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RESUMEN 

En el presente tr·abajo se hizó un aria.lisis cr·amosómico a 

partir de células meristemáticas de plantulas de semillas 

germinadas y obtenidas de plantas de ~~~~~ L. 

provenientes de cultivo i~ ~i;:~ originadas a partir de hola~ 

inmaduras <Rl 1> asi como la subsecl.lente qeneración logra.cid a 

partir de semillas <RJ2). 

Las preparaciones para el estudio cro!nosómico fueron 

realizadas de meristemos radiculares y se ensayaron diferentes 

(condiciones> variables como: mitostát1cos, tiempo de aplicación, 

longitud de la raiz, etc. 

Las anormalidades .cramos6micas que se tomaron en cuenta 

fueron tanto estructurales como numéricas, de>ntro de las 

estructural es se analisaron porcentajes de aberraciones, 

cromosomas retardados y micronUcleos, así como la longitud 

relativa porcentual y la relación de brazos en el cariotípo. 

El cariotipo no presentó grandes modificaciones para todog 

los lotes considerados y sólo en los cromosomas VII y IV en el 

parámetro relación de brazos fue diferente para Rll comparado con 

todos los demás lotes tanto testigos como RT2. 

Se observó que para las plantas regeneradas in vitre el 

n{Jmero de células en divisi6n fue mayor que las regeneradas i~I) 

y!_y9 en general podemos decir que no hay modificaciones en el 

nUmero cromosbmico y los cambios estructurale!:t en el plasma 

germinal fueron translocaciones inversiones, viéndose 

reflejadas en lo~ los porcentajes de aberraciones siendo más 



elevados en los controles debido probablemente a la edad de las 

semillas. 
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l. !NTRODUCCION 

La alimentación siempre ha sic.Jo una de las necesidades del 

hombre que ha requerido de una gran atención y en la actualidad, 

el aumento rápido de la población ha hecho necesario adoptar 

técnic.as y políticas muy particulares que r10 siempre son las m.l.s 

adecuadas. Una de el.las es la reducc1C1n efl las fuentes 

al1menticids de origen vegetal~ pues de muy pocas especies (r10 

mas de 30> se constituye el 95% de la al1mentactón humana, esto 

no solo ímpl íca depender de muy pocas espec~es, ade{!1ás \a.e; 

variedades de maíz, triga, arroz, etc. que se cultivan son más 

susceptibles a factores adversos, un ejemplo san las variedades 

de mai z (~~~ i:nay?L.> quesesiembr·aenel norte y centra de 

Nuevo León y Tamaulipas (Reyes, 1987> esto debida l1a q11e o;.e han 

destruido las poblaciones silvestr-es ocasiondr1dc ta reducción ue 

la variabilida~1 genetica y la pér-dicJc.t de qermoplasma val1oso que 

podria contener genes de resistencia a determic1ados fac~ares y 

que a travéos de la t-11bridación tr·adiciona.1 o media11te tP.c111cas L1e 

modificación genética se pudieran lograr plantds 

<Villalobos, 1984; Rubluo, 1985> 

meJo!""adas 

La familia Leg1..1mino-sae es una de las más grande-;:. dentro llel 

reino vegetal y es importante en 1 a vida del hombre como un 

recurso genetico disponiUle y utilizada para el bienestar y 

satisfacción de sus necesidades, cama alimento directo, forraje o 

en el proceso de fijación del nitrógeno lMroqinski y Kar-ttia, 

1984>. 

En particular i:!.~~".1 ~~~!.':'':'~ L. tiene impor-tancia a~r·on6mica, 

forma part~ de la dieta del hombre, y ria obstarite su alto 
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consumo, su rendimiento promedio <kg / ha) es a m~nuda bajo, por 

lo que es necesario implementar- diver"sas técnicas que conduscan a 

su mejor aprovechamiento <Pear-son, 1981>. 

Una alternativa han si do las tecnl cas de cultivo de taj idos 

vegetal es que se han utilizado en 1 a regenerac i bn !~ y!.~r:g de 

Ei~~p ~~~i~t¿!!' L. debido a que han demostrado ser de gran vau .• , 

pues permiten rebasar las barreras biológicas y eventual~ent• 

alter"ar la información genética caracteristica de una especl• 1 

recuperando clones libres de enfermedades, conservando •I 

germoplasma valioso y multiplicando r~pidamente las variedad•• 

seleccionadas <Villalobos, loe cit.; Rubluo, loe cit.> ademA• •• 

pueden aplicar par"a buscar solución a un amplio rango de 

problemas en aspectos bAsicos de morfoqénesis, bi oqulmlca, 

flslolog!a, citogenétic:a, etc. (Street, 1977>, tambien en estudios 

de producción de f/Jrmacos y otr-os productos naturales <Grieebach, 

1987). 
Se conoce que en las c&lulas en cultivo, •><i'3ten factor•• 

flsicos, qulmicos y biolOgicos que las inducen a modificar au 

contenido genético y que anteriormente éstas se con&ideraban como 

variacianetA indeseables, sin embargo este concepto 5e ha ido -

modificando al grado que seconsidera de gran lnteres estudiar el 

material genético en estas condiciones (Vi 11 alobo,., loe 

cit. ¡Jaroslavy y Novak, 1985). 

El poder mantener el contenida genético sin variaciones o 

al ter ar y far-mar combi naci enes mas a.daptadas a 1 as nuevas 

e>eigencias es de gr-an inter-és puesto que es en el ADN dondR 9e 

almacena toda la informaci6n y es el material del cual depende la 

f ormaci bn, funclbn y adaptaci bn del organismo <Cervantes, 
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I978;Gardner, 19791. 

los primeros estudios sabre la e~tabilidad genética en 

cultivo tQ v~~re fueron tabaco y zanahoria y consistian en 

detectar las modificaciones numéricas en el contenido cromosómico 

debido a que las técnicas empleadas no eran las adecuadas. En la 

actualidad usando técnicas sencillas de tinción es posible hacer 

observaciones de <marcas citológicas) relación de brazos, 

posición del cenlrómero, longitud del cromosoma y localización 

del organizador nucJeolar y en cuanto a las bandas Giemsa. son una 

de las estrategias citológicas que redituan m~s inf~rmación 

<Phillips, 1988>. 

Este trabajo forma parte de investigaciones anteriores 

sobre regeneraci6n de plantas (Rublua y kartt1a, 19841 a partir 

de hoj a5 inmaduras de c.hl charo donde al mi snio l i empo que? era 

importante Ja. micropropagaci6n lamblen era comprobar si se 

mantiene la estabilidad genhtica usando tejido no meristemhtico 

como explante y también analisando las generaciones posteriores. 
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11 ANTECEDENTES 

11.1 CromosQmas 

11.1.t Co1nposici6n qu{mica 

El ADN contiene y permite la transferencia de la 

informaciOn genhtica. Es un componente principal de las celulas y 

co11stituye junto con el ~cido ribonucléico <ARN> entre el 5 y el 

15 por ciento de su peso seco <Leninqher, 1978>. 

Los nucleblidos son las unidades monbmeras de los ~cides 

nucl~icos. Cada nucle6tido est~ formado por tres componentes; una 

molbcula de az~car, un grupo fosfato y uraa base nitrogenada que 

puede ser del tipo de las purinas <adenina o guanina> o de las 

pirimidinas (citocina o timLna>. Estos t,-es componentes se 

integran en una serie, nümero y secuencia caracter'"isticos de 

encadenamiento y enlaces de adenina-t1mina y de guanina-citocina, 

unidos los primeros por dos Atamos de hidrógeno, los últimos por 

tres y lateralmente por fosfatos y desoxirribosas, de tal manera 

que se asen1eja una escalera o cadena helicoidal <Jiménez, 1988). 

En los eucariontes, el cromosoma es un organelo altamente 

complejo y est~ formado por ADN, proteinas histOnlcas, ARN que en 

su conjunto ealructuran la cromatina. <Smith y Keary, 1979>. Las 

histonas Junto con el AON, estructuran el primer nivel de 

compactaciOn que es el nucleosoma o corazón, compuesto de un 

oct~mero formado por dos n1olbculas. de cada una de las histonast a 

este octhmero lo rodea la doble hélice de ADN dandole cer~a de 

dos vueltas completas ; despues de esto la cadena de AON presenta 

un puente antes de llegar al siguiente cor-azQn. A la mitad del 

puente de ADN se encuentra una molécula de la histona l, la cual 
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estabiliza, orienta y permitt:i sullrepor1er rn10 tra5 olr·u a !os 

corazones o coros de ca.da nucl eosomd <coraz6f1 y pue11teJ, es le 

astado de fibra pr"esenta el sequndo nivel de eslructuracibn de 

cromatina, siendo la compactación d~l AON de 5 .. 
veces, resultan do ser 1000 veces menor a. 1 a compactac i 6n del 

cromosoma metaf~sico. Si esta fibra se replica en si misma se 

genera una de di a.metro mayor 1 lamada solenoide, siendo este el 

tercer nivel de estructurac.i On. El empaquetamiento per rni te 

concentrar al ADN llegando a un c:uarto e> quinto riivel de 

estructuraciQn, formando asI l a.s fibras del cromos~ma que 

conocemos <Wolfe reportado en Jiménez loe cit.>. Su príncipdl 

funci bn es almacenar, r·eplicar y transmitir la intc.1rcnac:i6n 

hereditaria en forma ordenada que no serla posible en qrupc.>s de 

unidades gené-ticas distr"ibuidas al o:.:ar tSwrtnson, l96B 

Stebbins 1 19711, 

El cromosoma presenta una o varias constr1ccion~s; una de 

ellas muestra un delicado 9r~nulo, el centrOmero o cinetocoro par 

donde el cromosoma se fija al huso acromAtico durante la divisi6n 

celular. En organismos pluricelulares, el centr6mero nunca es 

terminal; a uno y otro Jada del centr6mero, el cromosoma pre$enta 

una porción denominada brazo, pero uno de los brazos puede ser 

mas c:orto, a veces una c:onstric:iOn secundaria llamada lambilt-n 

satélite corresponde al organizador- nucleoliar, que es 1a región 

que controla al nucleolo c:onst.ítuido por-- heteroc:r·om~lina <Curtis, 

1976). 

II.1.2. Variaciones cromosbmicas 

Para cada especie biológica y categoría de celula5 los 

c:romosom~s se encuentran en numero constante y como 
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individualidades tran5misibles CrJfl caracteres biolbgicos 

propios.Las celulas somáticas de las plantas superiore~ y de los 

animales generalmente tienen n6meras cromosbmicos 2n ; o s~a que 

cada cromosomas se encuentra por dtJplicado, mientras que las 

celulas germinales,las cuales sufren una divisi6r1 reductora 

tienen un solo miembro de cada par. Sin embargo en realidad muy 

frecuentemente pue-de ocurrir una alteracibn en el material 

gen&tico;en el sentido mas amplio las mutaciones comprenden todos 

los cambios incluyendo tanto las alteraciones, en las partlculas 

submicrosc6pi cas como las estructural es y numer i cas de 1 t>s 

cromosomas, aunque generalmente el térmir10 mutación lo emplean 

los genetistas en sentido estricto para especificar solamente 

cambios de gen o de punto en contraste con 1 os cambios 

cromosOmicos visibles; es de presumirse que los cambios menores 

ocurren en los genes constantemente sin producir rli nguna 

alteración fenotipica, sin embargo influyen en la seleción 

natural y representan asi un factor en la evolución debido a que 

al ocurrir esos cambios se perpetuan en las siguientes 

generaciones!Gardner, 1979¡ Smlth-Keary, 1979) 

Cambios en la estructura cromosómica se l1an detectado en una 

amplia variedad de organiismos,clasificAndose en cuatro tipos las 

alter-aciones que pueden ser debid~s a cambios er1 el nómero de 

genes en los cromosomas <deleci6n y dupl icaci6n>, o en la 

ubicac:i6n de los genes en los cromosomas (inver5ian~s y 

translocaciones> tAyala y Kiger, 1980>. 

a.- Deleci6n. Consiste en la pérdida de un segmento cromos6mico 

y, por consiguiente, de la información genética contenida en él, 
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consider·andose cama deficiencia s1 el segmento no i r1c l 11ye 

centr6mero e intersticial cuando sJ la incluye; se iclpnttftcdn 

ambas ci to16gi cam~nte en célula~ sumáli e.as cuar1do '=2CHI Ju 

suf i cien temen te gra11dt!s como par a ob~er var se t->fl 1 os cr umc.:1~oma!;:í 

metaf~sicos y las deficie11cias en células en anafase como 

fragmentos,sin embargo el momento más propicio para identif tcar 

la deleción es cuando se da el apareamiento entre cromosomas 

homblogos.En general puede ser este tipo de cambio estructural 

1 etaJ pero en determinadas es pee i es en 1 as que e>< i st e una 

repetici6n de in~ormaci6n gen~tica cama las eol iploid!as, la 

pérdida de algún segmento cromosómico puede ser tolerado por los 

individuos. CLacadena, 19811 

b.-Duplicaci6n.Es un cambio estructural que produce la repetición 

de un segmento cr·omos6mi ca de mayor· a menor e>< tens1 6n. Como 

consecuencia de ,1 a dupl i caci 6n de segmentos pueden originarse 

puentes anaf~sicos en las divisiones mei6ticas con una posterior 

rotura y fusión y cita!Ogicamente las duplicacio"es pueden tener 

la apariencia similar al de la deleci6n en el apar·eamiento entr·e 

cromosomas homOlogos, aunque la prueba citol6gica mAs evidente de 

la existencia de las duplicaciones es sin duda la identificaci6n 

banda a banda. <Ayala y Kiger,loc cit.; Lacadena,lac cit.). 

c.- Inversión. Es un cambio estructuraJ por el cual un segmento 

cromosOmico cambia de sentido dentro del propio cromosoma 

haciendo giros de 180 grados y pueden clasificarse en: i) simples 

paracéntricas cuando en un cromosoma determinado sólo hay un 

segmento invertida y no incluye al centr6mero, ii> simples 

peric~ntricas cuando el centrómero estA incluido en el segmento 

lnv•rtido y i li > complejas cuRndo '!le invie-rten simultanea.mente 
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varios segmelos de un mismo cromosoma. El comportam1ento 

citológico de las inversiones paracentricas y perichntricas es 

distinto, tanto en las células somiticas coma e11 las meibt1cas;en 

la mitosis las pericéntricas pueden cambiar la morfología del 

cromosoma y las paracentricas na, mientras que en la meios1s las 

inversiones parachntricas originan la farmac16n de puentes y 

fragmentos ac~ntr·icos y cuando la inversi6r1 iricluye al centrOmero 

no se producen puentes anaf~sicos y como consecuencia de una 

inver·si ón dable peri e.ton tri ca y par ac~ritr i ca ocurre el 

sobrecruzamiento en un lugar próximo al centrómero or-iginando un 

puenle anatasico <Ayala y Kiger,loc cit.; Lac:.adena,loc cit.). 

d.-Translocacibn.Es un cambio estructural en el que algún o 

algunos segmentos cromoaómicos cambian de posicibn relativa 

dentro del complemento cromosOmico,clasi~icandose en los 

siguientes tipos i >translocaciones inter·nas o inlracromasbmica5 

cuando un segmento cromos6mico cambia de posici6n dentro del 

propio cromosoma y i i > transl oc ac i enes i ntercromosómi cas cuando 

los cambios ocurren entre cromosomas, llamandose transposici6n 

cuando un segmenta de un cromosoma pasa a otro y translocaci6n 

reciproca cuando el cambio de '!5eqmentos cromos61nicos es mutuo 

entre dos cromosomas siendo simétrica si en el cambio cada 

cr-omosóma conserva su centrómero o asi métr-·i ca si en el e amblo 

ambos centrómeros quedan juntas oriqlnanda esta última cromosomas 

dicéntricos y fragmentos acént~icos. 

Los fragmentos acentricos se desintegran en el citoplasma o 

forman micronUcleos al no incorporarse a ningón grupo anafAsico 1 

mientras que los cromosomas dichntricao pueden originar 
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cromosomas retardados ó ptJentes anaf~s1cos tanto en mitosis como 

en meiosis. <Lacadena, loe cit.> 

de los comportamieritos cit0Jog1cos tpuentes, 

fragmentos y micronúcleos> producidos por las cuatro variacio11r::s 

estr·ucturales antes mencionadas existen las ar1afases multipolares 

donde el huso acromático presenta dietur-bios los cuales 

impiden su buena formación y funcionamiento y las cromosomas 

retardados producto de la inactivación del centrOmero tBalza, 

1980). 

Los cambios en el número de cromosomas pu~de afecta,r a los 

cromosomas de diferentes formas, ya sea por la pérdida o 

adquisición de uno o más cromosomas o de dotaciones completas de 

ellos, debido a estb este tipo de variaciones se clasifican en 

varios tipos<Smit1 - Keary, 1979> 

a.-Fu5iones y Fisiones. l.lami:ldos tambibn sistemas Rober·tsoníanos 

1 eostas cambios alteran el n[Jmero de cromosomas pero no 

incrementan o reducen la cantidad de ma.ter·ial hereditario<Ayala y 

Ki ger l oc e í t. > 

Las fisiones centrom~ricas o translocaciones Robertsonianas 

originan cambios en la estructura,de forma que un cromosoma 

metacéntrico produce un par de cromosomas telocéntricos por 

divisi6n transversal del centr6mero;por su parte Jas fusiones 

Robertsonianas resultan de las fusiones de dos cromosomas acre- o 

telocentricos para dar Jugar a un cromosoma metacéntrico, este 

tipo de cambios morfoJOgicos ocasionan una reducción en el nómero 

total d~ cromosomas y al igual que en las fisiones, se mantiene 

constante el nómero de brdzos mayorestla fusi6n cromo's6mica es 

mucho mas comun que ta fisi6n <Ayala y kiger, loe cit.; 
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Garcla, 19851 

b.- Haplold!a.llamada tamblen Monoploidla es la condlcion de 

un organi Bmo, tej i du o ct!ol ul a con un sol o j uu90 de cromosomas y 

puede ser un estado normal o anormAl en la n•turaleza.La 

posibilidad de que un animal haploide llege al estado adulto e5 

pequeha pero en el reino vegetal,por el contrario la haploidla 

anormal ocurre con cierta frecuencia <Lac•dena,loc cit.) 

c.-Aneuploid!a es la condici6n de un individuo, órgano, tejida o 

célula cuya con5tltuci6n cromas6mica no comprende un nómera 

exacto de los Juegos cromos6micas bAsicos propios de la especie¡ 

se utiliza el término nullaomlco para Individuos deficientes de 

un par de c:romo!iomag homblogos d~ su complemrmto 5omhtico y 

monoabmlco, triabmico, t•traabmi co, etc. 

de un cromosoma determinado,una,tres,cuatro veces 

<Ayala y Klgwr,loc cit.; Lacadena,loc cit.>. 

d.-Pollploldla es la dupllcaclbn dos o m•s vec•s del Juego 

cromosbmlco y se denomina tri, tatra o n-poliploida seg~n el 

nómero de juegos id,nticos de cromosomae que tenga. Dos clases da 

poliploides pueden distinguirse de acuerdo •l orlg•n del juego 

cromosomlco ll&utopoliploldes se originan mediante la dupllcaclon 

directa del complemento cromos6mico derivada de la misma especie 

lilalopollploides t&mblen llamados anfidiploides se deriva su 

juego cromosomico de especies diferentes. <Ayala and Kiger,i980J 

La endomltosls y la endoreduplicaclbn CreduplicaclbnJ son 

causas de las poliploidlas mientras que una an~uploidl• &u 

principal causa es la translocaci6n, la no disyunclon mltotlca o 

dwlecl6n (Evan• y R•ed,1981>.La endomitoaie conaiste •n una 
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divisibn celular sin que ocurra una twlofase completa fCurtis, 

1976> y la endoreduplicaci6n <Torrey, 1958) consiste en duplicar 

la cantidad del ADN durante la interfase en dos oc&siones 9in que 

ocurra una división celular entre ambasaLos dos procesos 

anteriores han sido estudiados detalladamente detectándose 

algunos pasos o mecanismos que ocurren durante estos procesos 

IGonzález &t al.,1985 ). 

Aunque el n~mmro cr·omosbmico en si repre5enta el r1~mero de 

agrupamientos en los cuales se divide el mat~rial genetico, el 

trayecto evolutivo de una especie determinada pÚede segu?rse en 

algunos casos por la comparacibn numbrica y las relacionws 

eetructurale5 de sus cromosomas con los de otras espmcies del 

g6nero 1 siendo el material genético acompa~ado de otros estudio~ 

un factor importante en la determinación de los 

evolutivos <Gardner, loe cita; Mercado, 1983> 

esqu~mas 

Se podrla hablar mucho de los cambio• evolutivos originados 

por loa cambios en el mat•rial genético ya que las alteracionvs 

en la fr~cuencia g~nlca representan la base del cambio en la 

estructura genética de las poblacion&s naturales y en ~sencia, 

•sto es ~volucibn.Sin embargo,se requiere de algo mas para 

establecer cambios en las frecuencias gen~licas de las unidades 

de población en los periodos de tiempo pues el desarrollo de una 

planta y la respuesta que de a un medio ambiente det~rminado va 

a Influir en el genotipo. <Gardner,loc cit.> 

La Fisiologla nos ayuda a conocer el control g~nético y a 

9U v•z este bltimo nos ayuda a tener un mejor entendimiento de la 

fisiologla,un ejemplo es el control de la floracibn el cual wsta 

d•do por un sistema polig~nico que actua de acuerdo a las 
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condicione~ del medio ambiente, pudiendose ver las expresiones de 

dichos g~nes en la manifestaciOn morfológica ya que 

condi cí enes medio ambientales o tr•tamientos favorec~n 

las 

la 

expresión de un gen en particular o combinaciones de genes y as! 

obtener segregación distinta <Barber en Murfet, 1977) 

No obst•nt~ y a pesar de lo anteriormente dicho,en estudios 

como el de El~~~ ~~ilY~~ realizado por Lamprecht se encontró ~ue 

un fenotipo similar no es siempre una pruRba de homogeneidad 

genética y por otro lado la diversidad fenotfplca no es siempre 

debido a una hete!'rageneldad genéticc!!I lo que quizlJs se¿r1 resultado 

dw una penetrancia incompleta de un gen y no una impur~za 

genbtica <Murfet,loc cit.> 

L•s fuent@s o pasibles causas que modifican el genoma en los 

organismos son muchas ya que pueden ser naturales o inducidas1 

entrtt ellas podemos citar los siguiente!I tratamientos1las 

temperatur4!1 el6!'Vadas, presl6n de oMlgeno, edad de loa 

progenltor~s, rayos X y los rayos ultrav1ol9ta cultivos 

celulares y re9eneraci6n de tejidos; otra fuente son ci~rtos 

agentes qulmicos como el fenal, los ana109os de basea 

nitrogenadas,la colchicina que PS un alc•loide, el acenafteno y 

Acido 1ndolacético entre otro!I y la9 hibridaciones intr4 e inter 

especificas <Lacadrna,1981>. 

Como se apuntb anteriormente, la mayorJa de laa variaciones 

a nivel genbtico causan alteracion~s '"" los org•nismos b•Jo 

condiciones de su medio natural usual, debido a qu• con los 

cambios al azar ~s remota la posibilidad de mejor•miento de l• 

planta CJ animal,no obstante los cambios podr(an eatar coordin•doa 
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<o ser inducidos) con situaciones ambientales controladas por el 

hombre y causar un mejoramiento en favor al mismo hombre y a su 

ambiente; por ejemplo, las ovejas de patas corta5 las cuales son 

m~s deseables para el hombre, los frutos sin semilla asl como la 

selección de planta5 y frutos mas deseables (Gardner, loe cit.>. 

IJ.2. Estabilidad Genética de Plantas Regenerada5 ~~ ~~~[~· 

Cuando More! en 1960 describl6 la técnica de propagacl6n de 

plantas utilizando Apices de orquídeas del ginero ~y~~!~!~! ,se 

creyó que las plantas d~rivadas al ser fe~otfpicamente homog~ne~s 

indicaba estabilidad genhtica¡sln embargo con el tiempo se 

encontró que na era asl, y a partir de entonces muchos trabajos 

h•n aparecido sobre la variacibn y estabilidad cromos6mica 

CGamborg y Shyluk 1 1981>~Estas inestabilidades incluyen cambios 

numhricos o estructurales en los cromosomas CD'Amato, 1977>. 

Los cambios estructurales o perdida de material gen~tico 

puede ser una fuente de variación mas frecuente que cambios en ~l 

nUmero cromos6mico <Evans et alª' 1981>1 aunque esto9 estudios 

dan a conocer el grado de cambio citog~n~tico ~n los cultivos 

c~lulare9 6 plantas regeneradas,son pocos los realizados ha~ta 

ahora y los anAlisis cromo~6micos no han sido dlse~ados de manera 

que generen un m~Kimo de informacibn citog~nhtica <Phillips y 

Wang,1984). 

Con respecto a los tejidos meristrm~ticos !n ~~Ye las 

células en división mantienen el nómero cromos6mico 

diplolde.Esto es asegurado por dos grandes propiedades que poseen 

las celulas meristemAticas: 1> El estricto control de la secuencia 

en la sintesi5 del ADN en la mitosis que no permite 
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e~traduplicaclones que son responsables de la pollplold!a 

somAtica y 2> La continua divisi6n la cual elimina partes menores 

de los cambios estructurale~ en los cromosomas que ocurren 

espontaneamente (D'Amato, loe cit.> aunque no siempre sucede asi 

estrictamente. En estudios realizadon en tejidos i~ Y!.~9 se ha 

establecido que en un gran nüm~ro de especies en plantas 

superiores tanto Monocotiled6nea5 como Oicotiled6neas,las chlulas 

de tejidos diferenciados como la corteza,endodermis y metawilema 

sufren duplicacibn de cromosomas sin mitosis subsecuento5 por lo 

cual el contenido de ADN en los n(1cleos pueden ser dobles o 

culdruples <Torrey, 1961) un ejemplo "ºn los cromosomas 

poli t ónices observados en Pt_i~~el?~ ':1~ c;oc~~ n~µs L. y P~.35f:Pºl_us 

~~~g~~~~ L. lo que parece ser una condicibn muy usual en la 

constitucibn de muchos· tipos de células 1 lo5 nücleoa se encuentran 

en diferentes condiciones a las que estuvieron al final de la 

mitosis Inmediatamente antes de la diferenciacion <D'Amato,1977> 

Con re5pecto a la e5tabllid•d genhtica en cultivos ~~ ~~~re 

se ha propuesto qúe estA determinada por muchos factores,de los 

cuales podemos mencionar entre otros el tipo de eMplante 

utilizado, los nutriente~ que se encuentran en el medio, el tiempo 

de cultivo empleado <Constantin, 1981) 

a) La variabilidad cromosbmi ca .i4 ~ y!_~ro puede a.par1tcer en 

los primeros subcultivos pero estA mucho mas asociada en cultivos 

de largos periodos <Evans y Reed, 1981>.Trabajos con dos cultivos 

(2n=14l a partir de un mismo callo, el 

primero eMaminado despues de dos •~os y el segundo deapu~s de 

tres a~as , se obtuvo lo siguiente¡ la mayorla de las cilulas en 

el cultivo de dos a~os tenla 16 Cromosomas y la minarla de 15 a 
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17, en el otro cultivo Bl n~mero cromosbmico vario de 27 a 30 

presentando ur1a alta frecuencia de 28 cromo~omas <Kao et al., 

1970). Las investigaciones de callos cultivados por mucho tiempo 

permiten suponer que las fluctuaciones o irreqularidades del 

complemento cromos6mico ~~ ~!~~~ se han ido acumulando <Kallak et 

al.,1978) po5iblemente causados probablemente por medios t6Kicos. 

Asi como tambi~n una activa tasa de cre¿imiento tiene niv@les 

uniformes de ploidias <Gamborg and Shyluk,1981>, por lo que una 

posible expllcacl6n a la estabilidad de callos de Liri~ fue su 

crecimiento relativamente lento<Sheridan, 1975>. 

b> Para hablar acerca de la variabilidad genética producida 

por sustancias, debemos mencionar en forma general, que ~l medio 

nutritivo para el cultivo de tejidos vegetales esta constituido 

de cuatro c~mponentes esenciales y uno opcional. Los nutrientes 

esencial~s BOn sales inbrganicas, fuentes de carbono y energta, 

vitaminas y reguladores de crecimiento, como nutriente opcional 

se menciona a los suplementos orghnlcos <Mart[nez,1985>, siendo 

lo• reguladores de crecimiento 109 punto• de int•ré~ debemos 

mencionar que entre las hormonas vegetales mas usadas astan las 

auxinas y citoclninas, las cuales pueden ser de origen natural o 

sint~tico. D• las au~inas mhs utilizadas se tienR •l Acido 

indola~etico <AJA>, el !leido indolbut!rico <IBA>, !leido 

naftalenaceticc <ANA> y el !leido 2-4 diclorofeno•iacetico <2,4-D> 

<Dodds and Roberts, 1982) siendo el primero de origen natural. 

Entre las citocininas, la zeatina <Z> es el primer compuesto 

natural activo sobre la divisibn celular,sin embargo por ser muy 

dificil su extraccibn la 6 bencilamino purina <BA> y la cinetina 
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(K) de origen sintético son mas utilizadas (More\, 1974). 

La au~ina <2,4-0> se reporta que induce c~lulaa an&uploides 

con mayor frecuencia que el Acido naftalenaci!itico <ANA> 

(Griesbach, 1987> y en estudios de ~~2192~22~§ gc~S!li~ Nutt se 

observó que después de 18 subcultivos en un medio con ANA 1 mg/l 

9e obtiene 100% de mitosis poliploides,mientra~ que cultivo5 con 

altas concentraciones de ANA 4 mg/l con el mi5mo nümero de 

subcultivos se obtiene el menor nUm~ro de mito5is poliploidea 

<19%) CSheridan, 1975>. 

La cinetina actóa como un disparador d• mitosi• wn c~lulas 

endorreduplicadas y en cultivo~ de raíz de P~!~~ !~~!~~~L. pued~ 

inducir endorreduplicaci6n antes de la mitosis <O' Amate, 1977> y 

cuando estos fueron cultivados en ~l medio de Shigemura sólo 

celulas diploides proliferaron,pero cuando se adicionb al medio 

Cinetina mas 2 1 4-D , las células tetraploides tambien fueron 

selectivamente emtimuladas para pasar a la mitosis. Otra de la• 

causas de inestabilidad es la carencia o baja& concentraciones d• 

f6aforo en el medio <Evans y Reed, 1981). 

En ªr!~bY.~Q~! Ql~br.g~Q~Q~~~~~~ <2n•4)en l• formacibn de 

callos a partir de partes vegetativas usando ANA 0.5mg/l y 

clnetlna O.lmg/1 se observa un potencial alto de rizog•nesls y 

con 2mg/l de cinl!!ttina la. formación de raíz fue complet•m•nte 

suprimida¡en e~te t~abajo merece especial atención la eHistenci• 

de variabilidad fenotipica,a pesar de que se preaent6 un 

carlotipo normal <Gould, 1979>. 

e> De acuerdo al tipo de explante también ne reportan 

diferentes respue~tas geneticas, tal es el caso del cultivo de 

brganos los cuales no garantizan una estabilidad gen~tica despu•s 
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de ~u de~diferenciaci6n y dlferenciaci6n a plantag completa~ 

tMa~tfnez,1985) con excepción dRl cultiva de embrlones,donde la 

frecuencia de ploidias en forma n•tural es e~tremadamente baja 

<Voung a-t al., 1981> un eJe-mplo son los trabajos sobre planta-s 

regeneradas en matz por cultivo a partir de embriones inmaduros 

donde arriba del 90Y. de las plantas son de cariotipo normal 

(Phillips y Wang, 1984). 

El utilizar el cultivo de meristemos garantiza con un amplio 

~ango d~ seguridad la e~tabilldad qen&tica dur~nte el , cultivo, 

cbttrtni•ndo pl•nt.as clon&d••,•\ff'ndo "•to ••1t~urado por l•• doia 

Qrandes prcpiedadefi de las células merlstematicas anteriorm~nte 

mwnclonadas <D'Am•to, 1977¡ Mroglnskl y Kartha,1984¡ Gonzalez et 

al., J9B5l. 

Las chlulaa de callo como las de cultives en suspensibn 

asociada& con el factor tiempo non particularmBnte mAs variables 

en su nómero cromo96mico que otro9 comprobandose en numerosos 

trabajos <Evans and Reed, 1981) en especies como Gr:~E'!i"! ~~E!i.!.l.;>!:Ü! 

L., ~iS!?É.i!![!!! E!!Qi'f;l!'!' L., !:f;>flt9E'!!!E'!Ell!~9!:!!S!.!!."! L.(Kallak et 

al.,1978) Iri~!SYm mQDQ~QSY~ L., I~ !@~tiYYm L. y ~!!!!gty~ !1~~ 

Desr.Whites S.c.,White M.,Bukhara<Kao,19701. 

Los cultivos de protoplastos estAn 5ujetog a v•riaciOn 

cromos6mica como los de callos o de cultivos en suspensiOn, sin 

embargo plantas con nómero cromosOmico diploide han sido 

regeneradas de cultivos de protoplastos <Evans loe cit. l. 

Ademas de estos factores que favorecen o influyen en la 

estabilidad genetica cabe mencionar tambikn una posible 

resistencia de las plantas, ya que trabajos con av•na han 
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demostrado que una variedad puede mas e~table 

cromosomlcamente que otra <Phillips y Wang,loc cit.>.De las 

e~pecies que se reportan con paca variacibn se encuentra el lirio 

~!!i~P !9~9i±!9C~P thunb.Trumpet. L., White T,L. y ~!!i~P S~e~ L. 

<Sheridan, 19751. 

La maniiestacibn de poliploidias pueda explicarse por dos 

posibles causasii) Que chlulas diploid~s hayan duplicado sus 

cromosomas endomitoticamente en el tejido maduro ~Q ~lY9 y ~ueran 

preeK15tiendo &n los &MplanteB ref leJandose con el tiempo de 

tratamiento en las condiciones t~ ~~!(9 <Kao, 1970J Sheridan,loc 

cot.1D'Amato, J977>, como•• pu•d• apreciar en ••ludio• realizAdo• 

en L. 

<Singh, 1972) o ii) Loa niveles de ploid!a ~on diferentes de los 

tejidos originales siendo los reguladores de crecimiento los 

inductoreg de las c~lulas diploides a reduplicarse <Gamborg and 

Shyluk,1981). En los resultados obtenidos en cultivos de celulas 

en suspensi6n de !r.:!~~S!:!!!! !!'E'~2S9ES~!!:' L. <Kao,lac cit.> 1 tanta!.~ 

~!~9 como !O Yi!~9 se observa que bajo las condicioneg de cultivo 

ensayadas las c~lulas con número cromosbmico variable reemplazan 

con el tiempo a las da nómero normal¡ sin embargo en algunas 

especie& sólo plantas diploidas se han recobrado de callo• 

mi ><opl oi des, sugiriendo que la" et-lulas diploide5 

selectivamente favorecidas durante la regeneraci6n de plantas 

<Evans y Reed, !9Bllpor lo que se permite concluir que opera un 

mecanismo de selaccion !Kallak et al., 1978). 

Con respecto a cultivos tQ ~l~~e de tumores muy pocos 

an~lisis citogenbtico5 se han realizado en la mayorla de los 

cultivos, c~lulas pollploide6 y aneuploides fueron predominante"! 
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mlentras que las celulas diploldes fueron raras o ausentes.La5 

poliploide5 y aneuploides 90n reportadas en tumores ~~ ~i~g por 

lo que ee sugiere que estas condiciones son responsables de la 

tumoraci bn, sin embargo muchos reporte~ indican que la 

poliploidia o p~rdida cromosOmica son el producto y no la causa 

de el estado neopl~stico, ejemplos de especies cultivadas y 

estudiadas potencialmente tumorales son: ºª~~QQ~ ~tQQ~~9~~a L., 

E~~Ci9i~!!I ~9Y..~!i!:!!l[l <L.> Kuhn, El~~~ g!~~S~ <Moench) Voss, 

donde gracias a la técnica de bandea se encontraron ademas 

numerosos r&arreglos estructurales CAshmore y Gould, 1981>. 

Sea cual sea la causa de la inestabilidad gen~tica tanto 

estructural como numérica podemos decir que tiene gran influenciA 

en ello las condiciones de cutivo en relacibn con caractarlsticas 

de actividades reproductivas y metabOlicas de las células <Kallak 

et al.,loc cit,>. 

La phrdida o ganancia de cromosomas para alguna5 especies no 

trae consigo trastornos graves teniendo una alta multiplicidad 

genética,mientras que una alteraciOn en especies con un nómero 

cromosOmico menor como ~~elgg~ee~~ gr~s!!l~ L. puede causar 

suficientes trastornos en el balance genetico (Kao,loc cit.>. 

Como anteriormente se ha dicho muchas variantes fenotlpicas 

de9cri tas para una cierta variedad en sistema de cultivo pu•de 

ser causado por alteraciones cromosbmicas y en otras ocasiones el 

fenotipo de plantas regeneradas puede no siempre deberBe a 

anormalidades cromosOmi cas sino a factores 

(Phillips y Wang,1984). 
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E>< i 5ten razones para inducir poliploidias en cultivos 

celulares,por ejemplo si uno esta interesado en la regul&cibn de 

un gen y en metabolitos secundarios, las células poliploides 

pueden ofrecer algunas ventajas;un ejempla es la inducci6n de 

clones twtraploldes de ~ble~ 9C~~~2~~li Haok donde la actividad 

de la deshidrogerlasa alc6holica fue apro><imadame11te dos vaces ma5 

alla qua en celulas diploides y sólo en estos clones 58 

encontraron flavanoides loti cuales en celulas diploides ne astan 

presentea, ademas que 6e demuestra que la inducci6n d• 

poliploides puede romper a cambiar los mecanismos de regul•ciOn 

asociados con la e~presi6n de genes (Gríesbach, 1987). 

11.3 Caracteristicas Generales dd e~!~~!~~~~~~ L. cv Century 

11.3.l Claslflcaci6n (Cronqulst,1981) 

Dlvlsl6n 

Clase 

Subclase 

Orden 

Faml 11 a 

G~nero 

Especie 

Magnollophyta 

Magnoliops!da 

Rosldae 

Fabales 

Fabacea.e 

E!!!!!!!! 

E!.!!!!!! !!!!U~!!!!! L 

La subespecie con vainas c·omestibles es ~!.~~'!1 !!~~Y!::!~ L 

subSp. ~~SSb!~!~~~' <Cas~eres, 1984> 

Morfologia 

Tr~padora, anual glabra y glauca con zarcillos. E~tipulas 

grandes y foliosas <usualmente tan grandes como 

foliolos).Foliolos ovale5 uavadas, 2-3 pares, el foliolo terminal 

en zarcillo¡ con poca5 flore5 5obre un pedúnculo axilar, blancas1 
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aemillas globulares. El chícharo se encuentra en muchos lugares 

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

de cultivare9, aquellos que crecen por la semilla y aquellos que 

crecen por la vaina comestible CBailey, 1950> 

Origen 

Nunca se ha definido el verdadero centro de origen de et!~~ 

L ya que desafortunadamente los f6siles consisten 

principalmente de 5emilla9 carbonlzada9 por lo que e~ m~~ dificil 

fijar el tiempo de domesticaci6n 1 pero se considera que fue de las 

primeras plantas cultivadas, algunos restos i~dican que ya se 

encontraba bien domesticado aproMimadamente 6000 a~os A.e.a fines 

del Neolttico. Formas primitivas y silvestres fueron encontradas 

an un• vasta regibn con sus centros en Oriente y Etiopta usados 

como hortalizas, incluyendo armas de Asia Central, Abisinia y el 

Mediterr•neo. La dispersión de ~i~~~ ~!~!~~~ L por muchas partes 

del viejo continente no esta asociada can la distribucibn, 

migraci6n 1 y actividad del hombre. 

Mucha confusibn e incertidumbre eMiste sobre el ancestro da 

Ei!Y~ !!~~~~~L. encontrandose mucha similitud con Et~~~ !r~~Q!!! 

L. y e~~~~ ~!t~Y~~ L lo que sugiere muy probablemente se 

originaron, del mismo ancestro siendo el chlcharo actu•l, un 

producto de procesos evolutivo5. En contraste con el guisante 

moderno, las semillas de formas primitivas encontradas eran dur•s 

y amargas y eventualmente contentan sustancias t0Micas 1 por lo 

que el hombre evidentemente seleccionb y propago mutantes con 

valor agr!cola (Marx, 19771. 

Métodos de propagaci6n. 

sasicamente es por ~emillas, con la den9idad de siembra mhs 
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apropiada de 80 kilogramos de semilla por hectArea <Casser•s, loe 

citl 

Importancia EconQmica. 

La produccibn de Pisum !~~~~ym L ~· destina principalmente para 

el consumo fresco,frecuentemente en ensaladas y cremas, las 

hojas, el tallo o la planta compl~ta constituyen un alim&nto 

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

de el!~fil ~~~i~YP. L esta det~rmlnada en g~an medida por el factor 

gen~tíco (el patrbn de ramiiitacibn es de interés consider~ble 

cuando esto es utilizado para la interpretacibn de alguno• 

~esultados especialmente a los concernientes a mutacione~) y 

depende la forma y el desarrollo de la planta sólo hasta cierto 

punto de las condiciones ambient4les,como sequ!a y 

temperaturas alta5 que inducen una maduraci6n temprana 

tPearson,1981> Es propio de climas fresco~,pero sin demaBiada 

lluvia. 

El problema que se tiene al cultivar ei~~~ ~~!~~~~ L es que 

se utilizan para la siembra variedades de baja ralidad cuyo 

g~ano,se vuelve ~apidamente almidonoso o duro. Esta es una 

hortaliza que puede mejorarse mucho, mediante la introducci6n de 

mejores cultivares y la adopción de mejores practicas de cultivo 

y cosecha4 la mayoria de los paise~ para obtener alta calidad 

dependen de semillas importadas,sin embargo el alto costo de la 

semilla limita la expansión de siemb~as en Am•rlca latina. 

Se congider~ una hortaliza fina y en algunos paiaes es mA• 

fAcll obtener el chlcharo de alta calidad enlatado que fresco,es 

un articulo de bastante con~umo pvro por su precio se clasifica 
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en algunos lugares como un alimento para personas de alto nivel 

econbmico.Sin embargo podria ser un art{culo de consumo de mucha 

g~nte como producto recien cosechado, con la introduccibn de 

cultivares de alta calidad y con el mejoramiento de los sistemas 

d& cosecha,enlatado, transporte y comercializaciOn CCasserem, loe 

el t.). 

11.3.2 Cariotipo 

El n~mero cromosbmico de e~~YID ª!tt~~m L 2n•14, fué 

reportado por Canon en 1903 y confirmado por Nemec y Stra5buger 

en 1904 y 1907, la existencia de satelites en .el car!o~lpo fue 

reportada en ahos posteriores con algunos resultados interesantes 

que indicaran la presencia de estos sobre el brazo corto de uno 

de los cromosomas (Sansom~, 1932). Sin embargo esto no fue 

confirmado en forma convincente por otros investigadores, esto 

probablemente sólo demostró la falta de trabajo sistemltico en 

este campo.En artfculos poster1ores se reportan satélite~ pero 

estos se muestran en los brazos mas largos <Slixt,1972>. 

La linea 110 fue propuesta como la linea-tipo y 

representante del cariotipo normal de E!!~~ !~!!Y~~ L. CBl ixt 

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

1 os cromosomas. 

A Cromosomas con sat~lite <sobre brazo largo) 

Satelite grande relacion de brazos 2.2, longitud 'l. 7.ó Y.! 

Il Satelite corto relación de brazos 1.9, longitud'l. 7.1 !Y. 

8 Cromosomas sin satélite. 

Constriccibn marcadamente subterminal,relaci6n 

de brazos 2.8, longitud 7.0 
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lla Constriccibn m~dia-submedia (cromosoma mas corto> 

+ Cromosoma con la constricción no exactamente 

a la mitad, relacibn de brazos 1.2 a veces muestra 

una constriccibn 5ecundaria 

Cromosoma corto con la constricci6n media, 

relaciOn de brazos menos 1.1 longitud 'l. 6.0 

llb Constricci6n submedia, relaciOn de brazos 1.5-1.7 

+ Cromosoma el mas grande longitud f. 8.6 

relaci6n de brazos 1.5 

++ Cromosoma corto, longitud % 7.0 relaci6n 

!!! 

!! 

! 

de brazos 1.7 ~ 

II.3.3. Estabilidad genética en Ei~~p !~!i~~p L 

La• características mutantes de tipo Mendeliano,se deben a 

peque~as modificaciones an los cromosomaB y al igual que en otros 

organi9mos, ei~~~ ~!~~~~~ L presenta variaciones genotlpicast 

tanto naturales como inducidas: sobre las mutaciones espontaneas 

podemos afirmar que la exi5tencia de diferentes tipos de 

radiaciones en la naturaleza es una causa o factor que interactúa 

con el ADN de la c~lula. EKisten adam•5 2 causas relacionadas,con 

la variabilidad, que son intrínseca5 del organismo y que afectan 

la t•sa de mutaciones en e~!~~,una es la heterocigosidad gen~tica 

observada en una gran cantidad de . materi•l y que ee 

considerablemenente alta en F1 de cruzas que en lineas puraB 

(Lamprecht, 1939 citado por Blixt, 1972). 

El otro facto~ es la edad de la9 semillas donde la tasa de 

aberraciones en semillas viejas fue de 10-12 % y alrededor del 1-

26 



3 'l. de puentes CD'Amato, 1951 citado en BI ixt, 1972>. 

Entre los agentes que inducen aberraciones cromosómicas en 

chícharo se encuentran las radiaciones y en especial las 

ionizantes. Presentan un efecto directo y modifican las 

condiciones metab6licas durante y despues de la radiación. 

Una gran diversidad de acci6n en da~o cromos6mico de los 

agentes qufmicos se ha encontrado.ya que algunos qulmicos rompen 

cromosomas sin inducir mutaciones otras inducen mutaciones sin 

romper cromosomas, mientras que algunos hacen ambas cosas y otro'!\ 

rompen preferentemente en r~giones heterocromAticas. 

Especificamente en cultivo de tejidos de ~t~~~ ~!~!~~~ L se 

obsarv6 que durante la formaci6n de callo a partir de ra!z 

ocurri6 un doblamiento cromosbmico,originando nücleos poliploides 

en presencia de extracto de levadura en el medio <Torrey,1958) 

ademas de la levadura, la cinetina s~ reporta como un disparAdcr 

de mito~i9 en células vegetales maduras que han sufrido 

dupllcaclbn endomltbtlca CTorrey, 1961) sin embargo plantas 

completas que se formaron a partir de hojas maduras e inmaduras 

por vla organogénica (con formaci6n de callo marcadamente escasa) 

contlen& el número diploide normal y solo se encontró una 

v•riación an la frecuencia de regeneración de brote5 y yvmas 

<Rubluo y Kartha, 1984>. 
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111. OB,JErIVOS. 

El ob;etivo planteado para el presente trabajo,fue el 

analisis de la estabilidad cromosómica de chícharo <e.!§~~ !!tiY~~ 

L.> en meristemos radiculares de semillas derivadas de plantas 

obtenidas por cultivo !Q ~lt~g Ca partir de hojas inmaduras> así 

como en la gener-ación posterior obtenida por semilla. Para el 

logro de este objetiva se analisaron las alteraciones 

cromosómicas en anafase <fragmentos, puentes, cromosomas 

retardados y anafases multipolares> además, se obtuvo el 

cariotipo tanto de las plantas derivadas de cL1ltivo ir.• ~ilro como 

de testigos, considerando su fórmula cariotipica, número 

-fundamental, relación de brazos y longitudes porcentuales de cada 

tipo de cromosoma •• 
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IV MATERIALES Y METOOOS 

IV. 1 Material Bi ol óqi c:o. 

Para la realización de este trabajo se utilizaron 5 lotes de 

semi\ las: 

i> El primer lote fue de semillas de Pi~~'!! '?ª~_ivutn L. var. 

Early utilizada para realizar ensayos preliminares y mejorar la 

tl!icnica, asi como tratar de encontrar· el nUmero adecuado de 1 a 

muestra que fuera representativo y mir1imo, ya que el material de 

' interés era escaso y en trabajos si1nilares anteri ar· mente 

repo..-tados, el tamaño de la muestra eran muy grande o muy pequeña 

!Blixt b, 1958; Kallak et al., 1978¡ Rubluo et al., 1978; Rubluo 

y Kartha, 19841. 

i i > Los cuatro lotes restantes de la. variedad Century objeto 

de este estudio fueron proporcionados por el Dr. Abraham Rubluo 

Islas; 2 de los lotes +uef'on controles tCll y Cf2> '2 de 

semillas obtenidas de plantas regeneradas por t~cnica de cultivo 

de tejidos (Rr1 V Rt2> <Rubluo y Kartha, 1984> ver i iqur'a 1. 

Cada uno de los lotes de semilla <Ctl 1 Ct2, Rtl y Rt2> 5~ 

analisaron en 2 aspectos a) Elabor·acior1 y campar ación dt:! sus 

cariotipos en metafase y b) alteraciones cromosómicas encontradas 

en anafase. 

Para el ler aspecto se utilizar·on 20 semillas pur cada lote 

realizando una preparacion permanente por cada semilla, 

seleccionando 1 O de 1 as mejores , tomando un campo de ca U a una de 

ellas. 

Para el 2o análisis se utilizar·un 12 semillas de cada 
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lote,pero se encontró que 11 individuos par tc1le era un 11umero 

adecuado. 

Las semi 11 as a qermi nar se col oc ar ur1 en frase os que 

contenian una capa de algodón humedecido con agua destilada. Se 

incubaron en obscuridad y temperatura ambiente debido a que el 

fotoperiódo en plantas influye en el número de divisiones 

celulares por lo que se recomiend~ que los corles de los 

meristemos radiculares se realicen en las primeras horas de la 

ma~ana y a temperaturas no demasiado baJas <Gimenez et al., 

1977). Una vez que 1 as semi 11 as germi n.a.ron y se obseraron las 

raices pri1narias se cortaran aquellas que tuvieran una longitud 

de 2-2.5 Cll'IS. <Street, 19°17) 

lV.2 Preparacion del Material. 

El material que se utiliza en estudios Citológicos ~s 

generalmente zonas meristemáticas, en el caso particular fueron 

meristemos radiculares.Es de suma importancia relizar un 

tratamiento adecuado para obtener una mayor y precisa información 

de dicho material. El tratamiento para cariotipo consiste 

basicttmente en 5 pasos: Un pretratamiento,periodo de 

fi.jactón,hidróli9is,tinción y aplastamianto1 Jos cuales todoe son 

imp9rtantes y cada uno tiene una función e9pecifica,por lo que 

su conocimiento,prueba y práctica de cada uno es esencial. En la 

realización de las preparaciones para aberraciones el primer paso 

no •• incluye pues en &&te caeo la fase en la división c&JuJar 

que se requiere es la anafase y no la metafase. <Garcia, 1972; 

Street. J 977). 

Para Ja realización de este trabajo se utilizó primero una 

solución de 8-hidroxiquinole1na a una mo!aridad de .002 como lo 
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reporta Bl1xt t1958a> para detener las células en metaiase; ~i11 

embargo para meJorar esta tecr11c.a se ericrnttró que e5 f;:'l P-

diclarobenzena a una solución saturada es el que mejor actúa, 

<Berlyn y Mikscl1e, 1976>ambos se emplearor1 en la ob~curidad y con 

una temp~ratura de -4 C, con el tiempo optimo de 6h. 

El siguiente paso fue la fi.iació y el fijador utilizado fue 

el de Farmer <alcohol etílica: ácido acética qlacial 3:1> 

<Ashmore y Gauld, 1981> llamado lambi~n de Carnoy por algunos 

autores <lorrey, 1961; Street, loe et t.) dur'.snte 24 horas mínimo, 

' aunque el mater-iat fijado puede ser almacenado en solución 

fijadora y mantenido en refrigeración por algun tiempo. 

Despué5 de lavadas las raíces se pasaron a un tubo vial que 

contenía HCl lN precalentado en una incubadora a 60 C, el periodo 

óptimo de hidrólisis encontrado para este n1aterial fue 10 

minuto5.Posteriormente el ácido fue eliminado y las raíces se 

introdujeron en una solución de Feulgen hecha a base de fucsina 

básica, según la fórmula de García <loe cit.> por 2 horas. El 

reactivo de Sct1iff para la t~cnica de Feulgen es uno de las 

colorantes específicos para cromosomas, ya que áctua solamnete 

sobre el ADN. <Phillips, 1994>. 

Cada segmento de raí2 fu~ transferido a un portaobjetos 

cortando y dejando únicamente la zona meristemática te~ida con 

una gota de aceto-orceina al 2 'l., colocando sobre este el cubre 

objetos para hacer el squash (aplastamiento> con la punta de unas 

pinzas de relojero golpeando suavemente el cubreobjetos con 

movimientos circulares y posteriormente con la goma de un lápiz 

ae presiona fuertemente la preparacion de esta manera el 
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aplastamiento. 

Para hacer las preparaciones permanentes, se colocaron 

sobre hielo seco hasta que se congelaron, posteriormente se 

desprendió el cubreobjetos con lJn bisturí y se de5hidrataron con 

dos cambios rápjdos de etanol absoluto , se secó el exceso de 

al c:ohol y se montaron en bal sama de Canadá ya secas las 

preparaciones se observaron al microscopio óptico, recorriendo 

todo el campo y seleccionando las mejores células en metafase en 

donde se podian contar los cromosomas sin estar encimados unos 

con otros, donde la pared celular estuviera completa y se 

observara su morfología con detalle. 

IV.3. Cariatipos. 

De cada preparación se fotografió la mejor célula en 

metafase por preparacion, a partir de las fotografías se 

elaboraron los cariotipos de la siguiente manera: a los 

cromosomas se les tomaron tres medidas, que fueran 1 angi tud 

total, 1 ongi tud del brazo 1 argo y longitud del brazo corto; 

realizando las mediciones sobre las fotografías en base a esto y 

a la posición del centrómero los cromo5omae fueron ordenados e 

identificados por parejas de homólogos, la localización de el 

centrómero puede ser expresado como una diferencia entre las 

longitudes de los brazos, la cual se conoce como relación de 

brazos o el índice centrómeric:o <Levan et al,, 1964). 

El indice c:entromérlco <IC> y la relación de brazas <R> se 

determinaron de acuerdo a las siguientes formulass 
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donde: 
P e longitud del brazo corto 
Q longitud del b~azo largo 

Va identificados los pares de cromosomas se calculó la 

longuitud relativa porcentual CLR'l.> de cada par cromosómico. 

Tanto a la longitud relativa porcentual como a la relación de 

brazos se les calculó la Media y el Error Estandar y can estas 

valores se encontró los limites de confianza para la Media 

Poblacianal CM> de ambos basandose en la distribución de Student 

Ct> y posteriormente con estos resultados se hizo la comparaciórl 

e1,tre los cuatro lotes existentes, aplicando el procedimiento 

e~tadistico de Diferencia Mínima Significativa <Snedecor y 

Cochkan, 19811. 

JV.4. Cuantificación de Aberraciones 

Ya secas y seleccionadas las preparaciones de cada lote las 

cuales se hicieron con el metodo antes mencionado se observaro•l 

al mi Cr6oscopi o, recorri ende toda la preparaci on. 

El análisis se realizó en células en anafase (ya que 

generalmete se observan los cromosomas en las etapas de metafase 

y/o anafase más contraidos e identificables) y encontrando el 

porcentaje de alteraciones cromos6micas en cada preparación¡ las 

al teraci enes observadas fueron; fragmentos, puerites, cromosomas 

retardados y Anafases multipolares; obteniendo un promedio de 

anormalidades cromosómicas de cada lote, comparando estos 

promedios y evaluando estadísticamente las diferencias entre los 

cuatro lotes <CTI, CT2, RTl y RT21. 
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O 
Plantos . 
CTI 

~óóo 
\JO Semillas 

CT2 

Fig.l Esquema que muestra la procedencia y secuencia generacional de los cuatro 
lotes de semillas de Pisum sativum var. Century: las plantas y semillas RTO,RTl 
y RT2 provienen de cultivo 111 vi tro, las semi !las CTl del campo y las CT2 de. in. 
vernadero. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSJDN 

RESULIADOS PRELIMINARES. Las tablas 1 y 2 ~orresponden a Ja 

primera parte del experimento, la cual tuvo como propósito 

establecer las mE"jOr-E;.'S cor1dicíones para c:&5egurar bu~nos 

resultados tanto de forma. 

La tabla n1uestr·a las diferentes respuesta~ que dan dos 

mltostáticas en la obtención de cr~mosomas metafásicos con una 

contracción adecuada. Par·a la realización de este trabajo se 

utilizó primero una solución de 8-hídro><iquinoleina, a una 

molarid.:.d de 0.002 e.orno lo r·eporta Blixt (1958>; si11 embarqo en 

la búsqueda de mejorar esta t~cnica se encontró que algunas 

agentes químicos pr·es~ntan u11a contracción más homog~nea 

refleJandose en la desviación esta11dar de las muestras, siendo el 

p-dic:lorobenc:eno el que mejor· actúa <Berlyn, et al., 1976>. En 

este trabaJO el que mostró mejores resultados es tambiér1 el p

diclorobenceno ya que cor1 esta sustancia 5e obluvo mayor 11úmero 

de campos adecuados, diez en tan sólo tres preparaciones contra 

veintuno en veinlitr·és prepar-aciarres co11 la 5oluclón d& 8·

hidroxiquinoleina, corroborando lo encontr·ado en la. bibliografía. 

Además se observó que al prolongar el tiempo de prelrütan1iento 

para estos dos motostáticos la respuesta es diferente debido a 

que en el p-diclorobenceno es conveniente alargar· a 6 hor·as el 

periodo de exposición y con 8-hidroxiquinoleina al prolongar el 

tiempo no se obtiene respuesta, e&to se puede tomar er1 cuenta 

pues en estudios de plantas con cromosomas cortos se menciona que 

se requier·e de pretr·atamientos breves <Garcia, 1972). 

Se utilizó el coeficiente de variación que se designa como C 
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en estadística parque es la medida que describe el n1onto de 

variación en una población y se puede juzqar parcialmente el 

éxito de un exper·imento simplemer1te observando G debido a que en 

valores grandes podria pensarse si se l1a cometida algún error en 

los cálculos o bier1 si alguna circunstancia rara arr·aja cierta 

duda sobre la validez del e~perimenta y al tratar de descubrir la 

causa y reducir C se puede mejorar en pr·ecisión. 

En la tabla 2 se observan los valores de coeficiente de 

variación en la longitud relativa porcentual de la variedad 

century utilizada en la obtención de plantas por medio de la 

tecnica de cultivo de tejido5 vegetales y la variedad early 

empleada para probar la tecnica de cariotipo, pero además se 

muestran los valor·es reportados por BliKl ll958) para el 

cariotipo patrón de P!!µm ~~~!yyn1 en el cual cor1 18 preparacione5 

obtuvo 75 campos adecuddos siendo este numero el tamaño de la 

muestra; en esta tabla 2 se ve que el tamaño ele la muestra es 

lndependiente de los valores que presenta puesto que son muy 

heterogéneos ya que como se obser'"va en cada uno de Jos siete 

cromosomast si bien con un tamaño de muestra de 10 campos 

adecuados los coeficientes son los más grandes también en cinco 

cromosomas CII, III, IV, VI y V de los lotes CTl y RTl> con ese 

tamaño de muestra Jos valores resultan ser los mas pequeños y 

solo los cromosomas Vll y 1 son menores con un tamaño de muestra 

de 25 campos adecuados que corresponden a la variedad early. 

Considerando que para eliminar esos casos extremos se podría 

incrementar el tamaño de la muestra, sin embargo se consideró que 

la elaboración de un doble trabajo y utilizaciór1 de material no 
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se compensd con la disminución del coeficiente y precisión del 

e><perimento, aur1que esto es r·elativo y para otros tr·abajos y 

personas esto se podría realiiar, u11a posible razón de la 

diferencia en lo!> valores de la5 var·iedades early y cenlury es 

debido diferencias en el pretratamiento, a la práctica y el 

cuidado can que se r·eaJice11 las preparac1anes pu~s la clase de 

colorante depende de sus dlsotventes y puedE> e11qrosar o encoger 

aJ cr·omosoma, más que el número de individuos que se utilicen en 

el trabajo tJackson, 1971>. 

CA"IOT1~0· En las tablas 3 y 4 er1 las que se ,·uporlar~ lo~ valores 

para la relación de brazos y la longitud relativa porc~ntual no 

sólo estan registrados los resultados para las muestras que se 

hicieron, sino que en base a la distribución t estos resultados 

muestran con un 95'%. de con.fianza las valares que se esperarían en 

la población total de semillas. En estas tablas tomando encuenta 

~u ± ttsx> se puede observar a sin1pJe vista si Jos valor·es entre 

lotes son difere11tes, pero las diferencias que podrian existir se 

observan si sor1 significativas en las tablas 5 y 6 que 

corresponden yá al análisis de las tablas 3 y 4 y muestran los 

valores num~ricos de las diferencias y marcan CL1ales de estas 

diferencias fueron significativas. 

La utilización de :!: ttsx> 110 5óla s\r·vió para dar· los 

valores de la Media Poblacional de cada lote sino que además 

este valor es mucho menor que el de la simple desviación estandar 

reduciendo así el rango que tuviera cada lote y por tanto la 

aplicación del tratamiento de la diferencia es más precisó. 

Observando la tabla 3 podemos decir que la longitud relativa 

porcentual es muy parecida para todos los Jotes y par tanto las 
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plantas que l"lOS interesan RT 1 y RT2 son semejantes a sus 

controles y si obser·vdmos la tabla 5 solo en una ocas1ón es la 

diferencia sigr1ificativa, pero se podria co11siderar que esto es 

natural ya qu~ si bien existe una diferencia er1 el cromosoma Vll 

entre 1 as p 1 antas regeneradas R11 y RT 2 también eso ocurre entre 

los controles en el cromosoma IV. 

En las tablas 4 y 6 en la Relación de Brazos esta variable 

considerada es mas precisa en la .detacción de algunas 

modificaciones y se puede ver q1Je a diferencia de la tabla 5 que 

sólo muestra en dos ocaciones la marca *' er1 la tabla 6 se 

muestra en siete ocasiones 

Analizando cori deteni mi en to la. lab 1 a 6 se observa que las 

preparaciones de Rll que son las que más nos interesan por ser 

la primera generación obtenida !,Q ~l.bi:C? muestran una diferencia 

bastante significativa en comparación con los dos controles y aún 

a su Fl para el cromosoma Vll y para el cromosoma IV solo con las 

lotes RT2 y c1·1; la diferencia consiste en una pe~ue~a reducción 

en el valor de la relación de brazos (tabla 4> para ambos 

cromosomas, haciendo que la posición se n1ás media, la causa mas 

probable de este cambio en su morfología es que haya ocurrido una 

mutación de ~ipo lraslocación reciproca desigual o inver5i6n 

pericéntrica pues el comportamiento cltológico er1 las c~lulas 

somáticas que han su~rido estas variaciones se caracteri%an en l• 

formación de puentes anafAsicos <Lacadaena, 1981) asi como una 

·modificación en la longitud del cromosoma efectado coincidiendo 

este último aspecto con lo observado en la tabla 3 donde estos 

mismos cromosomas muestran una reduce i ón en sus valores 
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comparándolos con las lotes CTl, Cl2 1 '>-' Rl2 sier1do 1 a diferencia 

significativa <tabla 5>; pudiendo atribuirse en primera instancia 

esta diferencia siqnificativa a su origen !_~1 '.:'.'.~~i:~ sin embar-gc1 er1 

general y para el resto de los cinco tipos de cromosomas 

restantes se puede decir que SLJ car1otipo es semejante a SllS 

controles e ir1cluso en estas tablas se observa que er1tre los 

controles tamhit°ln ocurre la mi~mo y por tanto se confirma que 

algunas modificaciones pueden ocurrir en la nüturalela sin pasar 

por un sistema ar·ti ficial de propaqación. Es muy común observar 

diferencias en entr-e crtntllOSOIHdS 

meta4ásicos en Lflulas meristen1áticas de raíz causadas por 

diferencias en la penetración de las sustancias fijadoras ó 

hidrolizantes. <Jackson, loe cit.). 

Sólo en las plantas "de la segunda generación denomina.das Rf2 

se encontró una diferencia significativa entre el sequndo control 

CT2 en los cromosomas V y VI <tabla 6). 

Además en la tabla 4 observando la parte ± t <sx) de los 

valores para los siete pares de cromosomas, se comprueba lo 

reportado por Levan <1964) donde el dfirma que existe menos 

variación de contracción de los brazos en los cromosoina~ que 

presentan la posición del centrómero en la región m~dia <11, 

111 1 I> a diferencia de los que presentan el centró.nero en la 

región submedia <V, IV, VI> y m~s aúr1 a lo obser·vado en el 

cromosoma Vil en el cual la posición del centr-ómero es en la 

región terminal; esta reducciór1 en la contracción se ve r·eflejada 

en la disminuciór1 de t(sx> que es análogo al valor· estadístico 

de desviación estandar, pr·esentando esta conducta en los cuatro 

lotes sin importar su procedencia. 
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La figura 2 muestra los cromosomas de ~~~~~ ~~~!~~~ L. var. 

century en 1 a que se observa que su numero cromosómico es 2n= 1'1 

y su fórmula cariolípica 2m+'1sm+tst dor1<J~ mQ 

(cromosoma (cromosomd 11 y lll>,5m"' submetacéntr·ico 

metacEnlríco 

l, 1V, V y 

VI) y st=subtelocéntrico <cromoso1na VII> y dentro de los 4 pares 

de cromosomas sn1 dos de ellos <IV y VJ> muestran sat~liles en sus 

brazos largos, en el cromosoma IV la constricción secundaria y 

por tanto el satelíte fue debilmente desarrollado; en algunos 

organismos la constricción secundaria puede ser trasladada al 

centrómero atraves de inversiones o traslocaciones, por lo que 

esta no puede ser facilmente reconocida <Jackson, loe cit.>. 

Aunque la variedad early sólo se utilízb par·a probar la 

técnica de cariotipo es importante mencionar que en varias de las 

preparaciones se observan sat6lites en el brazo corto del 

cromosoma 111 figura 3 letra e mientras que en la varied•d 

century no se observa esta constricción secundaria, reportado en 

<Pellew y Sansome, 1932> y que no fue conf lrmado por otros 

investigadores como KraJevoj en 1935 y Koller en 1938 <BllKt, 

1972). 

La causa de esta diferencia no es que sean de diferent& 

variedad sino que esta constricción no siempre es visible en las 

preparaciones, dependiendo de las tecnícas para cariotipo 

empleadas, por ejemplo con bromoMiquinoleina es raramente 

observada <BliKt 1 1958 b) mientras que la substancia 5,7-dibromo 

8-hidroMiquinoleina tiene efectos superiores por lo que en esta9 

circunstancias si se observan Jos satélites (8liMl, 1972) 

coñfirmando la importancia del conocimiento de las substanclas 
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mitostáticos empleadas en el tratamiento de las preparaciones. 

NIVELES DE POLIPLOIDIA. AJ revisar la~ preparaciones tanto para 

cariotipo como para aberraciones no se obser·varori celula5 

poliploides en los lotes Cfl, C12 y Rf2; solo en RTl ~n 

pr·eparaciones para car iotipo 1 cinco d~ ellas pr~sentaron una o dos 

células poliploides, pero considerando que se observaron 

completamente todas las preparac1011es y el n6mera de c~lulas 

totales es muy grande no se puede decir que el tejido prese11ta 

duplicaciones er1 el n~mero cromos6mico.l.a i1nporlanc1a que tierlen 

los an•l i s1 s de variación nurni?rica es que +ueron los 
.. 
pr 1 meros 

estudios que se reali2ara 11 y más específi~amer1te en los sislen1as 

clásicos de zanahoria y tabaco pero QlJe posteriormente viendo sus 

limitaciones ,los estudios se entocar·on mas a los cambios 

estructurales y pérdida de material genético y aú11 en estas 

fechas el mejor análisis ha sido realizado con microscopio de luz 

<Lee et al., 1988>,sienda necesario disponer de ur1a amplia 

bateria de te~nicas genéticas las cuales podrlan ser usadas para 

realizar una mejor evaluación de la variac:i6n somaclonal 

Las tablas 7, B, 9 y 10 muestra los porcentajes de 

alteraciones cramosómicas de cada uno de los lotes <Cl 1 1 CT2, RTl 

y RT2> en todas sus preparaciones, en estas tablas se observa que 

hay diversidad en los resultados y en ocasiones se elejan de los 

promedios pero al aplicar Los sistemas estadísticos esto queda 

contemplado y ajustado, adem~s estos valores se utilizaron 

posteriormente para calcular 9 ~1-~2 en cadd porcentaje de 

alteraciones para encontr-ar asi los valores de la diferencia 

<tabla 12) la cual nos ayudó a ver si esta diferencia ~s debida 
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al azar y se encuentran en las mismas condiciones o no. 

La tabla 11 muestra en forma global y rápida la situación en 

las 4 tablas anteriores y de cada anormalidad cromosómica cama 

aberra.et ones <fraqmentos y puentes> y anat ases multipolares se 

ilustran ejemplos en las Tiquras 4 a·-f; en general se presento 

una alteración por anafase, pero en ocasiones hubo n-ás de ur1a (4 

e, d >. En esta tabla se puede observar que el lote que presenta 

mayor número de células en anaTase es el de semillas proven1ent~s 

de cultivo io y!~re segunda generación RT2 con url valor de 2776 

anata.ses encontradas, mientras que él que tuvo el valor inferior 

fue el control CT1, en esta tabla también, se observa que el 

número de célL1las en división representada por el número de 

anatases esta asociado a como se lleva a cabo la división 

celular, pues una causa que provoca la disminución de la 

frecuencia de divisiones celulares es la producción de 

alteraciones cromosómicéls ya que estas causan la muerte celular 

CDavidson, 1959¡ Wuu y Grant, 1966; 1967; George et al., 1970 

citados en 8ai2a, 1980) y c·r1 presenta el mayor porcentaje de 

anaf ases anormal e!::i si en do también el que presenta menor nUmero de 

celulas en esta Tase de división celular. 

En los cuatro lotes el porcentaje de +ragme11tos es más 

elevado que el porcentaje de puentes y en las figuras 4 a-e se 

muestran diferentes células con este tipo de aberración una 

característica que se encontró y se muestra en la figura 4c es 

que los satélites son la región más sensible pdra que ocurra un 

rompimiento en el cromosoma; una explicación fue hecha en 

estudios realizados can las especies vegetales G~~ei! 5ªE!l!~~i! 

L. y .~~-ª !!'~i".§ L. donde se sugiere que existen regiones o puntos 
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de rompimiento especí f1cas en las Cl"'oma'ioina.s, particularmente 

regiones que contengan bf:'!leror::romat i na coma son 1 os sat l>l i t.es 

que contienen la región del organizador nucleolar tNOR) y el 

centrómer o donde ocurren preferentement.e tr·aslocaciones 

reciprocas e inversiones originados posiblemente par· una 

perturbación en la sincronización entre 1 a r·epl i cac1 órt 

cromosómtca durante la fase 9 y la división celular, pues las 

regiones heterocromáticas replican más tarde que los segmentos 

eucramáticos y puede ser vulnerable su ihte9rídad a fluctuaciones 

' en el ciclo celular (Lee y Phillips 1988). Al ver los porcentajes 

de ana.fases anormales y aberraciones en CTl se pensaría que las 

plantas regeneradas in ~ilro ofrecen m~s estabiljdad cromo5ómica; 

pero revisar1da bibliografía se e11conlr 6 que Pt~uni ~;.tiy~m 

presenta el problema de que 1 as semi 11 as con A"l t 1 empo van 

teniendo porcentajes elevadas de dberrnc:iones llegando a tener un 

nivel de 10-12 'l. para f~agmentos y 1-3 t. de puentes, valores que 

son muy parecido~ a los obtenidos en este t~abajo el cual fue muy 

eleva.do pues fue de 15.49 'l. en fragmentos para CTl y 

c:orroborandose o hac:.i endo$e patente en 1 a tabla J 2 donde se 

compara este valor cor1 las demás lotes, la diferencia e!> 

aignifíc:ativa; por muy 

recomendable para estudios citogenétícas <0 1 Amato, 1951 citado en 

Bli•t, 1972). 

Las aberraciones <fragmentos y puentes> se clasifican en 

tres tipos~subcromatídicas 1 cromatí.dicas V cromosómica5, 

dependiendo er1 que etapa dei cicla celular ocurre el daño en el 

AON; las aberraciones subcromatídicds se producen cuando~\ da~o 

42 



ocurre durante la profese y su sustrato es la medía cromátida, 

las aberraciones cramatidicas se producen en c~lula.s en S y 82 

teniendo como unidad de ruptura la. cromátlda. y las aberraciones 

cr-omo'!:S.ómicas se forman cuando el cromosoma es la unidad y esto 

sucede en células e11 Gl. 

En 1 a.s f i. quras 4 a, d Sfi> muestran las aberTac. i one$. Ue _l i po 

c:romátidica pues en estas unicámente hay un traqmento o puente 

por cada célula, mientras que las figura~ 4 b, e son aberraciones 

de tipo cromosómico y en cada célula hay dos fragmentos o puentes 

dependiendo del caso tEvans,1976). 

Los parcentaJe!ó de cromosomas retardados y a.naf ases 

multipolares para RT2 y CTI en la tabla 11 presentan valores muy 

elevadas por lo que podemos decir que este tipo de anormalidades 

no estan relacionadas con el factor ti~mpo o edad de las 

semillas. 

Las causas más probables de la aparición de cromosomas 

retardados y anafases multipolares (figuras 4 c,f) fueron 

posiblemente daños al centriolo o al huso acromático más que da~o 

al centrómero pues si hubiera sido esta ultima causa no se 

presentaría el caso de que en los lotes donde el porcentaju de 

cromosomas retardados es mayor coincide con los porcentajes de 

anafases multipolares igualmente 9rande5; dicho huso está 

constituido por m1crotóbulos, que son el resultada de la 

polimerización lineal de las moléculas de tubulina, unidas 

mediante enlaces -s-s- <disulfu~ol; las alteraciones en la 

-f-ormación y funcionamiento del huso puede tr·aer como consecuencia 

la produc:1:i On de anafases multipolares, integrandose mas de los 

dos orupos normales de cromosomas, que en telofase se presentan 

• 
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como núcleos separados, los cual es pueden ser· di vi di dos por 

paredes celulares indi.vtdUaJeSt produciendose celula5 COll nl'.a<neros 

menoresde2n <Bai2a, 1980>. 

La tabla 12 marca los valores de las dif~re1lcias entre los 

cuatro lotes para los diferentes porcentajes de anormalidades 

cromosómicas que corresponden a la parte llamada lnferencia 

Estadistica y se observa que el late Cl 1 se encuentra muy 

significativamente diferente genéticamente con respecto a los 

lotes Rf1, Rf2 y CT2, los fragmentos son el tipo de anormalidades 

más encontrados en CTl o:tiendo signifjcativ.t1mente 18 diferencia 

con lo encontrado para los tres lotes ~estantes considerando este 

lote de semillas más inestable~ 

Entre los controles CTl y CT2 tambit-n se enCUE!'nlran 

di .ferenci as en el porcentaje de anata-ses anormaJ es < producidas 

por la aparición dp fragmentos que se VE:'n refleja.dos en el 

porcentaje de aberraciones) siendo que provienen 1;1 tiener1 el 

mismo origen !.~ y!_y9 las condiciones fion di.ferente, qlle no son 

solo de condiciones en su .formación sino del tiempo quE:< tenian 

las semillas. 

En los resultados de anaiases multipolares se observa que en 

las plantas regeneradas .í.Q ~!.ti::-9 RTl su valor es muy pequeoño 

<tabla 11> siendo la diferencia muy significativa con re~pecto a 

las semillas CTl y RT2 lo que indica que la multípolaridad no 

depende de la edad de la semilla. 

Para los lotes R'íl, RT2 y c·r2 la diferencia entre lo 

encontrada en cada uno de ellus co11 respecto a lds alterac:íon~s 

na es significa ti va. por 1 o que se puede dec:i r que 1.as semmi J las 
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estan en las mismas condiciones en su material genético. 

Considerando esto la ttcnica de cultivos de tejidos 

vegetales af~ece muchas ventajas, en este caso permitió no tener 

variaciones geneticas considerables, sin embargo puede constituir 

una forma de incrementar la variabilidad genética y esto en 

fitome_jnramiento reSlJlta valioso, ademés se otrece como una via 

de producción de plantas, al realizar clonaciones por ejemplo 

de var"iedades mejoradas ó bien con su materidl genético original. 

Los estudias c:itogenéticos como el presente deben estimutar~e y 

reali2ar"se como una medida para evalu.:u· las caract.eristicas rJ~ 

las plantas regeneradas .i.r:i '!ttr:9 ya quP. al igual que en todos 

los vegetales en e!~~m §~t!.~Y~ su fi~iologia, la tor·nld y el 

desarrollo estan determinadas por el factor genético en 

combinación con las condiciones ambientales <Pearson, 1981). 

En particular en nuestro caso se puede decir que no hubo 

variaciones considerables en las plantris regeneradas !r:.' ~iii:.lg 

tunicamente en la relación de brazos de RT1 y sólo en el 

cromosoma Vll donde la diferencia fue sigrdficativa> y si el 

objetl va es el de mantener así el germopl asma, ra obtenci6n de 

plantas por via orqanogénica con poca formación de callo es una 

buena opcian; aunque esto no implica que las variaciones aquí 

detectadas aunque pequeñas no podr(an afectar a la planta, pues 

hay una correspondencia paralela y parcial en los cambíoi;; del 

cariotipo y morfcloqia <Jackson, loe cit.). 

En forma general estos estudios nos mostraron las 

condiciones genéticas en las que se encontraron las plantas 

regeneradt11.• i..U ':d~i:.<? pero se podría obtener mayor in+ormación de 

las condiciones si se acompaña de otra típo de estudios 
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morfológicos, fisiológicos, fitoQuímicos o de bandeo. 

En callo es posible que ocur·ran can1bios g~r1~licos a lo latgo 

de su desarrollo por to que en ciertos pu11tos esta via es 

limitada en uso; como ~ifl~~ ~~ed~ L. Loblolly P., llld-Field P. 

Frankincens~ P. donde los 

ocasionalmente ·se +arma.ron 

brotes 

sobre callo 

mer1stemálicos 

revF.;11 aron 

que 

tener 

contenidos de DNA anormales siendo deletérea al pino estas 

condiciones (Renfroe, 1985> .Pero si el objetivo es la generación 

de plantas, con variaciones nuevas el desarrollo de ~ultivos 

celulares seleccionados, a través de callo como ur1a fuente para 

generar variabilidad genética, e-=- una buena razón para su uso; 

como en callos de tabaco tolerantes a ciertos herbicidas que 

fueran seleccionados y reqeneraran plantas las cuales mostraron 

una tolerancia genotípica aunque en menar grado <Swartzberq et 

al., 1985) • 

Es importante lomar en cuenta las condici<.111es fí~icas y las 

componentes del medio, especialmente hormonas y requladores de 

crecimiento que modifican el contenido del ADN; como la a.u>cina 2-

4 O en callos de ~!!~~~ ~!1lY~~ L. donde aparecieran poliploides 

probablemente provoco las síntesis ininterrumpida del ADN o de 

sus precursores.< Jaraslav, 1985), sin embargo en otras casos el 

material genético tiende a adaptarse y tiene la capacidad de 

responder, tales son los casos de cultivos en suspencí6n en dos 

especies de ~J~Sf?~i~D! donde se observó que en su establecimiento 

y primeras etapas de desarrolla p~esentó par·centaj es de 

varlabilidad elevadas a ca1nparaci6n de los cultivas m•s viejos 
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<Balzan, 1981) y en callos de ~C~Qi<=!C?P.?\.'> ~l.1ali'!na <L.> Heynt1. 

inducidos de ar1teras primer~mente originaron subtancialn1enle 

aneuploidias y poliplodías pero en los brotes generados de estos 

callos manifestaron poca variabilidad en el nómero cromosómico y 

se lograron plantas normales <Keathley et al., 1983> 



Fig.2 Célula somática en metafase de Pisum sativum variedad Cen 
tury donde se observa el número cromos6mico~ cada cromos2 
ma esta identificado con un número romano el cual corresponde a 
lo establecido por Blixt (1958 b), las letras indican los cromQ 
somas con satélite. 
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Fig.3 Célula somática en metafase de Pisum ~ variedad early 
donde se observa el número cromos6mico 2n=l4, cada cromosoma esta 
identificado con número romano el cual corresponde a lo estableci 
do por Blixt (1958 b) las letras indican los cromosomas con doble 
constricci6n. 
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Fig.4 Células en anafase de Pisum sativum. variedad century que muestra 
los diferentes tipos de alteraciones cromosómicas: a)fragrnento 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 número de metatases y calidad de contraccion utiliz~ndo 
das tipos de mitoslátic.os en meristemos r·a.diculares de Pisum salivum l.. 
var. E.arly a diferentes tiempos de expos1cilm. 

SUSrANCIA 

p-Diclorobenceno 
0.002M 

p-Oiclorobenceno 

8-Hidrowiquinoleina 
soluc. saturada 

8-Hi drox i qui noJ ei na 

tf Pr·epar aci enes 

3 

5 
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labla L. Coeficiente de variacibn en los valorea de lonqitud r·elativa -
porcentual para los ~iete pares de cromosomas en \05 cuatro Jo
tes de semillas de Plsum satlvum L. var.century lCTl, CJ2. RTI 
y Rl21 asl coma de la variedad Early y la rwportad• por 81\xt -
(1958) tomando en cuenta el tama:o de la muestra en los tres -
casos 

Cromosoma Ear ly CTJ Cl2 Rl 1 RT2 81 t.t 

ll IU.16 6.52 8.87 8.93 14.24 7 ,65 

111 11.24 6.81 15.42 13.51 9.8 7.59 

6.28 15.60 8.67 10.65 16. 73 8.69 

V 12.52 12.59 13.27 9.03 1.2.18 10.30 

IV 8.57 7. 25 8.76 1 J. 79 10.53 8.64 

Vi 5.76 10.59 9.58 14.80 6.88 

VI! 6. 43 6.44 13.3 10. J 7 9.8 

tamalo de muestra 25 JO 10 10 10 75 

CTl= provenientes de campo, LT::C:==- de invernadero, Rll= de plantas reqe1,e
radas in vitre primera generación, RT2= segunda gener•ción. 

52 



labia 1. Valcre5 de los lJmites el~ confianza dw I~ 1nedi~ poblacit111al ~1 <basados~') 
1~ disti-ihur·1tm t1 de la lonqlb;d relal.ivo<t pon:ent:ual en los si~te cn:-1mo
somas de Pisum sativum L. var. century en sus cuatro Jotes de semil Id~ -
tCIJ, CT2, RTI y "Rí2l 

LOTES Cl'l CT2 RI l R12 
M= l.. + ltsx) M= X+ lts)() t-1= X ! t < s:-c > l'I= X + tt-:,x) 

CROMOSOMAS 

11 6.28 + v.19 6.42 + 0.28 6.53 + v.4J 

111 6 • .:SJ + o.2v 6.68 • o.51 6.66 + 0.42 6.57 + u.28 

7.56 ! 0.55 1.38 + o.32 7. 51 ! 1) • ..S8 7.35 + v.55 

V 1. 54 i o. 45 7.16 ! ().47 7.75 + 0.38 

IV l. 58 ! o. 26 7.19 ! 0.31 7. 38 "!: o. 4 l 7.31 + o .. H 

VI 7.80 "!: 0.21 /,65 "!: 0.40 1.62 -t v.34 7.50 + t).49 

VII 7.29 ! 0.22 7. lv ! 0.22 7.54 -~ n. ··,~ 

CTl= provenientes de campo, CT2= de invernadero, Rfl= de pJantas regenerada~ in vi
tre primera generacibn y Rf 2= segunda generación. 
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labia 4. 'lalor-es de los 1 Imites de confianza de la media pablacional M Cb!ílsados en 
la dislr1buL1bn t) d~ lar-elación de brazos en los sieta cromoson1as de -
P1sum sativum L. var. century en sus cuatro lotes de semillas <CIJ, ~12, 

RT 1 y RT21 

LOTES CTI CT2 Rll Rl2 
M= X + t<sxl l'I= 1. + t<sxi M= X + t(SK) l•l:a .\ ~ t IS><> 

CROMOSOMAS 

11 1.08 + O. OJ l. 11 :': o. 04 1.08 ! 0.03 1.09 + 0.(14 

111 1.19 ! O.Oó J. 28 ! O, Oó J.22 ! 0.04 1.24 + O.lió 

l. 55 ! o. 08 l. 49 ! o. 07 1. 49 + 0.(19 

V 1.08 ! o.os 2. 10 ! o. 15 l. 77 ! o. 1 o t.7'2+0.08 

IV 2.03 +. 0.07 l. 81 -t: o. 11 l. 77 ! 0.09 1. 96 + o.'·' 
VI 2.36 +O.JI 2.39 + 0.17 2.19 ! 0.14 2.oa + n.1~ 

VII J.4J + O.JI :3.38 ! 0.38 2.67 ! 0.25 3.26 + 0.28 

Lll= provenientes de campo, CT2= de invernadero, Rll= de plantas regeneradas in vi
tre primera generaciOn y RT2= segunda generación. 
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labJa b. kesullados de las pruebas de diferencia ccn1parar1do los ~aJur~s de las 1ne
d1as poblac1onales de Ja Ja11gítud relativa porcent1JaJ para los siete crn
masomas de Pisum sat1vum L. var. cenl•Jry en sus cuatro 1ol~'::t 1111. 1.1;.i, -
RI 1 y Hl21· • 

Cromosomas VI 1 ll 111 ') }\.r VI 

CTl & RTl v.05 1. 25 J. 44 v.u7 1. v4 1.ou 1 •. 19 

Cl2 & RT2 J.º'~ ú. 45 -v.59 u. 13 0.58 

CTl & RT2 l. 4 7 0.21 J. 31 0.53 l. 24 1. 3~i 

CT2 & RTl l. 19 0.33 o.v3 v.50 l. 1 1 v. 18 

CTl & C12 u. 14 u.93 J. 42 0.44 v.55 2.22~ 

RTl & RT2 2.614 Q.45 ú.6U 0.57 2.5v u •. 35 U.6u 

CTl= provenientes de campo, Cl~= de invRrnadero, Rll= de plantas reqeneradas in 
vitre primera generación, Rf2:;:;. segunda. generación, &= comparando con V .. .:; di fe
rencia significativa 
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labla ó. Resultados de las pruebas de diferft'nci• comparando los v•lorr:cog de 
medias poblacionales de la relaci6ri d• br-azos p~ra lo9 siete crn
mo~omas de Pisum sat1vum L. var. century en sus cuatro lote5 <Cf l. 
CT2, Rl J y Rr21 

Cromosomas Vil ll lll \) IV VI 

CTl & RT! u u. 75 J .u (J • .3U 1. /u 

CT2 & Rf2 (J.48 u.66 u.su u.6:1 J .5ll 2. 21 • 

cr1 s. RT2 u.77 u.33 u.6.3 u. 75 J .(Jv u.89 7.8lJ 

cr2 s. R11 L../31¡. J .uu J .;;u (J.IJ L..Uu u.44 1.4.\ 

Cll&CT2 u. (J4 1.uu i .8v u.14 J .9J 2. 8<1 

RTI & RT2 0.66 u u.56 ;¿. J 1* 

CTl= provenientes de campo, c·12= de invernadero, Rll= de plantas reqeneradas 
in vitre primera generación, HT2~ segunda generación, &:= comparando con y •= 
diferencia significativa 
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li!bh 7. f'oru•nt.i.1es de .ilterac1or1es cro1nsl:11LaS to ¡,n;if;,se en ol~r.tulis rle 5l'to1ll.:is de f'p;.u• sillvtt• vn. cen
turv provenierites ae osno en. enrontr.irh,, fl'I c.id.:t 11n.¡ de las ~rep.ir;;.-ion:is, 

1 Preparac1011 lll 

lolill de ~nafasE.-s 137 41 yJ llJ 44 103 

t de AMf. Anorulu 9.•9 9,09 2.•4 lb.13 1.61 14.46 11.41 2.\ó ?.l4 31.BI v,71 ló.19 

Fraoaentos H 1.19 /,1!7 4.68 2b.68 1),89 32.5 10.ll 1.54 (J,ff ~J.H 21.Jl 15 ... q 

Puentes\senc,tdobl.) 8 4.38 1.02 l.44 1.15 o.si 2.41 2.69 1.0J v.41 o.oo 1.17 l.Bb 

Aberrac1or1es . A • B b.57 9,09 ),¡¡ 19.03 1.78 14,91 22.81 2.57 0.14 Sl.43 JI.lb 17,lS 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Crotosotn kelarditdos 1.91 0.00 O.úO 4.lll 0.65 1.21 O.O-O 0.51 1.40 ll.•4 1.il 2.43 

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Ahahses ~ult 1 polares ú,/l 2.01 o.oo O.oo 0.110 o.oo o.oo 1.0l ll.47 1.27 O,tlú 0.59 
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libla B. Forcenti11)es de ilteric1or1e'i cro•osó•1os eri :1riilfi1~e en otantulils de se11llas de hsu• '>i1l.1o;ull ·~ar. centur., pron•
n1tintes de 1ovl'rnadero Cl~. ¡¡o11co11tri1do1s en cada una de las prepi1rac1ones. 

t Prepar;món lo ,¡ 

total de Anahses lóO 193 /J•i 

l. de ~ntf. Anor•ales 10.oO 6.12 1.1/ l.IJ 4.bl U6 4.% 4.90 ~ .. IJ 1.hl ~.11 .1.51 

Fnci•eotos A 16.87 1.07 0.87 l,í1b tl,92 o.os 2.64 2.4~ 1,11.; 0.1)0 1,81 '·"' ;,¡q 

Puentesl~enc. tdob l .1 8 o.oo ·i.o1 l.3ú l.Oó 1.85 1.SI o. 71 0.98 1.05 !J,00 ~1. 55 0,/lo l.•11 

flbtrr,;ooM!5 =A+ 8 l6.a1 1.14 2.11 1.12 1.11 7.64 ~.fl) ),1) :1.r.a O,;,,\ 4.42 1,ii:i. 4.·itl 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Cro1oso1as Retard¡¡¡dos 2.S t).5? 0.0(1 o.on 0.12 u 0.00 2.45 1.54 l.ól 0.55 o.nn 1.11 

Anafises Kullipolares 1.25 o.00 ó,M 0.<JO 0,1H1 o.00 o.71 u,oo 0,00 1),00 1.11 0,00 
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liib1a 9. ~ortentajes de alter•c1or1e~ cro•osti11cas en i:Oilfase er1 pUr.t.ul¡s ~e se•lllis de F1sut Siil1>1u1 Hf. tt:ntu
ry prO\lf'rt1entes de pl•ntas regeneradn in vitro pruera oenen.ctbn Prl, f-ntonlradas en r,¡d;, unil dt Jcis -
preparcc1ooes. 

' Prepanc10r1 10 11 PROHEblD 

Total de AMfases 50 1(1 188 2911 14 

? de Anaf. Anorlillrs ll,<•O l.~B 1.57 2.41 18.57 11.Bl 4,ló 11.51 7.41 4.08 4.11 7. 11 

fraq1i'nlos A O.{JO l"ló 10.11 3.10 18.57 l.l'B !•.02 1.45 4,ó3 0.11 4.22 

Puenteslsenc. •dobl, 1 8 o.oo <1.00 1.13 1.03 14.11 J,51 l.li 7.25 n,9; o.SI ;,¡; 

Aberr.iittories = A • K 8.Bn 

Cro•oso1as Retardados l,44 

Ana.f11ses. Hultipo)jjrfi "•''" 
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liblil 10. Porcentoies de .,Jlerac1ones cro•os6111r.ds P.n .,¡r1t1.ff1se l"n rl~nt11Jo:s rl~ ~~•1ll;u. ffe h~11• ~:it1v11• v.:.r. centw~ pro· 
ven1entes de pl¡¡nl.is reQeneritd.is 10 v1tro seounda l)Pner.:tnóo f'll, t'hf!,111r;.t1:.~ pr, 1...o•i.t 111,., dE> l,u cir~o.rM1t1nei;. 

1 Prepilr¡¡ciOn ló 11 ll PROHEDIO 

Joto! de Anafaus !4 397 345 175 144 187 ¡,1 111 101 91\ 446 

1 de Anilf. Anoraales 5.63 7.81 1.52 2.ól 4,57 2.81 l.óO l•1, t1 1.4l ~.14 b.ól 1.47 

FraQtentos A ),46 14.0ó o.oo l.i4 -0.57 3.ia 1.14 10.11 J,f;; 9. 11i1 J.lJ 1.01 4.47 

Puentes Is ene. tdobl. 1 s l.JO o.ov o.w o. 19 J.14 0,(111 0.53 1.01 1.75 o.oo 11.11 o.45 1.54 

Aberrac1or1t; ::: A i 8 Uó 14.116 f),(10 2.v3 1.11 J. IB 2.07 11.í~ UI 9,9 l ~ .44 2.46 b.01 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Cro1ost111as Petar dados l.~\) U9 J.(11 l. ló ?.29 l.b4 [,,({¡ {.2~ ,\,i•~ Ú,uu t-.bl 1,li l.llt 
---------------------------·-----------------------------------------------------------------------------------------··M 
Anaf¡ses HultJp[!ltres 11,43 1.~b (l,(1V (l,i1ll (1, ~,¡ (1,41 t1.~d 1 • ~.¡, 11,&i 11.mi Ltl r.,¡¡ !l.bO 
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labla 11. Valores promedio de los porcanta1es de alleraciones cromosOmica".:> e11 ana.fa~e 

de Pisum sativum var. century de sus cuatro lotes de semillas (LJl,Cl2~Rtl 

y RT2>. 

LOTE CI l L.I ¿ HI 1 Rl2 

letal de Anafases 1276 2118 l66ú 

'l. Anafases Anormales 10. 19 4. 52 7. 11 5.0? 

F1~agmentos i'. 15.49 5.54 4.4/ 

Puentes lSenci l 1os + Dobles> i'. l. 81 l. ul 1. 54 

% Aberraciones lfrag. + puenJ 17.35 4,4U 8.86 h .. oJ 

% Cromo5amas Retardados 2.43 1. 21 1. 44 2.1 

f. Anafases Multipolares 0.59 0.26 u.ú4 ú.tJ 

Gll-= provenientes de campo,CIL== de 1nvernader·o, RIJ;:;: de plantas regeneradas in v\lt o 
primera generacion y R12= segunda generación 
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fabla 12. Resultados de 1 as pruebas de diferencia comparando 1 os porcentajes de ;d t ewn:c i nnF.><.; 
cromosomicas en anafase de Pisum sativum L. var. century entre ~us ct1at1·1J Jotes rl~ 

semi! las u.;r1, CT2, ffl 1 y Rl21 

Lomparaciones 
DE 

% Anafases Anormales 

'l. Fragmentos 

% puentes tsenc. + dobl1 

~. Aberraci enes 

% Cromosomas Retardados 

'l. Anafases Multipolares 

Cll & Rll C12 & Rl2 Cll & RI~ Cl2 • Rll Cll & CI) RI 1 ~ Rli 

0.68 0.51 l. 99 1. 31 1. 15 

2. 19• (J.59 U.Su U.4U 

l. 04 (J.58 u.J2 1. 78 2.17 t. }.\ 

J. 37 0.81 1. 23 2.6J. (J. /1 

u.79 1. 41 u. é6 o. 46 (1, qo.,1 

2. 12• t. 62 ü. (J.:) J. q¡- l. !H 1.29• 

Cll= provenientes de campo, CT2= de invernader·o, RTI= de plantas r·egenerarl.:is 111 vitre> pr 1·· 

mera generación, RT:t1= segunda generación, t.:= comparando con t' 4;c di.fe1-encia sianitic~ti·.-.:;;. 
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. 

- No se enc:ontrar·on variac1ont'~ en el c:ariotipo cansid~rando su 

fórmula cariotipica, nUmer-o fundamental, relación de brazos y 

longitud relativa porcentual er1 las semillas de Pi~~~ ~~t~~um L. 

provenientes de la técnica de cultivo de tejidos vegeta\e~ a 

excepción de los cromosomas VII y IV en la relaciór1 de brazos. 

- El cromosoma VII clasificado como subtelocéntr1co es más 

sensible de modificar su marfologia. 

' - En nuestro experimento se observó que los cambios estructurales 

como traslocaciones e ir1versiones pueden ser fuentes de variación 

más frecuente que los cambios en el nómero cromosómico. 

- Los cambios est!"'uctural es producen aber·rac i enes cromosónd cas 

siendo en su mayoría fragmentos. 

- Los porcentajes de aberraciones para la~ plantas regenerada5 

~-D yi!=:r.9 RT1 y RT2 fueron más bajos que en el control CTl, debido 

a que los factores físicos, químicos y biológicos que se 

establecieron en la reqeneración al final no fueron causa de 

modificaci61·1 del plasma germir1dl en la óltima fase que fue la 

obtención de plantas completas y sus generaciones posteriores. 

- La edad de las semillas es un factor que afectó el porcentaje 

de la variabilidad cromosómica. 

- En base a que uno de 1 os c:ontr·ol í::!S presentaron 1 os por cent aj es 

más elevados de aberraciones se puede decir que la semilla como 

los cultivos de tejidos en general al paso del tiempo acumulan 

cambias genéticas por lo que debe explorarse cada vez más tejidos 

y métodos in Y!~rg para que durante su cultivo cualquiera que 
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sea el objetivo, propaqación y almacenamiento el material 

gen~tico se mantenga estable, t1asta al1ora esta cond1ción se 

cumple solo en merist~mas. 

- Se deben de realizar otros estudios geneticos ya que el estudio 

del contenido genetico es importante pués permite manejar con más 

confianza complejos problemas biológicos tales como la 

diferenciación celular, morfogénesis etc para poder disponer de 

melados más eficaces para la selección de mutantes raros y 

combinados genéticos. 

- Estos estudios ci toqer1ét ices se deben de r·eal i 2 ar conjunte.mente 

con estudios químicos y morfológicas de la planta, así como 

tratar de realizar la técnica de bandeo que muestr·a con mayar 

claridad la presencia de nuevos arreglos en el ADN. 



APENOJCE l 

Preparación de las sustancias utiJisadas. 

l. Reactivo de Schiff: 

Fucsina básica •••....•••••••..... 0.1 gr. 

Metabisulfito .................... 2.0 gr. 

Acido cJorhídrico .••••....•••.•.• 0.2 m1. 

Carbón activado ......••...••..•.• 0.2 ml.' 

Agua destilada •••.•.......•••••. 100.0 ml. 

En el agua hirviendo se disuelve la fucsir1a básica y se agrega el 

Acido clorhídrico concentrado, para ac~lerar Ja disolución de la 

fucsina se puede emplear un agitador magnético. Se deja enfriar 

un poco (a ± 4 Cº> y se agrega el metabisul+ito de potasio: se 

agita por 15-20 minutos utilizando un matraz Erlenmeyer. La boca 

del matraz se cubre con un vidrio de reloj, y el agitador se 

acelera a fin de que forme turbulencia: esto ayuda d que el 502 

que se libera no se pierda y pueda rt.->acci anar decol ar· ando la. 

fucsina básica. Se almacena en un frdsc.:o ambar en completa 

obscuridad y bajo r·efrigeraciór1. 

11. Aceto-orceina Csoluclón n1adre>: 

Orceina sintética . .... . . ...•. 2.25 gr. 

Acido acético .•..•.•..•...•. 100.0 mi. 

Se disuelve la orc:eina en el ácido acético y se hierve lentamente 

por 2 a 3 horas, dejandose enfriar y luego filtrar. Se toman 9 ml 

de esta solución y se mezcla con 11 ml de agua destilada y 2 ntl 
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de ácido clorhidrico. 

111. P-diclorobenceno. 

Esta solución se lleva a la saturación. 

<García, 1977>. 
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APENO!CE 11 

Cultivo de le j idos Vegetal es~ 

Generalidades. 

E! hombre desde su origen ha dependido de los. vegt:.-tales ya 

Que atravé-s de el lo-s obtiene mater"iales para su bienestar, asl 

como et acondicionamiento ambiental qeneral ;es por el lo que el 

material qenético eK i st.ent~ representa una gran riqueza y debido 

.. esto sur-ge la necesidad de conocerlo, conservarlo y 

mejorarlo,ar1alizando la variabilidad del material y obten¿r más y 

saber con que fuentes se cuenta (Cervantes, 1978>.Existen varios 

procedimientos o t&cnicas para preservarlo 1 tal es el ca~o Ue Ja 

técnica relativamente nueva <se inicio en est11 siqlf"J) de Cultivo 

de Tejidos Vegetales, esta teCnica consiste en cultivar una 

Beccíbn u órgano de una planta en un medio con los suplementos 

nulricionales ,asl como sus condiciones medioambíenlales 

necesarios para la obtencibn de una o varias plantas tclonación> 

completas (Hartmann y Kester, 1982> 

Moral cultivb mer·istemos apicales de Gym~!~J~p <Orchidaceae> 

logrando regenerar plantulas libres de virus del mosaico 

utilizando prot.ocormos ( t~rmi no dado por 8l!'r·nar·d par· a desi qnar un 

estado de desarrollo en el embri6n de orquídeas el cual esth 

for-mado de solo unos ciento& de ct>lulas; (Withner, 1974> donde se 

ti ene el -:.i stema de c.l onaci 6n en ore tiempo rel a.ti va.mente corto, 

diferentes investigadores modifican y pro+undizan estos estudios 

en affos posteriores y son aplicados industrialmente <Nor-el, 1974¡ 

Vajrabhaya, 1977¡ Hartmann y Kester, loe cit,¡. 
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Dentro de las ventajas que nos ofrece la tecnica de cultivos 

de tejidos vegetales podemos mencionari la reducci.l1n del tiempo 

en la propagación de plantas que se desarrolla ler1tamente y que 

tienen una alta demanda comercial <More!, loe cit.> resuelve 

problemas de cultivo en plantas con producción pobre de semillas, 

problemas de da~o genetico durante el almacenamiento o pérdida de 

viabilidad,as! como permite superar problemas en cultivos que se 

propagan vegetativamente en forma ineficiente ,ofrece la 

erradicación viral del germoplasma,la recuperación de genotipos 

en peligro de extinción <Sharp, et al., 1982> y es extremadamente 

ótil en el establecimiento de nuevas variedades,aón cuando sólo 

haya pocas plantas iniciales disponibles <Evans, et al., 1981) 

as! como en estudios especificas de diferenciaciór1,Fisiologla y 

genttica· <Kallak et.al.,1978). 

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) Cultivo de Callos. Es el crecimiento de masas celulares 

desorganizadas en un medio sblido con agar que se forma apartir 

de la dwsorganización, división y crecimiento de c~lula del 

explante (6amborg y Wetter, 1975; Gamborg y Shyluk, loe cit.) 

siendo su desarrollo dep.endiente de la composici6n del medio, el 

material usado y las condiciones de incubación, present•ndose a 

su vez una gran variedad de callos tanto por su textura como su 

color <Oodds y Roberts, 1982). 

2) Cultivo de Ctlulas. Es el cultivo de ctlulas libres y 
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pequeflos agregados celulares dispersos y creciendo en un media 

liquido, siendo las tasas de crecimiento de ~stos cultivas 

generalmente mAs altas que en agar, debida a que e~iste un mayor 

nómero de celulas en contacto mAs directo con los nulrtenles de! 

medio <Gamborg y Welter, loe cit.> .Los cultivos en suspensiOn son 

iniciadas usualmer1te a partir de callo,ta1nbién de tejidas de 

plántulas o embriones disgreqados mec~nicamente <Street, 1977>. 

3> Cultivo de Organas. Como anteras <01i cresparas>, 

ovarios,raices,apices y otros Orqanos veqeta!es en -lorma 

as~ptic:a,hal.Jiendo formaci(,n de brotEo>s y plantas· por· 2 v)..;ss: La 

directa, es decir, sin pasar por callo o ir1directa la cual in1pl ica 

la formación de callo < Evans and Reed, 1981; Young et al., 1981> 

4>Cultivo de Meristemos.Como los embriones los cuales se har1 

utilizado en estudios de 1norfagénesis y en regeneración de 

plantas completas.Los meristemos exhiben un amplio rango de 

respuestas morfogenéticas en cultivo,debido a que al igual que en 

el cultivo de Organos depende de varios factores<Rubluo v 

Kartha, 1984>: la edad de las plantas n1adre,el medio de 

cultivo, la clase y concentraci611 de los reguladores del 

crecimiento, las condiciones ambientales como la luz, 

temperatura,.fotaperiodo, las fluctuaciones estacionales el tipo 

de mater·ial de vldr·lo uti li¿a~o p~ra el cultlvo, etc. tk.artha, 

1981). 

5) Cult.ivo de Prolopla~tos. Los prot.uplaslo~ ~on células sin 

pared celular (Gamborg y Shyluk 1 loe cit.> la cual es degradada 

al tratar los tejidos con una n1e~cla de enzimas (Gambor·g y 

Wetter, loe clt.). Los protoplastos se han desti11ado a estudios 

de hibridacibn sorn,tica,absorci6n de virus , de bacterias, de 
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organelos,transformaci6n genbtica,estudios de membrana y de 

s{ntesis de pared celular,fisioloqra y bioqu{mica con1parativa 

er1tre protoplastos y c~lulas i~ ~!~~? <Sor·iano, 1977>. 

70 



APENDICE 111 

M~todos Estad! sti cos. <Generalidades> 

Diatrlbucibn t de 11 studwntu .En la mayorJa de las 

aplicaciones en que Jas medias Ue muestras se utilizan para 

estimar la media de poblaciOn (@) ,el valor de ~ no se 

conoce.Podemos sin embargo, obtener· una estimaciCH1, dparttr de 

los datos de la muestra que nos da el valor de X.Si la muestra 

es de tamaño n, la. estimacla iil ~Sti:!. ba.sadd en .<n-J) qr¡adw~ de 

libertad y pi:ira ello ne-c~sitamos una dist.rib1Jc:1cm que nos permita 

calcular los limites de confianza para 11 Cmedta poblacionalJ 

descubierto por W.S. Gosset en 1908 .Esta distribucl6n ha 

revolucionado la estadística de pequenas muestras. 

La cantidad t esta dada por la ecuación 

t~ - _!f::;_l_1_ -
iiJI Jn 

Sin M~ no se puede calcular; pero su distribución de 

muestreo se ha desarrollado en tablas, las cuales se pueden 

encontrar en cualquier libro de Estadistica y aunque no se 

conosca M se puede hacer alguna hipótesis sobre el la. 

Encontr~ndose los limites de confianza par·a M con la siguiente 

relaci6n: 

X - t @/Jn< M <X + t @/Jn 

nota: La desviacibn estandar o @ tambitm se puede designar en los 
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libros con la letras por lo tanto @/Jn 

Diferencias Siqni~icativas~ 

'-:i./.Jn 

Despue,s de haber realizado un exp~rimento y obtener 

resultados, otra parte muy importante la cual ayuda y es 

determinante en la conclusión a la qu~ se llegue, es el 

tratamiento que se realiza con los datos y que en Estadistica se 

llama INFERENCIA. Una de las formas son las PRUEBAS de 

DIFERENCIAS debido a que las investigaciones muchas veces se 

disefran para descubrir y evaluar diferencias entre efectos 

<E>eperimental y testigo por ejemplo). Para cualquier par- la 

diferencia entre las mediciones proporcionadas por los dos 

mienbros es una estimada de la diferencia en los eiectos dEl los 

dos tratamientos o procedimientos, par lo que con un solo par es 

impasible decir si la diferencia en comportamiento ha de 

atribuir-se .a la diferencia en condiciones, al iJzar o en parte a 

ambos; tiene que haber un nOme~o de pares y los datos que se 

anal izen consisten en una muestra den diferencias en medidas 

pudiendo decir que existe una media poblacícna.1 MD. 

Existe otro factor que se debe tomar en cuenta y es ta 

llamada HIPOTESIS NULA la cual nos indica que la medie 

poblacion•l dE!' las diferencias MD pueda ser igual a cero o mi!YOr" 

que cero pero que el valor de las diferencias no .... 
significativo; y por tanto en experimentos puede o no rechazarse 

la Hip6teses Nula. 

Cuando no se recurre a hacer pares, se tiene dos muestras 

independientes con medias ~1 y X2 que son estimadas de sus 

respectivas medias poblacionales M1 y M2 

Las pruebas de si gni fi caci oñ ínter val os de 
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confianza,concernientes a la diferencia de poblaci6n M1 y M2 

estan nuevamente basadas e11 ld distribución t de "Student" que 

ahora tiene el valor de: 

t• !~!. :.~?>.~-~~l-:-~?I 
S Xl-X2 

y si se hace la suposición de que ~1 y X2 estan normalmente 

distribuidas y son independientes.Por teorla, su diferencia ,est~ 

también normalmente distribuida,de 1nodo que el numerador de tes 

normal con media cero, y 1 os val ores de t que seqn meriore~ que el 

valor dado en las tablas de cudlquler libro de Estad[sticd podrá 

decir·se que nos indica que se acepta la Hipótesis nula. 

En una derivación de ld a11terior ecuaci611 y par·a fines 

prActicos la parte <Ml - M2) queda suprin1idd por lo que: 

t = . _l!L:-~?
s XI - X2 

S X1 - 12 es un tanto complicado porque t1ay dos tipos <si son 

an~lisis de dos muestras de tama~o igual o de tama~o desigual> y 

ademas porque su valor se obtiene de los siguientes datos y 

operaciones: 

n = tamai11o de 1 a muestra 

gl= n -

media~ l! 

I: X' = A 

<E X>' / n B 

E ex - X>' e 

Cl + C2 = O 

gil + gl2 
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por lo tanto: 

SlH - ?12 -120 
n 

o' Sl!I - )(2 .JO nl + r12 
i) 1 ~ir n2 

Nata 1; En algunas de estas operaciones se ha colocado una letrd 

tA,B,C,D> para facilitar su comprencibn, aclarando que cada una 

de estas operac i enes se realizan das veces ya que se es tan 

comparando dos t~atamientos ( 1 y 2>~ 

Nota 2: C también se puede obtener realizando la siguiente 

operacion 1 

C = A - 8 
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