4
¢, d). En esta tabla se puede observar que el lote que presenta
maycr numero de células en anafase es el de semillas provenientes
de cultivo in vitro segunda generacién RT2 con un valor de 2776
anatases encontradas, wmientras que é1 que tuvo el valer inferior
fue el control CT1, en esta tabla también, se observa que el
nimero de ceéluias en divisien representado por el numero de
anatases esta asociado a como se lleve a cabo la divisién
celular, pues una causa qgue provoca la disminucidn de la
frecuencia de divisiones celulares es la producci én de
alteraciones cromosdmicas ya que estas causan la muerte celular
(Davidsan, 19593 Wuu y Brant, 19663 1967; George et al., 1970
citadas en Baiza, 1980) y CF1 presenta e! mayor porcentaje de
anafasea anormales siendo también el que presenta menor nidmero de
células en esta fase de divisioen celular.

En los cﬁatro lotes el porcentaje de +ragmentos es mas
elevado que el porcentaie de puentes vy en las figuras 4 a~c se
muestran diferentes celulas con este tipo de aberracién § una
caracteristica gue se encontré y se muestra en la figura 4c es
que los satélites son la region mas sensible para que ocurra 'qn
rompimiento en el cromosama; una explicacion fue hecha en
estudios realizados caon las especies.vegetales Crepis capillaris

L. y Zea mays L. donde se sugiere que existen regiones o puntos
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de rompimiento especiticos en laos  cromosomas, particul armente
regiones que contengan heterocromatina como son  los satélites
gue contienen la regién del arganizador nuclealar ((NOR) ¢y el
centrdémero donge acurren preferentemente traslocaciones
reciprocas e inversiones oariginados posiblemente par una
perturbacién en fa sincronizacién entre la replicacion
cromosomica durante la ftase § vy la divisidon celular, pues las
regiones heterocromdticas replican mds tarde que los segmentos
sucramidticos y puede ser vulnerable su integridad a fluctuaciones
en el ciclo celular (Lee y Phillips 1988). &l ver-ims pnrcéntajes
de anafases anaormales vy aberraciones en CT1 se pensarie que las
plantas reqeneradas in vitro ofrecen mas estabilidad cromosamicay
pero revisando bibliografia se enconbtrdé qgue Pisum sativum
aresenta 21 prablema dé que las semillas con &1 tiempa van
teniendo porcentaies elevados de aberraciones llegande a teper un
nivel de 10~12 % para fragmentos y 1-3 7 de puentes, valores que
son -muy parecidos a los obtenidos en este trabajo el cual fue muy
elevada pues fue de 15.49 7% en fragmentos para CT1 Yy
corroborandose o haciendase patente en la tabla 12 donde §e
campara este valor con los demas lotes, la diferencia es
significativajs por este motivo Pigum sgativum no es muy
recomendable para estudios citogenédticos (D’ Amato, 1931 citado en
Blixt, 1972).

lLas aperraciones (fragmentos y puentes) se clasifican en
tres tipos:subcromatidicas, cromatidicas v cromosémicas,
dependiende - en que etapa del cicla celular ocurre el dafp en el

ADN3 las aberraciones subcromatidicas se producen cuando el dafdo
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ocurre durante la profase y su sustrato es la media cromatida,
las aberraciones cromatidicas se producen en células en § vy 62
teniends coma unidad de ruptura la cromatida y las  aberraciones
cromosdémicas se forman cuando el crompsama es la unidad vy esto
sucede en células en BY,

En las figuras 4 a, d se nuestran las aberraciones de tipo
cromatidico pues en estas unicamente hay un fragmento o puente
por cada célula, migntras que las figuras 4 b, e son aberraciones
de tipo cromosémico v en cada ceélula hay dos fragmentos o puentes
dependiendo del caso (Evans,127&),

Los porcentajes de cromosomas retardados vy anafases
multipolares para RTZ vy CT!l en la tabla 1! presentan valores muy
elevados por lo que podemos decir que este tipo de anormalidades
no estan relacionadas con el factor tiempo © edad de las
semillas,

Las causas mas probables de la aparicien de cromosomas
retardados y anafases npultipolares (figuras 4 c,¥) Fueronr
pasiblémente dafos al ceniriolo o al huso acromatico mds gue daso
al centrdmero pues  ati hublera sido esta ultima causa na  se
pregentaria el caso de que en los lotes donde el parcentaje de
cromasomas retardados es mayor coincide con los parcentajes de
anafases multipolares igualmente grandes; dgicho husa estd
constituido por microtubulos, que son el resultada de 1la
polimerizacion lineal de ias mol éculas de tubulina, unides
mediante enlaces ~S-5- (disulfurorj las alteraciones en la
formacion y funcionamiento del huso puede traer como consecuentia
la‘ producci on de anafases multipolares, integrandose mas de los

dos grupos normales de cromosomas, que en telofase se presentan
’ &
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como nucleons separadaos, 1os cuales pueden ser divididos por
paredes celulares individuales, produciendose células con nuneras
menores de 2n (Baiza, 19800,

La tabla 12 marca los valores de las diferencias entre 1los
cuatro lotes para los diterentes porcentajes de anarmalidades
.crnmosémicas nue corresponden a la parte 11lamada Interencia
Estadistica y se observa que el lote Cl1 se encuentra muy
significativamente diferente genédticamente con respecto a ios
lotes RYi, RVI2 vy C¥2, los fragmentos san el tipo de ancrmglidadss
mids  encontradeos en CT1 siendo 5ignificativament; la di;erencia
can 1o encontrado para los tres lates restantes considerando éste
lote de semillas mas inestable.

Entre 1los controles L7Y y CT2 tambieéen se encuentran

diferencias en el porcentaje de anatases anormales (  prodgucidas
por la aparician de tragmentos gue se ven reflejados en el
porcentaje de aberraciones) siendo que provienen 0 tienen el

mismo origen in vivo las condiciones son ditferente, que ho  son
selo de condiciones en su farmacion sino del tiempo que tenian
las semillas.

En los resultados de anatases multipolares se.observa que en
las plantas regeneradas in vitro RT! su valor es wmuy pequefio
{(tabla 11) siendo la diferencia muy significativae eon respecta &
las semillas CTi y RT2 lo gque indica que la multipolaridad o
depende de la edad de la semilla.

Para los lotes RTl, RITZ2 vy 072 la diferencia entre Lo
encontrada en cada uno de ellos con respecto a las alteracioneq

no  es significativa por lo que se puede decir gue las . semmillas
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pstan en las mismas condiciones en su material gendtico.
Considerando esto la técniga de cultivos de tejidos
vegetales afrece muchas ventajas, en este caso permitid no tener
variaciones gentéticas considerables, sin embarga purde constituir
una forma de incrementar la variabilidad genética y esta en
ftitomejoramientn resulta valioso, ademds se otrece como una via
de produccidn de plantas, al realizar clonaciones por ejemplo
de variedades mejoradas ¢ bien con su material genético original.
Los estudios citogenéticos como el presente deben estimistarse vy
realizarge Gomd una medida peara evaluar las caracteristicas de

las plantas regeneradas in vi

ro vya gue al! igual que en todos
los vegetales en Pisum sativum su fisivlogia, la forma y el
desarrallo estan determinadas por el +{factor genédtico en
combinacidn con las condiciones ambientales (Pearson, 1981).

En particular en nuestro caso se puede decir que na hubo
variaciones considerables en las plantas regeneradas ;Q vitrio
{untcamente en la relacidn de brazos de RTL y sélo en el
cromosoma VY11 dande la diferencia fue significativa) y si el
objetiva es el de mantener asi el germoplasma, Yh.cntenciﬁn de
plantas par via orqanogénica con poca formacion de callo es una
buena opciony aunque esto no implica que las variaciones aqui
detectadas  aunque pequefias no padrian afectar a la planta, pues
f\ay una correspondencia paralela y parcial en los camhios del
cariotipo y morfologia {(Jackson, loc cit.?.

En forma general estos estudios nas mustraron.' las
condicianes geneéticas en las que se encantraron las plantaé
regenaradas  in vitro pero se podria obtegner mayor informacién de

lag rcondiciones si se acompaia de otra tipo de estudios
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maorfolegicos, fisiolégicos, fitoquimicos o de bandeo.

En callo es posible que ogurran cambios genédticos a lo large
de su desarrotlo por 1o que en ciertos puntos esta via es
limitada en uso; como Pinus taeda L. Loblolly P., 0ld-Field P.
Frankincense P. donde los brotes meristematicos que
ocasionalmente ~ se tormaron sobre callo revel aron tener
contenidos de DNA anormales siendo deletérea al pino estas
condiciones (Renfroe, 19285%) .Pero si el objetivo es la generacion
de plantas, con variaciones nuevas el desarrnllo de Eultivos
celulares seleccionados, a través de callo como una fuente para
generar variabilidad genética, es una buena razén para su  usoj
coms en callos de tabaco tolerantes a ciertos herbicidas que
fueron seleccionados y reqgeneraron plantas las cuales mostraron
una talerancia genotipica aungue en menor qrado (Swartzberg et.
al., 1985 .

Es importante tomar en cuenta las condiciones fisicas y los
componentes del mediq, especialmente hormonas y requladores de
crecimiento que modifican el contenido del ADN; como la auxina 2-
4 D en callos de Allium sativum L. donde aparecieron poliploides
probablemente provoco las sintesis ininterrumpida del ADN o de
sus precursores. ( Jaroslav,1983), sin embargo en otros casos el
material genético tiende a adaptarse y tiene la capacidad de
responder, tales son los casos de cultivos en suspencidn en dos -

especies de Ni -iana donde se observe que en su establecimiento

Y primeras. etapas. de desarrollo presentd parcentajes de

variabilidad elevados a comparacidn de los cultivos mas viejos
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(Balzan, 1981} y en callos de Arabidop

thaliana (L.) Heynh.

inducidos de anteras primeramente originaron subtancialmente
aneuploidias y polipladias pero en los brotes generados de estos
callos manifestaron poca variabilided en el nimero cromeosdmico vy

se lograron plantas normales (Keathley et al., 1983)
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Fig.2 Célula somitica en metafase de Pigum sativam variedad Cen
tury donde se observa el nmero cromosomico 2n=14, cada cromosg
ma esta identificado con un nimero romana el cual corresponde a
lo establecido por Blixt (1958 b), las letras indican ios cromo
somas con sat&lite.
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Fig.3 Célula somitica en metafase de Pisum sativum variedad eariy
donde se cbserva el niimerc cromosémico 2n=14, cada .cromogoma esta
identificado con nimero romano el cual corresponde a lo estableci
do por Blixt (1958 b) las letras indican los cromosomas con doble
constricciédn.
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Fig.4 Células en anafase de Pisum sativum. variedad century que muestra
los diferentes tipos de alteraciones cromosémicas: a)fragmento sencillo
, b) fragmento doble, c¢) anafase multipolar con fragmentos, mostrando -
los satélites como regiones sensibles, d)puente y fragmento ¢encillo, -
e) puentes dobles, f) anafase multipolar.
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lablal. Respuesta en el nidmero de metatases y calidad de contraccion utilizando

dos tipos de mitostaticos en meristemos radiculares de Pisum sativam I
var. Early a diferentes tiempos de expasicibn, ’

SUSTANCIA # Freparaciones Tiempo (h? Campos ardezaados
p—Diclarcbenceno 7 b} H
O, 002M
p-Diclorobenceno 3 & 10
B8-Hidroxiquinoleina 23 5 re
solue. saturada .
8~Hidroxiquincleina 5 7 ; V]
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labla ¢. lipeficiente de variacion en los valores de longitud relativa --
porcentual para los siete pares de cromosomas en los cuatro lo-
tes de semillas de Plsum sativum L. var.century (CT1, €72, RTI
y RT2) asi coma de la variedad Early y la reportada par Blixt
(1958) tomapdo en cuenta el tama!o de la muestra en los tres --

casos

Cromosoma  Early ol €1z R RiZ Blixt
Tu T leie ez s.s7 B.95 1aza 7.65
Tt ivza el 1s.az 1351 9.8 7.59
BT 6.28  15.60  B.67  10.65 1673 B.67
TV T T 2 izse 1mi2r | eos | d2as t0.30
w7 Tesr s.2s s7e i1.79 1053 s.ea
vt T T7ea s.7e 1059 e.s8  1a.s0 .88

Tun s eas a3.3 eose 107 a8
tamalo de muestrs 25 10 10 10 10 s

‘CT1= provenientes de campo, LT2= de invernadero, RTi= de plantas regene-
radas in vitro primera generacién, RT2= segunda generacidn.- - )
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labla 3, Yalores de los limites de canfianza de la media poblacional M (basados en
la distriburion ty de la longitud retstiva porcentual en los siete cromn-
somas de Pisum sativum L. var. century en sus cuatrao lotes de semillas —-
(L1, CT2, RTH y "RT2)

LOTES cry cT2

CT1= provenientes de campo, CT2= de invernadero, RTl= de plantas regeneradas in vi-

tro primera generacion y RI2= gegunda generacibn.} )
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Tabla 4. valores de los limites de confianza de la media poblacional I (basados en
ia distribucidn t) de la relacidn de brazos en los siete cromosomas de --
Pisum sativum L, var. century en sus cuatro lotes de semillas (€1), (12,
RIl v RT2)
I.OTES CT! c72 RY1 RI2
M= X + tisx) M= X + t{sx) M= X + tisx) M= X + tisx?
CROMOSOMAS
11 1.08 + 0,03 1.1} 4+ 0.04 1,08 + 0. Q3 1,09 +
11 1.19 + 0,08 1.28 + Q.06 1,22 + 0,04 1.2+ 0,06
! 1.55 + 0,08 1.54 + 0.10 .49 + 0,07 1.49 + 0,09
v 1.08 + 0.08 2,10 + 0.15 1.77 + 0,10 1.72 + 6,08
v 2.03 + 0.07 1.81 + 0.11 1,77 + Q.09 1.94 + 013
Vi 2,36 + 0,11 2,39 + 0.17 2,19 + 0,14 2.08 + 0,14
VIt .41 + 0,3! 3.38 + 0.8 2,687 f 0. 25 3.26 + 0,28

L11= provenientes de campo, CT2= de invernadero, RT1= de plantas regeneradas in vi-
tro primera generacion y RT2= segunda generacion.
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tabla 9. Hesultados de las pruebas de diferencia comparando ios valures de las me-
dias poblacionales de la longitud relativa porcentual para Ins siete cro~
mosgmas de Pisum sativum L. wvar. century en sus cuatro lotes 11, 1.1y, =~
Rit y RI1Z, . .

Cromosomas Vil 1§ 111 1 W 1w vl

e R 005 1.25  1.44  w.07  l.od Lo 139
Ciz w R1Z 1.04  0.45  -u.5% 0.3 0.58  g.ed  o.se
cria Rz 1.47 w27 1.3l o.ss .24 135 1oso
L1z W RTL 119 .33 o.u3 wso .54 11 wos
cTiaciz o 14 093 1.4z o.ad .58 2.228  o.ed
RTL & RTZ  2.61% | 0,45 v.6v  0.57 2,50 .45 wiew

CTi= provenientes de campo, C12= de invernadero, RIl= de plantas reqgeneradas in
vitro primera generacion, Rf2= sequnda generacion, &= comparando con v 4= dife-~
rencia significativa
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labla &, Resultados de las pruebas de diferencia comparando los valores de
medias poblacionales de la relacidn de brazos para loa siete cro-
mosomas de Plsum sativum L. var. century en sus cuatro lotas 11,
CT2, RTI y RV2)

Cromosomas Vil 1 L1l i Y v vi

cr s RTI ek v 0.5 L osv s.ese tow
Clz & RI2 .48 .66 U.Su  0.63 2908 .50 2.4
cr e Rz w77 033 w.es w75 Low  o.89  soe0
€12 & REL 273k Loow | 1.50 el zeow | veas tas
il acrz | w4 doo | 1.80 w4 1.91 sea o,
RTL & RT2 2,98k 066 .29 o w36 215 .oz

CTi= provenientes de campo, CT12= de invernadero, Rll= de plantas regeneradas
in vitro primera generacién, RT2= sequnda generacion, &= comparando con vy k=
diferencia significativa



tabla 7. Porcentaies de silerachones croansdatras en gnafase en plactulés de searllas de Pisvw sativus var, cep-
turv grovenientes Be caeno Lil, encontradas en cads vns de las preparacionss,

i Preparatitn i [4 3 4 & b i R e 0} 11 FROMEDIN
total de Ana;ases 137 59 4 3 1m —B; e 155 G4 ELR T1A]

1t de Anat. Anorsaies 9.49 .09 2,40 1613 265 Ade 1L L5 23 SLBY 4TE 16,19
Franaentos A 249 L ABB 26,68 0.89 325 Z0.E3 LS4 o007 ‘;;ﬂ 3.33 15,48
Puentesisenc. +dobl.} B 438 402 28 71§ 0.8 24 et L3 G700 LT 1UBS
fberraciones = A ¢ B 6.57  §.09 .32 29.03 138 4.9 22.82 .51 0.9 5343 31,36 17,35
Eromosonis Retardados 2,92 G600 060 430 085 12 0.0 0,51 150 1ded BT4 2,45
anafases Mulbipolares 0,13 2,02 v.00 0,00 0.0 0.0 0.60 1,03 44 2,27 000 0.59
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fabla B. Porcentujes de alteraciones crosasdmicas en anfese en plantulas de sesillas de Fisus cativem var. century prove-

nientes de 1nveenadero C12, encontradas en cads una de las preparaciones.

4 Preparacidn | ¢ 3 L] H [ 7 8 3 1o it 1z FRGHEDID
Total de fnafases 4 o8 14 144 4 195 R4 181 1

¥ de Anef. dnoreales 10,00 6,22 2.17 2,13 468 Ak 4.9 490 413 {3 ;.M L3 §.57
Fragrentos & §8.87 2.07 0.—;;-“;.’115 il 605 1B LA 1w o SE ne ;-;; -----
Puentes(senc. +dabl.} 8 9,00 2.67 .30 Los 1.8 159 0.71 0.98 2,03 4,00 .35 O | ]
Aberraciones = A + 8 16,87 414 2.7 12 291 T.a4 d.e% 143 K08 0.in 447 sl LR
Crososonas_Relardades 2,5 05 000 600 092 L9 .00 2,45 154 1,83 055 0.00 L2 )
fnafases Multlpolares. 1:25 9,00 0,00 0.90 0.0 0,00 0.7 w00 0,00 0,00 1.1 6,00 0,26
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" abla 9, Forcentajes de alteraciones Croanstmicas en anafase en planbules de searllas de Fisus sativos vir. cestus
ry provementes de plantas regeneradas in vitre prinera oeneracidn RI), encontradas en caode vaa de bes --

preparaciones.

¥ Preparacidn I 2 M 4 H 3 ! & 9 16 11 FRUMELID
Tota! de Anafasec 5% 17 1ge 90 14 93w [ L. B! R

L de Anaf. dAnoreales 0.00 158 B.57 2.4t ZB.57 11.B3 A 0R 11.5R 7.4t A0S 472 7.7;-"
Frageentos & - .00 46 W0 H LM 28.% 108 500 H‘:-ibl 0.4 4,22 5.5
Puentesisenc, tdobl.t 8 0.00 9,00 B3 103 1429 75 hze .23 093 0B 0,27 L
Aberraciones = A+ & 000 2,3 B 41 AnBe Bel &0F 0 B0 Rl LYY R4S 2.8
Crososoaas Retardados [T TV L S £ PRI B O P 5 T N A L P ) G:ﬁf: 1,44
Anafases Hultipolares 0,006 6,00 ﬂ.m‘n-"(;_.m) ..,l»()“".;:;r;-"(ﬂb.‘;:‘ ‘‘‘‘‘ ::._n-;:.:.',”...-.-,;“4—,:‘.; '''''' ".I';;"
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Tabla 10, Forcenties de sfleraciones crososbeicas en snafase en plantulas de seablec de Pranw cabyvne vary centurs pro-
venjentas de planias regeneradas in vitro sequnda qeneracidn RIZ, pucradradae en cooid una de lds preparaciones.

# Preparacida | v 3 4 5 & i 5 § [ [ 12 PROMEDLD
iotsl de Anafases 31 14} 397 345 t15 - 244 187 67 I 01 LI 11
X de Anaf, Anoreales 563 7.8 2,52 L6 AST 2BV Led a1l T2 B9 547 LW ) 5.02
Franaentos A S H0s 000 B4 00T 3B 20 el Jobe .50 333 2.01 4.47
Puente;(sen:.'dubt.) B 1,36 .00 0,00 0.9 118 006 053 187 L7S G000 #1.11 0.43 .54
Aberraciones = At & 476 14,06 6,00 2,63 E7L 58 87 1158 481 TS 1434 24 [R1]
trospspmas Retardados P30 48 101 f1s 2,79 1.'¢4 N PG R S NV R Y T N 1 Z.lO
7 Analases leolavs; HU J86 000 bu G5 64 wSL LR BbD Gl § 0 6,22 0.69
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Tabla 11, Valores promedio de los porcentajes de alleraciones cromosemicas en anafase
de Pisum sativum var. century de sus cuatro lotes de semillas (C1},C12,RU1

y RT2).
woe T ey LY T T TR T Riz
lotal de Ansfases  aze  aue  leew | 2
;_Anafa;;;_;normales —————— 10,19 4.52 7.77 5.07
Fragmentas 7 T s s .54 .41
Puentes 1Sencillos + Daobles) 7 1.81 1,0l 3,32 t.954
'Z ebarf;ciones (frag. + puen) 17.35 4. 40 8.8s6 A.0}
;—Cromosomas_;;;ardados ———————————————— ;t;;———ﬂ-~—__It;I‘_f‘—f—f_‘;?;; —————————— ;:IT_‘—
% Anafases Multipolares -_—FF—————_ET;; --------- ;T;; ————— T ;?3; —————————— ;j;-—-_

Cll= provenientes de campo,ll2= de invernadero, Ril= de plantas regeneradas in vitin
primera generacion y R12= segunds generacidn
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Tabla 12, Resultados de las pruebas de diferencia comparando los porcentajes: de alteraciones
cromosomicas en anafase de Pisum sativum L. var., century entre sus cuatro lotes de
semillas (CT1, CTI2, RI1l y R12;

Comparaciones CTI & R11 Cl2 & RI2z Cil & Rl2z Ci2 & RII CT1 & Ci2 Rit & RIZ
DE

% Anatases Anormales .68 0.51 199 1.3 2214 1.15
% Fragmentes T o.ss T o8 soas voau
% puentes (senc. + dobls  1.0a o.s8 o5z 18 27 1as
% Aberraciones  t.3r o8 z.zes t.zs | zats vt
% Cromosomas Retardados  ©.79  l.ai o6 w.as  d.es e
4 Anatases Multipslares 2.1z .2 ooas v aam v
Cl1= provenientes de campo, CT2= de invernadero, RTI= de plantss regeneradas 1n vitro prie

mera generacion, RTZ= segunda generacion, &= comparando con y = diferencia siariticativa
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

- No se encontraron variaciones en el cariotipo considerando su
formula cariotipica, numero fundamental, relacidn de brazos vy
longitud relativa porcentual en las semillas de Pisum sativum L.

provenientes de la técnica de cultivo de tejidos vegetales a

excepcion de los cromosomas VIl y IV en la relacion de brazos.

- El cromosoma V1! clasiticado como subtelocéntrico es més

sensible de moditicar su morfologia.

« En nuestro experimento se observd que los cambkos estruEturales

como traslocaciones e inversiones pueden ser fuentes de variacion

mds frecuente que los cambios en el numerc cromesdmicoa,

- Los cambios estructurales producen aberraciones cromosdmicas

siendo en su mayoria fragmentos.

‘'~ Los porcentajes de aberraciones para las plantas regepneradas
in vitro RT!I y RT2 fueron mas bajos que en el control CTi, debide
a‘ que los factores fisicos, quimicos y biolégicos que se

. establecieron en la regeneracidn al final no fueron causa de
quifi;acibn del plasma germinal en la. dltima fase que fue lé
obtencidn de plan£35 completas y sus qeneraciones posteriores.
~-. La  edad de las semillas es un factor que afectdo el porcentajé
de la variabilidad cromosomica.

- En base a que uno de los controles presentaron los porcentajes

- mds elevados de aberraciones se puede decir que 1a semilla como
los cultivos de tejidos en general al paso del tiempo acumulan
cambiés genéticos por lo que debe explorarse cada vez mas tejidos

y - métodos in vitre para que durante su cultivo cuatquiera que
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sea el abjetivo, propagacién vy almacenamiente e! material
genético se mantenga estable, hasta ahora esta condicidn se
cumple solo en meristémos.

~ Se deben de realizar otros estudios genéticos va que el estudio
del contenido genético es importante pués permite manejar con mas
contianza N compiejos problemas biologicos tales coma la
diterenciacidn celular, morfogénesis etc para poder disponer de
métodos mas eficaces para la seleccitn de mutantes raros vy
combinados genéticos.

- Estos estudios citngenéticos se deben de realizar conjuntamente
con estudios quimicos y morfolégicas de la planta, asi como
tratar de realizar la técnica de bandeo que muestra con mayar

claridad la presencia de nuevos arreglos en el ADN.
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APENDICE I

Preparacidén de las sustancias utilisadas.

1. Reactivo de Schiff:

Fucsina basica ........ a0 cernnn 0.1 gqr.

Metabisulfito .viiverecarienniees 2.0 gr.

Acido clorhidrico ............. s 002 mil
Carbdn activado .......ciieeeavase 0.2 mi.’ 4
Agua destilada .....ivvivvavnesee 100,00 ml,

En el aqua hirviendo se disuelve la +ucsina basica y se agrega et
dcido clorhidrico concentrado, para acelerar la disolucidn de la
fucsina se puede emplear un agitador magnético. Se deja enfriar
un poco (a * 4 €£%) y se agreqga el metabisulfito de potasio: se
agita por 15-20 minutos utilizando un matraz Erlenmeyer. La bota
del matraz se cubre con un vidrio de reloj, vy el agitador se
acelera a fin de que forme turbulencia: esto ayuda a que el 502
que se Lltibera no se pierda y pueda reaccionar decolordndo la
fucsina .. bdsica. Se - almacena ‘en un frasco’' ambar en cumpletév
obscuridad v bajo refrigeracidn.
11. Aceto-orceina (Solucibnrmadre):

Orceina sintética ........... 2.25 gr,.

Acido acético (ecieerensersve (000 ml,
Se disuelve la orceina en el Acido acético y se hierve lentamente
por 2 a 3 haras, dejandose enfriar y luego filtrar. Sé toman 9 ml

de esta solucién y se mezcla con 11 ml de agua destilada y 2 ml
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de acido clorhidrico.

111. P-diclorabenceno.

Esta solucidn se lleva

(Garcia, 1977).

a la saturacian,
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APENDICE 11
Cultivo de Tejidos Vegetales.
Generalidades.

E! hombre desde su origen ha dependido de los vegetales ya
que através de ellios obtiene materiales para su bienestar, asl
como el acondicionaniento ambiental general;es par ello gue el
material gendtico existente representa uma gran rigueza y dehido
a esta surge ta necesidad de conoceria,canservarlo Yy
mejorarlo,analizando 1a variabilidsed dei materiaf y obtener mas Y
saber con gue fuentes se cuenta (Cervantes, 1978) .Existen varios
procedimientos o técnicas para preservario, tal es el caso de la
técnica relativamente nueva (se inicio enn este siglo) de Cultivo
de Tejidos Vegetales, esta tednica conmsiste en cultivar una
seccidn u drgano de una planta en un medio con los suplementos
nutricionales ,ast coma  sus condiciones medigambientales
necesarics para la obtencidn de una o varias plantas  lcionacién)
campletas (Harimann y Kester, 1982)

Maral cultivh meristemos apicales de Cymbidium (Orchidaceae)

logranda regenerar  plantulas libres de virus dei mosaico

utilizando protocarmos (t&rmino dado por Bernard para designar un -
estado de desarrolla en el embrién de orquideas el cual estd
formado de solo wunos cientos de células; (Withner, 1974) donde se
tiene el sistema de clonacidn en un tiempo relativamente corto,
diferentes investigadores mndif;can Yy profundizan estos estudios
en affos posteriores vy son aplicados industrialmente (Morel, 1974}

Vajrabhaya, 1%277; Hartmann y Kester, loc cit,).
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Dentro de las ventajas que nos ofrece la t&cnica de cultivos

de tejidos vegqgetales podemos mencionar: la reduccign del tiempo
en la propagaciéan de plantas gue se desarrolia lentamente y que
tienen una alta demanda comercial (Morel, loc cit.) resuelve

problemas de cultivo en ulanfas con praoduccién pobre de semillas,

problemas de daffo genético durante €] almacenamiento o pérdida de
viabilidad, as{ como permite superar probiemas en cultivos que se
pfupagan vegetativamente en forma ineficiente ,ofrece la
erradicacidn viral del germoplasma,la recuperacidn de genotipos
en peligro de extincidn (Sharp, et al., 1982) y es extremadamenter
atil en el establecimiento de nuevas variedades,adn cuando sbl;
haya pocas pliantas iniciales disponibles (Evans, et al., 1981

as! como en estudios especlficos de diferenciacidn,Fisiologla vy
gendtica (Kallak et.al.,1?78). '
Fuentes de Explante.

Por conveniencia, la tecnologla del cultivo de tejidos
vegetales se divide en cinco clases (Gamborg y Shyluk, 1981)las
cuales estan basadas en el material usado.

1). Cultive de Callos. Es el crecimiento de masas celulares
desorganizadas en un medio sblido con agar que se forma apartir
de la désorganizacion, divisién vy crecimiento de célula del
explante (Gamborg y Wetter, 19755 Gambwurg y Shyluk, loc «cit,)
siendo su desarrollo dependiente de la composicidn del mediao, el
material usado y las condiciones de incubacidn, presentdndose a
su  vez una gran variedad de callos tanto por su textura como  su
color (Dodds y Roberts, 1982).

2) Cultiva de Células. Es el cultivo de células libres vy
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pequeffos  agregados celulares dispersos y creciendo en un medio
ligquido, siendo las tasas de crecimiento de estos cultivas
generalmente mas altas que en agar, debido a gque existe un mayor
numero de células en contacto mas directo con los nutrientes dei
medio (Gamborg y Wetter, loc cit.).Los cultivos en suspensibn son
iniciadas usualmente a partir de callo,también de tejidos de
plantul as o embriones disgregados mecdnicamente (Street, 1977).
3 Cultive de 0Organos. Coma anteras tmicrosporas),
ovarios,raices, apices y otros oOrganos vegetales en torma
asiptica,habliendo +tormacign de brotes y plantas por 2 viss:t La
directa,es decir,sin pasar por callo o indirecta la cual implica
la formacidn de callo { Evans and Reed, 19813 Young et al., 1981)
4)Cultivo de Meristemos.Como los embriones los cuales se han
utilizado en estudios ‘de morfogénesis y en regeneracidn de
plantas completas.Los meristemos exhiben un amplic rango de
respuéstas morfogenéticas en cultiva,debido a que al igual que en

el «cultivo de  4rganos depende de varios factores(Rublup v

Kartha, 1984} la edad de las plantas madre,e! medio de
cultivao,la clase y concentracidn de los regul adores del
crecimiento, las condiciones - ambientales camno la luz,

temperatura, fotoperiodo, las fluctuaciones estacionales. el tipo
de material de vidrio utilicado para el cultivo, etc. tkartha,
1981).

5) Cultivo de Protoplastos. Los protoplastos soin células sin
pared celular (Gamborg y Shyluk, loc cit.) la cual es degradada
al tratar lps tejidos con una mezcla de enzimas (Bamborg 'y
Wetter, toc cit.). Los protoplastos se han destinado a estudios

de hibridacibn snmética,abﬁnrcibn de virus , de bacterias, de

o ESTATESIS mp B
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organelos, transformacian gengtica,estudios de membrana vy de
gintesis de pared celular,fisiologja vy bioquimica comparativa

entre protoplastos y células in vitro (Soriano, 1977).
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APENDICE 111

Métodos Estadisticos. (Generalidades)

Distribucitn t de ‘“student" .En la mayoria de las
aplicaciones en que Jlas medias de muestras se uytilizan para
estimar 1a media de poblacidn () sel valor de @ no se
conoce.Pademaos sin embargo,  abtener una estimacion, apartir de
las datos de la muestra que nos da el valor de %,5i la muestra
es de tamago n, la estimada @ wsta basada en (n~1) qrgdus de
libertad vy para ello necesitamos una distribucton que nos permita

calcular los limites de confianza para M (media poblacional)

descubierto por W.,S5, Gosset en 19208 .Ests distribucibdn ha
revolucionado la estadistica de pegqueflas muestras.

La cantidad t esta dada por la ecuacidn

b= xo i

d/ Nn
8in M, -t no se puede calculary pero su distribucidn de
muestreqe se ha desarrollado en tablas, las cuales se pueden

encontrar en cualquier libro de Estadistica y aunque no se
conasca M se puede bhacer alguna hipétesis sobre ella.
Encontrindase los limites de conftanza para M con la siguiente

relacidn:
X' = £ /dn< M <X + L d/4dn

nota: La desviacidn estandar o @ también se puede designar en lus



{ibros con la letra s por lo tanto a/4n = s/dn = (sx) .
Diferencias BSignificativas.

Despuks de haber realizado ua  experimento vy ohtener
resul tados, otra parte muy importante la cual ayuda y es
determinante @&n 13 conclusién & la que se ltlegue, es al
tratamiento que se realiza con los datos v que en Estadistica se
1lama INFERENCIA, Uns de las formas son las PRUEBAS de
DIFERENCIAS debido a que las investigaciones muchas veces se
digeftan para descubrir y evaluar diferencias entre efectos
{Experimentsal y testigo por ejemplal. Para cualguier par la
diferencia entre las wmediciones proporcicnadas por los dos
mienbros es una estimada de la diferencia en los efectos de los
dos tratamientos o procedimientos, por lo gue con un solo par es
imposible decir si la diterencia en comportamiento. ha de
atribuirse a la diferencia en condiciones, al azar o en parte a
ambasy tiene que haber un nGmero de pares y los datos que se
analizen consisten en una muestra de n diferencias en medidas
pudiendn decir que existe una media poblacional MD.

Existe otro factor que se debe tomar en cuenta y es la
1t amada HIPOTESIS NUWLA 1a cual nos indica que la media
poblacional de las diferencias MD pueds ser igual a cero o mayor
que cero pero que e! wvalor de las  diferencias no es
significative; vy por tanto en experimentos puede 0 no rechazarse
la Hipateses Nula,

Cuando no se recurre a hacer pares, se tiene dos muestfas
independientes con medias Xi y %2 que son estimadas de sus
respectivas medias pablacionates Mt y M2

Las pruebas de significaciad e intervalos de
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confianza,concernientes a la diferencia de poblaciéon Mt vy M2
estan nuevamente basadas en la distribucidn t de "Student" que
ahora tiene el valor de:
t= (X1 = X2) - (M1 _-_ T2

S X1~x2
y si se hace la suposicidn de que X1 y X2 estan normalmente
distribuidas y son independientes.Por teoria, su diferencia ,estd
también normalmente distribuida,de modo que el numerador de t es
nnrmal‘con media cero, y los valgres de t gue segn menares que el
valor dado en las tablas de cualquier libro de Estadlgstica podra

decirse que nos indica que se acepta la Hipdtesis nula,

En urna derivacidn de ld anterior ecuacidn y para fines
practicos la parte (M1 - M2) queda’suprimida por lo que:
to= Rl - X2
S %t - %2
S %1 - %2 es un tanto complicado porque hay dos tipos (si son

andlisis de dos muestras de tamapo igual o de tamario desigual) y
ademas porqgue su valar se obtiene dé'las siguientes datas vy
operaciones:

n = tamaio de la muestra

gl=n - 1

media = X%

L X2 =A

(£ XY /7 n =B
L (X - %)t =C
€1 +C2 =0D

glt + gl2
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por lo tanto:

S¥1 - %2 = J2D o' SX1 = ¥2 = 4D nl_+ pn2

n al % n2
Mota 1; En algunas de estas aperaciones se ha colocade una letra
lA,B,C,D) para facilitar su comprencibn, aclarando que cada una

de estas operaciones se realizan dos veres ya que se estan
comparando dos tratamientos ( 1t y 2},

Nota 2: € también se puede obtener realizando la siguiente
operacidn:

C=a-~8
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