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a“’por 1os agricultor desde t:.empos inmemorables“'

‘esel ‘cultivar: intentando me]orar,,mantener Y propagar genot).pcs';

C\txles Y dEseables' se desconoce cuando -la propagacién’ vege\:atxva
Vcomenzé a emplearse ‘para ‘conquistar:.dicha meta, sin’ embargo
. actualmente, el ' cultivo ‘‘de -i.tejidos .. representa la mejor
metodologia para realizarla, ‘Asi mismo: desde hace pocas dééac}as» :
"‘en el mercado floricola 'se ha considerado el usoc de la Induccién . %
de mutaciones por medio :de radiaciones gamma con el objeto d
:prcducir nuevas- var:.edades.

Por otro lado, gvgtunig' hybrida’ ‘Hort 'es’ una de
herbéceas 'brnaméntales‘ -mas; ! 5

. El presente traba;o £

To
h:'radlacibn gamma de

B 'merlstemos

“in®vitro

eristemos’

Para ello, comc prlmera pex:te

partida 1os medios basico

concentraciones

nutritivo éptimo para
hybrida.

Posteriormente; -
diferemtes :dosis: én‘
dosis- letal 50.y.ilas po
tipo de desarrollo. %







] io de Radiohiologia Vegetal del
Instituto Nacional d Inv st gaciones Nucleares (ININ), ‘se “ha
pensado desarrollar una biotecnologia ‘en' la que se combina el
cultivo de tejldos qetales ‘con 1a radiacién gamma in vitre con
el objeto de mejorar algunas variedades ornamentales.

Esta tesis pretende aportar los fundamentos necesarios para la
confirmacién ' de dicha ' biotecnologia , en ella se irradian
pléntulas in vitro e'in vivo de Petunia hybrida, por considerarse
a esta especie como un modelo bjolégico ideal para la realizaciéh

de investigaciones, lo.que nos permitird obtener resultadd&que*‘ e

pueden ser ‘comparados con los obtenidos en estudios anteriores’y

confirmar que esta Biotecnologia aporta no solo rapidez:- Si?‘ﬁ’, E

confiabilidad.



comportamiento de Iéé»

’descubrimientos de los elemencos quimicos ( J.

Se'gﬁn Steward y Shantz (.2 )' los ~'pri;r}ei'os trabajos sobre
i logié “vegetal se ‘originaron en 1690 con Woodwar, gquien
predi]o el papel nutricional de 'los materiales disueltos en el
“agua; sin embargo no fué hasta el siglo XIX gue se conocieron los
solutos necesarlos en un determinado volumen de sustrato, para el
‘desarrollo normal de las plantas. En 1860 y en 1861 Saks y Knop
¢ observaron ‘‘que los princxpales nutrientes de las plantas
. n: substancias  inorgdnicas y &sto los condujo a

t::;a'bajos sobre cultivo de tejidos fueron
3 el"“sitjio pasado por tres famosos investigadores
hin:ge‘rvy‘ﬂaberlandt. Los dos primeros citados por
el: tercero se menciona en numerosos reportes (5,

méﬁ;arias: Vochting en 1878, estudié la polaridad



: las plantas ,empleando yema
cultivadas en, una cémara d

" fué el: primero ‘e
vegetales in Vit:ro. Intent6 ‘el cultivo de células- aisladas -de
tres qéneros de monocotiledéneas.‘ﬂo_th;gn;_n\, Ornithogalum y
Iggdescgntia, sin tener ~éxito "ya l que ne’ observé divisién
-‘celular.”A-pesar de ello su" estudio, publicado en’ 1902, provocéd
el- interés de numerosos. cientificos‘en:este campo.” Ademds debemos
tomar en cuenta gue el trabajo de:Habei:landt se realizé 30 afos
antes del descubrimiento de las £it9hormonas y como se sabe, el
cultivo de monocotiledéneas in vitro .es de dificil realizacién-en
ausencia de estas sustancias. '

Desde 1902 hasta 1934 transcurrié un largo periodo durante" :

. el cual se realizaron innumerables intentos para encontrar  un
medio conveniente, asi como las condiciones &ptimas pai'a el .
desarrollo de érganos, tejidos y células de diversas plantas. No
fué sino hasta 1934 que aparecieron dos grandes cientificos que
reaniman el estudio in vitro: Phillip White, en Estados Unidos, y
Gautheret en Francia, (. 8.) cada. .uno obtuvo el desarrollo.de
células aisladas cultivadas in vitro.

Segtin White ( 9 ),el primer cultive de tejidos verdadero lo
establecieron en 1939 White, Gautheret y Nébecourt. Dicha versién
es apoyada por gran nGmero de estudiosos ya que fueron estos
investigadores los primeros en obtener un crecimiento verdadero
e ilimitado del cambium de zanahoria; producido gracias a 1la
acertada seleccién del implante asi como a la adecuada



Investigaciones

meristemos radlcales de Zea mgx_ obteniendo callas desarrollados N

de ésta especie {( 14 ).

Actualmente esta técnica representa un método  seguro: yj;
““totalmente establecido, que ha promovido un impulso repentino de
la onlogia y en particular de la Fisiologfa Vegetal, ya que
gracias a ella se han podido dilucidar procesos celulares de los
organismos vegetales superiores e inferiores; conocimientos que
se han aprovechado para incrementar la produccidén y/& calidad de
los mismos, evitando en algunos casos la desaparicién de ciertas

especies.




A.2. Beneficios del Cultivo _n“

Entre. los diferentes _,be
la utilizacién del  cult
siquiénﬁés (‘15 ): :

‘aléunés
15" producidas - por

los  cambios

Hultipllcacién - Rapido de Genotipos

de tejidos, es el uso de esta técnica en la propagacién asexual.
La diferencia entre el método tradicional para la clonacién y el
cultlvo de te]idos, radxca en el uso en este Gltimo, de pequeifios
propagulos, asi como de un medio artificial aséptico que originan
sustancialmente una rédpida multiplicacién, esto Gltimo d4& como
resultado la prodﬁccién acelerada de nuevos cultivos




Elzmxnacién de V;rus S; Producczon de Plantas Libres de Virus.- En
idiversos paises ‘el romedxo de ‘enfermedades ocasionadas por virus
‘_ (+) agacién veqetatxva como- la papa, .Dalia, cafia..de
»arboles frutales, entre ‘otras se .vié incrementado a’ un
celerado en. lcs afios” .60 debldo al - abuso intensivo del

aco;npaﬁado "
'tgrmoterapia, etiolacibn,
-;prbducir planta

de “una’ - serie  lde

s ‘autores i

entre ellos Margara
deben ser tomados en

ones naturales, no tiene la cépacidédf/de Sl
iones ganéticamente heterogéneas.
. de’ 105 fenémenos de degeneracién son

aunque . muchos autores lo mencionan cqmo— .
enica; los individuos originados de €1
genética impredecible ya gque  esta

esultado de una divisién celular ilimitadé e

nﬁmero cromosémico que el paterno. Este hecho puede ser
1 uso-de. fitohormonas artificiales como. el Acxdo
ilacético (2_,4-0) que ataca el huso acromdtico.




) realizar. esta -
“meristemo; sales .

adecuado para cualquler'
diferentes. factores ya. que ° de
las’ plantas (15)
1) Asepsia 2) Medio- Nutritiv
5) Temperatura 6) Fase ‘de Gas
8) Subcultivo 10) Genotipo.

7) .}'dlar.{ﬁaq

A.4.1 ASEPSIA,
Para . un desarrollo eficlente de ésta cécnica , @s necesario
. prevenir la presencia de agentes contaminantes en  el. rea de
trabajo asf .come en el material a utilizar, con ‘el objeto de
evitar  la ‘pérdida de .un - sin: nfimero de medios’ nutritives ‘o
indculos .por contaminacién. Actualmente para tal efecto se usan
autoclaves, —lamparas de 1luz .ultravioleta, campana de flujo
laminar y soluciones estériles. :

~=Av4:2 s 'MEDIO NUTRITIVO,
Uno de los factores mas importantés que _regulan el

desarrollo y morfogénesis .‘en el cult:.vo de tejidos es la
composicién del medio nutritive: Debe ‘citarse que ‘el medio no
s6lo es la fuente nutritiva del inéculo sino que ademés da a la
planta el sostén necesario  para llevar a.cabo su crecimiento.
Este es un medio artificial mezcla .de sales minerales, fuente de
carbono, vitaminas y fitohornionas,» R




n énido e nitratos, potasio y
ara’‘el desarrolle de una.gran
A otiledﬁneas (13 ).

amonio; .actualment
variedad ‘de monocotiledénea

Medio Bs.‘se céf&é 'iizk u altd"nival en nitratos, 1lo que
permite principalm nte el ‘cultive 'de especies dependientes de
_especies de la familia Rosacea ( 18 ).

este elemento como algun

Nitsch y Nitsch: se u;il#za frecuentemente para el desarrollo de
algunas especies‘ferrodependiéntes como la Strelitzia reginae, y
. Anthurius sp. entre otras ( 19-).

Respecto al fierro es' indispensable citar. . que se ha
utilizado en los medios MyS, Nitch, | B5  etc, ‘adicionando un
elemento quelante EDTA ( Etilen dinitrile tetracetato disédico)
que ayuda a disolver el fierro pues éste presenta una gran
dificultad para ser absorbido por las plantas. El uso del sulfato
de fierro adicionado con el EDTA ha demostrado mayor eficacia en
la induccién de embriones que el citrato férrico ( 20 ).

10




excluldas

A.4,2.4. Fitohormonas. . o
Las fitohormonas elementos ‘esenciales para
.adecuado desarrollo del inéculo, ‘./aungue  se "ha report&da
crecimiento ~ de pléntulas ;—:n medios> “nutritivos * carentes
hormonas, después de cierto periédo de-efectuada la siembra,
fitohormonas deben agregarse, al medio _para . proseguir
desarrollo del implante.:( 23 ). Estas sustancias se dividen
..Promotores e inhibidores .del crecimiento. .

Promotores: auxinas, citocininas 'y giberelinas
Inhibidores: &cido abécisico y;etileno;

el
el
de
las
el
en:

A continuacién se describirén los promotores del crecimientu
debido-a: la’ importancza que representan»en el cultivo de tejidos

(247).

11



Las. auxinas del” griego
‘reg ladoras i de 1as.,proporcio
,fenémenos de diferencxacién‘

'Funciones principales:
i Promueven el creci
Reducen 'el’ namero
Aceleran 1a mad
Estimulan

‘presentan una traslocacién principalmente basipéCala (25) por 1os
tejidos vasculares - puesto que . - pueden - -encontrarse.: en- qqandes
concentraciones ~.en’ el estele. -Pueden sSer : ' naturales 'y

sintéticas: : S

Naturales:
Acido a-indolacético (A.T.A.)

Sintéticés
Acidoe 3-indolb
Acido naftalena
Acido -clorofenovilacetlco (C P AL}
Acido 2, 4—d1cloro e xilacétlco (2 4-D)~

aAcido 4-am1no—3,5, ricloroplcolinico (Tcrdén)
‘Acido 2,4, -tr clorofenoxilacético.

“12



sonsustanclas’que se

principal

s brotes..

“Movilizan los amino&cidos en las hojas
Estimulan el alargamiente celular de
Estimulan la formacién de brétéglﬂ
Aumentan la efectividad de la.luz
de las semillas.

Casi todas las citocininas ‘tant
derivan de la adenina. Algunas:de

“=penecilTaminopurinaii(B
6~ - ~Dimetil alil amino uri

isopenteniladenina (
6— Furfuril aminopur n

6= (4-hidroxi, ;!-r_u‘tilx-tran - Zeatina).

13



) o toda la planta. En algunes cas_

‘éstos y el desarrollo de las hojas.

‘;1Funcionesr

Inducen el crecimiento excesivo-

Cambian-durante la maduracién 'y germinac
Terminan la dormancia

Estimulan el crecimiento, de las planta
de desarrollo

Adémas las gibereliﬁas'se han L_Vénan;ﬁho;

cin Q‘Qibe:eliﬁﬁérﬁaﬁ‘

14
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W Precursor de’citocininas

ALUENNA



AJ4.3. EXPLANTES: - : - : .
X un :explanﬁe es ‘un:.trozo.:de -téﬂidé, . 6rgano 6célula de
determinadas. dimensiones’ el:- u'al‘, ‘és‘ ‘aislado de ‘la planta y
sembrado ‘en el medio | nutritive 'Ellcultivo .del explante esta
influenciado ~por . factores Vinher’antes' al - mismo incluyendo su

origen, genotipo, dimensién 'y‘est':ado;fisiclégico.
A.4.3.1 Dimensién del explante. .. )

. Se ha generalizado la idea de que el explante tiene una
probabilidad de desarrollo proporciocnal a su tamafio es decir, los
explantes peguefios (0.5 mm.) presentan un rango bajo de
sobrevivencia en un cultivo "in vitro"”; sin embargo, uno muy
grande (2.5 cm.}, lleva en algunos casos a confusiones, ya que el

_medio nutritivo sufre un acelerado desgaste antes de observar si
la morfogénesis puede realizarse en él. A pesar de ello
generalmente el tamafio del explante no es problema, a menos que
el propésito del sistema del cultivo sea obtener plantas libres
de virus, ya gque de acuerdo a lo mencionado por Kanichi Mori en
1971, en este tejido el virus no se presenta sino hasta las
Gltimas etapas de la enfermedad. En este caso serd necesario
efectuar un implante con una longitud de.0.7 cm., es decir solo
el domo meristematico.

16






; cultivo.
vdifere‘nciadu

A.4.3.2 Estado fisiolégi

El: estado

Segﬁn Hurtado _;( 27 “)', Haberl ndt, -en su primer trabajo

‘menciona que 5i' se desea realizar - con eficacia el cultivo .in
- vitro, ‘ge.debe elaborar un estudio: acerca de las condiciones bajo
‘las”cuales determinadas cé&lulas aisladas del organismo progenitor

gse dividen. Lo anterior se fundamenta en la totipotencialidad de
las células vegetales, concepto que fué introducido por Scheilden
y Schwann en 1839 { 28 )}, Yy que menciona que " un tejido &
célula es totipotente si puede desarrollar por si solo una planta
nueva y completa". Numerosas especies en el reino vegetal, pueden
ser "regeneradas" y propagadas in vivo e in vitro gracias al
cultivo de “"callo", raices, bulbos hojas, puesto que en ellos se
encuentran células no diferenciadas. En la practica, los tejidos
indiferenciados que retienen su capacidad para dar origen a
nuevos Srganos son limitados y estas &reas varian de una a otra
especie. A pesar de ésto se puede asegurar que en un explante sea
cual  fuere su. origen podrd llevarse a cabo. . la morfogénesis
siempre y cuando esté presente el téjido‘ meristematico "o
“centros quiescentes".

A.4.4 LUZ.

La luz puede provocar alteraciones en el desarrollo del
cultivo, é&sto se previene apllcando 1a intensidad de.luz.y los
thOperlﬁst idéneos para la especie con que se trabaje (29) .

fi1




4.1 Fotoperiodo

A 4.5 TEHPERATURA. 3
La temperatura es un factor determinante en la morfogénesis
’de:un implante. Esta,al igual que la 1luz, varia de organismo a
Vorgﬁnismo segtin - las necesidadés ambientales especificas de cada
R eséécie; es’ importante que no se presenten rangos de oscilacién
muy:grandes ya que los cambios bruscos provocan una aceleracién
 eh la evapotranspiracién del inéculo induciendo necrosis (34).

A.4.6. FASE DE GAS.-

La variabilidad obtenida en el explante puede ser debida en
gran parte, a la fase de gas producida en el cultivo, es decir la
7produccién de gas que puede ser desencadenada por las condiciones
extrinsecas durante la siembra son adversas. Segin Butenko ( 20 )
el flameo de los tubos con medio nutritivo induce la formacién de
etileno dentro de los frascos el cual puede originar el
desarrollo de "callos". Sin embargo, gracias a los nuevos métodos
de esterilizacién, como esterilizadores con luz ultravioleta, la
formacién de gases en los cultivos se ha visto reducida.

A.4.7. SUBCULTIVO. .
Se efectfia después de tres semanas, periodo.en el que el
medio nutritivo se desgasta por el desarrollo de. las.pléntulas,

18




asimismo es’ necesario mencion
mcrfogenlco del: explante puede
. de realizado. el subcultivo
o ",eh los _cult'j:.\}os_vgde ‘Weallo"

A.4.8, GENOTIPO.

sembrados en el mismo: med " 05 - res ambientales
(36 ). - e ; B

para’ obtener. tivos ‘con’la aplicacién de esta
metodologia- ' .es [ determinar “las ' caracteristicas
mencionadas anteriormente apropiadas ‘a especie a t:rabajar.

19



B, Petunia thridAi

Desde 1os primeros trabajos efectuados por parwin, en‘iééo,
con“esta especie (37 ) , se ha evidenciado su- versatil{daéhcomé_
una ‘especie modelo para realizar estudios genéticos. Durante.la
década . de los afios 20 se di6 énfasis priﬁcipélménﬁe' ‘atila
citogenétlca. cariogamia, poliploidia y aneuploidia alcanzando s
cima a fines de los 30 con el descubrimiento:de los: efectos “de 1a',
& 1chicina. Posteriormente hubé un periodo de letarg ) “hasta los‘
70 cuando las investigaciones se renovaron. en
Holanda 'y en los Estados Unidos. Recientemente:
diversas especies de Petunia en numerosos trabajo
estudios . de  hibridacién somitica, enfoca§o§i
_molecular y celular. o

- A continuacién se - mencionan algunas - caracteristicas
;obreéalientes de Petunia por las que son consideradas como un
modelo ideal para la investigacién:

- 1° Las numerosas variedades de Petupia presentan una
considerable diversidad en cuanteo a sus colores. Las diferencias
en el color de la flor son en muchos casos el resultado de las
alteraciones en 1los pigmentos florales. La cromatografia ha
permitido realizar diferentes an&lisis quimicos sobre estos
pigmentos, lo que ayuda a responder algunas Ppreguntas
concernientes a la biosintesis de "flavonocides" manejando plantas
ﬁue pueden ser definidas exactamente con respecto a sus genes
para el color. Como 1la Petunia es una planta ornamental
comercial, 1las investigaciones genéticas sobre sus colores Yy
algunas otras de sus peculiaridades ofrecen informacién
importante para muchos productores de ornamentales ( 38 ).

2°
obtenidas por autocruza o cruza; el investigador puede realizar

Es una planta que se propaga por semillas facilmente

la polinizacién artificial obteniendo cientos de semillas después

20




. En este materlal se han encontrado numerosas “mitaciones - 5
. inducidas o espontaneas ‘en . : el c'oloi:,
deficiencias clorofilicas, caracteres m rfolbgicos de 1as flores
"y crecimiento en el habitat.’ Actualmente se 'conocen’ més.. de 70 ..
"loci; . muchos de ellos situados’ .- 'en' siate grupos 'de‘
“encadenamiento" localizados dentro de los 7 cromosomas;( 39 ). e

5° Este género ofrece ademas impor:am:es posib'ilidades p'ara‘

citoplasmicos que ocasionan la esterilidad del pbl
puede contribuir a ampliar las teorias genéticas (:
Asimismo - la Petunia también contribuye ‘al desarroll L
técnica de Cultivo de Protoplastos aumentando la’posibilidad:de.
efectuar investigaciones moleculares o relacionadas‘ con “este’
campo. Lo L :

Clasificacidén Taxonémica. (42)
CLASE . ¢ DICOTILEDONES

ORDEN : SOLANALES
FAMILIA : SOLANACEA

21



“:GENERO ' :' PETUNIA

“ESPECIE.: hybrida
* VARIEDAD ' Hort

cromosomas B
.Existen cinco ‘especies de Petunia, con 14 cromosomas, 2n =

14 (39 )i Petunia axilaris, p. inflata, P. parodii, B. violacea y
P. - hybrida. P. axilaris Yy P. violacea fueron 1llamadas
anteriormente  P. ctagi ra Juss, 'Y P, integrifolia,
i:esbectivamente y una especie con 18 _cromosomas: etu

a; 1o .

\ Diferentes estudios ( 43, 44 ) han aportado evidencias
" $io§u1ﬁibés Yy genéticas de la estrecha relacién que existe entre
“las especies que contienen los 14 cromosomas . Ademas todas las
cruzas  -reciprocas interespecificas involucran estas cinco
-especies, excepto una, Petunia inflata paterna polinizada por P.
parodi, se produjeron progenies Fi1 que podrian ser f&cilmente
autocruzadas o retrocruzadas. Estas observaciones indican un alto
grade de homologia cromosémica en relacién con todas las especies
silvestres y las cultivadas. De acuerdo con Cornu y Maizzonier
{(39) p. axilaris, P. inglata, P. violacea y P. parodii poseen
loci en comGn con Petunia hybrida asi es que podrian haber
participado como ancestros, en la variabilidad que existe entre
los cultivares de las especies horticolas.

Cariogamia.
El primer cariotipo lo establecié Marthaler en 1936 (45);:
" describid 7 pares de cromosomas gue se distinguian.ficilmente uno

‘de otro. M&s tarde .en 1971 Maizonnier (46), usando .la técnica -

‘claésica-de anilisis con haploides, establecid un cariotipo en el
que se identificaban 5 cromosomas facilmente, los cromosomas V 'y
VI no podiin apreciarse como dos. Finalmente, Smith y oud en 1972

22




el ‘organizador:;

algunas: veces como en e]."'casvo'd ‘1os*

¥Grupo’ C
(cromosomas:

- ElVeolo
" los” pigmentos’

23



S otrés pilgmentos;  “16s° flavonoides,.
:,flavonoidinas, .estén -presentes *'en 1asf 3
formar. complejos” con las antocianinas Yy modific

Algunas . variedades contienen carotenoides, - J

estos no tienen influencia importante,

Se conocen cerca de 30 genes en Petunia que cndific an
el color, estos se dividen en cuatro grupos de acuerdo cnn 1ai
funcién quimica en que intervengan: ‘ g :

1) Sintesis de Antocianinas y Flavonoides.

2) Hidroxilacién y Metilacién

3) Glicosidacién y Acilacién.

4) Efectos localizados. : SR

24



MATIDAS NO - HERMANAS '
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C.1.1.3. Deleciébn

¥ PEADIDA" DE "UN  SEGHENTO

ciai2i Mutaciones o aberraciones cromosémicas

Pqeden ‘originarse por dafos.de tipo estructural o pumérico, 1los
primeros: se "deben a alteraciones cromosémicas como son la
,inveréién, translocacién y duplicacién en el namero de genes
dentro del cromosoma y los segundos ocurren por diferencia en el
nimero cromosémico.

C€.1.2.1. Dafio estructural .- Traslocacién.
Rompimientos en dos cr s simulta y ambos segmentos
se reacomodan en los homélogos.

A B c A B 14 A B8 c
—_— *, * * *. *, * PO
== , ——->
*. * * * 7 -k ] PO *
B
A ] [ A 4t A F c
7 B
E F G E N NG E B <
B —_— F S — —)
R ———3 , B
* * *. *. *. * * *. *.
£ r ¢ E F ] E F 4

€.1.2.1.2. Inversién. :
Es . el resultado de dos‘_rompimientcs simultineos en un

-cromosoﬁ\a, una rotacién- de '180° del g to y la sub 1te
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es' el fééfreélb de.n 'Segmento del:

CANB]O EN' LA : DIRECCION
“DEL " SEGMENTO

alteraciones numéricas: -

‘uho"~o" ‘mﬁé' cromosomas. completos . se
e éfcmosémico; en el caso de triploide
p}oi;qé:uzrx& 2x= 4x, donde .x. representa el

vAr;néuploidas. uno. o m&s cromosomas extras se
"lad cionan o se sustraen de un nGmero diploide o polipleide
“completo ( 48 )i

En el &rea de fitomejoramiento se incluyen ademds las mutaciones
extranucleares (49).

C.1.3. Mutaciones extranucleares,

Son mutaciones no asociadas al material genético nuclear.:y
estd determinada por dos estructuras que determinan a su vez el
grado de cambios provocados por los mutigenos:

El Plasmén y El1 Plastidom.
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‘Eliplasmén-es el sistema’d
ucturas que.existenien:el

1 onstituyentes de 1
en los crome (50)

os’ plastidos contienen’ DNA: y RNA los cambios. pr;::vo_cad_o .
: “*‘en'“principio “no . son: diferentes . .a las .mutaciones
cromosémicas o puntuales. Todavia no se conoce la ‘bioquimica

' cdmpieta' de ' los. pléstidos, por lo que  las mutaciones a .nivel
plasmén.y plastidom en la mayoria de los casos son hipotéticas.

. Se- han  realizado estudios sobre é&stas mutacionmes en algunas
plaﬁtas, como Nicotiana sp.y Anthiorinus sp. observandose que las

'_estrucfuras,, citopldsmicas controlan la esterilidad masculipa, 1la
diferenciacién sexual, la formacién de la clorofila y la altura'y
“vigor .dé los organismos ( 51, 52 ). ) .

CELULA VEGETAL

(CONJUNTOYDE -
FLAST1DOS)
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cy2, HUTAGENOS

ayos X y
a sido posible la

Parti ipacién del metaholismo sobre el mutdgeno,
Interaccién del mut&geno con el DNA.
phtid Efe' s biolégicos que produce el mutdgeno.

c.2.1. Participacién del metabolismo sobre el mutdgeno.
: - Los mutégenos se dividen en dos grupos: directos e
..indirectos. .Los primeros son aquéllos que reaccionan directamente
con macromoléculas como el DNA y las proteinas.Los indirectos,
también 1llamados precursores o promutdgenos, son aquellos que
requieren de la accién metabdlica de las enzimas ya que per se no
poseen propiedad mutagénica. Entre ellos se encuentran:
Aminas aromdticas, nitrosaminas e hidrocarburos heterociclicos.

C.2.2. Interaccidn del mutdgeno con el DNA.

Para esta categoria se toma en cuenta el mecanismo por medio del
=cual el -mutdgeno-quimico o fisico interactda con los &cidos

nucléicos y si son directos o indirectos de acuerdo a su

activacién metab6lica requerida. Existen dos grandes grupos:

Los agentes alguilantes y los agentes intercalantes.

C.2.2.1. Agentes alguilantes.- Son los mutdgenos quimicos mas
utilizados para experimentacidén debido a su accién acelerada,
poseen uno o mis grupos alquilantes los cuales 'pueden
transferirse a otra u otras moléculas donde la densidad
electrénica es mas alta que la original. Los agentes alquilantes
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“pueden _'ser!’, mo
éiélicos._ jempios

Monofuncional

reaccicna

rnlfuncional 'directo.'ﬂ
_directamente coh’el*ecil—'

c 2.2.2, Agentes intercalantes
Estos pueden causar adicién. (anflogos de base) o deleclén..

TC.2.2.2.2. Anélogos de base.- Estos mutdgenos tienen una relacién
muy estrecha con las bases del DNA (adenina, guanina, citocina y
timina) por lo que, si se adicionan al material genético, pueden
incorporarse a &ste en el momento de la replicacién. Las pequefias
diferencias gque existen entre ambas molé&culas originan 1los
"errores" en la replica, provocando asi los cambios o mutaciones.
Entre los anilogos de base mas comunes encontramos:

5-Bromo-uracil (Timina)
2-Amino-purina (Adenina)

C.2.2.3. Antibiséticos.~ Estas sustancias ocasionan rompimiento de
los cromosomas al efectuarse la replicacién del DNA. Los dos
antibiéticos m&s empleados son la Mitomicina c y el
Estreptonigrin.

C.2.3. Efectos biolégicos.

En base a los dafios biolégicos que producen los mutdgenos en el
material genético al momento de efectuarse la replicacién se
dividen en dos:

- Efectos visibles, llamados macrolesiones, son detectables

a través del andlisis citolégico de los cromosomas.
- Cambios no visibles, a nivel citolégico, ¢ micrclesiones.
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]

 MICROLESIONES
sustitucién™ "
©,.d€ un par de bases

ES

ACROLESIONES .

Dentro de ‘las categorias antes citadas s
tipos. de mutdgenos fisicos como .los x%ai:o =
por lo que se acostumbra para este.
clasificacién.

€.2.3., Mutagenos Fisices

Para la induccién de mutaciones por medio de mutdgenos
fisicos se utilizan generalmente las radiaciones, entendiéndose
por radiacién, la emisién de energia en forma de particulas G
ondas electromagnéticas producidos por algunos elementos
inestables llamados isétopos (57).

C.2.3.1. Radiaciones por particulas

Los nuiclidos deben su inestabilidad al elevado nGmero de
masa que los caracteriza por lo que emiten particulas alfa
(cargadas positivamente} o particulas Beta (negativas) con el
objeto de alcanzar su estabilidad. Las primeras son idénticas a
los nficleos de Helio y constan de 2 protones y 2 neutrones. Las
beta son muy similares a los electrones ordinarios solo que como
el nGcleo no contiene electrones, en esta desintegracién el
“electrén" procede de la conversién de un protén :

Neutrén =====> Protén + Electrén (particula beta) + Neutrino

C.2.3.2. Radiaciones por ondas electromagnéticas.

Los rayos Gamma son radiaciones electromagnéticas penetrantes de
una gran energia escencialmente idénticos a los rayos "X", sin
embargo agquéllos provienen del nicleo, y é&stos se originan
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mediantﬁe ‘proéeso’s fuera ‘de’ €él..La; radiacién gamma se presenta
como _una cransfotmacibn radioactiva cuando e :_nﬂl:].eo resultante
t ; ), a8 deéirj ‘un” estado
noth\al °

sibilidad de que una- particula:‘ ‘
cargada, Bel:a ko; 4|1 a, se acerque tantc a .un ‘4tomo - o a: una‘
molécula, qué yla :‘ii\teraccién ‘eléctrica - sea suficiente pa_ta
" ‘arrancar un electrén de ‘su érbita, lo gue da como resultado ‘la
formacién de un idén de carga positiva y un electrdén libre , un
par iénico. Las particulas electricamente cargadas son capaces de
provocar ionizacién en su recorrido a través de la materia
dejando una estela de pares iénicos, A pesar de que los rayos
gamma y los rayos X no poseen carga, producen también ionizacién
aungque no en forma directa; cuando los rayos atraviesan 1la
materia, gracias a la energia 1liberada por 1las ondas
electromagnéticas, se origina la expulsién de los electrones
orbitales produciéndose la ionizaci6n indirecta. Los neutrones, a
pesar de ser electricamente neutros, también son capaces de
producir ionizacién en una forma similar a la indirecta (58).

Efectos que producen las radiaciones ionizantes al interactuar
con la materia: :
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Efecto fotoelectnco

un: 4t mo toda; su
removiendo a éste’,

Cuando un fol.én nteracuia co.
energia se.transfiere als clcclrén.

de su’ érbit

cundario "

Efecto. Compton

El fotén incidente cede parte de su energfa al clectrén
expulsandolo del orbital, y la energia restante cmerge
como un fotén de distinta frecuencia.



'ﬂn'fbhon muy-:energetico .que incideiénigl,nucleo‘
.. ptoduce; un’ par-‘electron-positron. -

c}i;a.Al Radiaci6n' No ionizante.

vas;;ayqs Ultravioleta no ‘son considerados como productores de
‘ionizacién, sin embargo se utilizan como mutdgenos sobre todo en
estudios con bacterias y moscas. En la agricultura su uso es
restringido a granos de pélen debido a su bajo poder de
penetracién en los tejidos vegetales. Para su produccién es comGn
el uso de lamparas de baja presién de mercurio (59).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, para producir plantas
mutantes potencialmente se dispone de los diferentes tipos de
radiaciones ionizantes; sin ambargo, a pesar de que cada una de
éstas tiene la propiedad de producir efectos en el material
irradiado, presentan ciertas caracteristicas que deben ser
tomadas en cuenta, si se desean obtener resultados significativos
a un corto plazo; como la penetrabilidad de sus rayos por ejemplo
(Cuadro 1) o el &rea que é&stos puedan afectar dentro del tejido
{Cuadro 2).
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"Actualmente ‘en estudios y trabajcs de’’ Botanlca se usan.e instalan
una gx:an cantldad de fuentes de:radlam.bn gamma en cémaras o

Dos i ejemplos - de 1rradiadores ,comerciales y' seguros sdn elv‘
' el vicktad-zzo fuentes que el Instituto Nacional
3 de Invest;iqaciones Nucleares (ININ) posee.

‘Por otx:o lado el uso de dosimetros, permiten obtener lecturas
fiables acerca de la dosis recibida por el material irradiado,
N ~necesarios si se desea repetir cierta experimento y obtener
K resultados semejantes. El1 laboratorio de Dosimetria del ININ a
:cargo del M. en C. Juan Azorin Nieto elabora Dosimetros
Termoluminiscentes (TLD) con un alto grado de confiabilidad,
debido a gue los materiales empleados para su construccién
semejan en un alto porcentaje el grado de absorcién que presentan
los tejidos a las radiaciones ionizantes (60).
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Alcance de los

T

e

reqone
i m’é\‘;

$o

tipos de radiacién mds importantes

aluminio

plono

congreto

Aluminio Plomo
3 mm 5 cm
Cuadro 2
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D, CULTIVO “IN'VITRO" Y MUTACIOHES PRODUCIDAS POR

RADIACIO :GI\MHA' UNA NUEVA BIOTE OLO'IA

"y - gra 1des  beheficios
econbmicos para los fitomejcradores asicomo la' posibilidad de

3 competir en' el mercado internacional.

Para’ la ‘realizacién .de tal objetivo la ‘induccién de
mutaciones por medio de radiaciones ionizantes representa el
grupo de mutdgenos fisicos mé&s empledos en numerosos paises (61,
62). ‘Dentro de este grupo destaca el uso ‘de las radiaciones
gamma.

En las Gltimas décadas los fitomejoradores han realizado una
gran diversidad de estudios en plantas ornamentales entre las que
podemos citar especies como Dalia, Chrysantemo, Hortencias,
Gerberas,Strelitzia, Rosa, Clavel, etc. En casi un 80% de dichos
estudios, el material genético tratado con la irradiacién es el
contenido de la semilla. A pesar de que el uso de la semilla
facilita la irradiacién por su sencillo manejo los posibles
efectos originados por 1la radiacién como ya se ha mencionado
pueden, © no, ser expresados en la primera generacién lo que
provoca una inversién de tiempo y labor en espera de las posibles
respuestas positivas.

En recientes estudios se ha observado que si se desean
obtener resultados répidos y positivos é&stos se deben realizarse
mediante tecnologias modernas gque permitan conocer en un corto
periodo los efectos de las radiaciones aplicadas a los organismos
en estudio.
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Por este hecho y basados en los antecedentes sobré_ las
necesidades del mercadc floricola mexicano, donde la’ mayoria.de
sus especies presentan una baja calidad lo - que' - provoca-. lé"

necesidad de importar semillas, esquejes o bulbos"para‘su_"

siembra; hace pensar en combinar dos técnicas; el cultivo "in
vitro" y la Irradiacién con Rayos Gamma; logrande una -moderna
biotecnologia que permita en corto tiempo conocér los cambios
motivados por la irradiacién Gamma "in vitro" a diferqptes‘,dbsis.
La petunia (Petunia hybrida) es una planta comercial, ‘en -algunos
paises como Estados Unidos y debido a gque se considera una
especie ideal para la realizacién de .estudios de investigacién,
esta especie y el uso de la biotecnologia antes citada: permitiran
realizar los objetivos del presente estudio: )
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Como objetivos Wgenerale"s se’ p}etend :

: Inducir mutaciones
‘Petunia hybrida mediante’ 1l
meristemos desa:rdllados} "

: ' iplantas’ d
e “radiacién’ gamma: a.  sus'

“ Demostrar que:la irradiaciér
Biotecno],ogia - aportan&q ~“resultados
tiempo o S

) vPa_ra_e__l_l‘_"c_ se cubrirédn los _sigu_ientesiobjetivos; Ar iguiares:

~a) Determinar el medio nutritivo Sptimo para el
desasarrollo de los meristemos de Petunia hybrida._

b) Determinar la dosis letal 50 "in vitro",
c) Determinar la o las dosis 6ptimas "in vitro".
d) Determinar la dosis letal 50 "in vivo".

e) Determinar la o las dosis 6ptimas. "in vivol,
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I.l.‘Estérilizacién del material

I.1.1.

I.1.2.

METODOLOGIA

con ‘9 lamparas de luz ultravi

4 horas se esterilizaron:

cuarto de siembra,

Microscépio estereoscépico;
Material de diseccién:' pinzas
sy 11 o

Con una autoclave a. 21

minutos:

cajas de petri,
Gasas,

Agua destilada,
Medios nutritivos,
Portaobjetos.
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Preparac;én de: HEle Nutritxvos.

las de Nitch.

COH’IO
ée

nnsd&-4ﬂ26
Zn50,=7H,0.
KI.ioi
‘Nazuoo4 -2H,

CuSO4-5H20.

I.2.2.Medioc basico
I.2.2.1. Solucién A
sales minerales.

KNO ven
cacl..;..
KH2P04...

HyBOj... o0 ls

ué des:@lada Yy



v 'agua . destilada estéril
de:‘agua-destilada estéril. Se
y.aforando a 100 ml con agua

thamlnas._»
T Tslicina..
Acido Nzcotlnico..
Piridoxina-HCb...‘..
Tiamina-HCL. . " . . ; .

Se disolvié‘cada.una‘d

se mezclé y aforé a 100 ml

llas:en zofml de‘agua destxlada .
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Debido a pruebas preliminares realizadas con ant ioridad por. la
Bidloga " Ma. Teresa “eruz Guzmén, en el Laboratorio de
Radiob1ologia Vegetal del. ININ,- se realizaron ‘108 - siguientes
medios nutritivos par’ inducir el desarrollo de los meristemos

apicales y axilares de Eg;gnig hx_;igg

I.2.8. Medio "L" un litro: . )
SOLUCEON ‘Tuvioresanesannnaasnnens
Solucién. II... ;

.. Soluceién III,

Inositol...’

Solucién’ V

Solucién VI

Se aforé a’ 500 ml. con agua destxlada
: Ajustando el pH a '5.6-5,8"con.HC1:& NaOHL

‘Se prosigu16 a mezclar perfectamente 1a solucién de sales Yy
“la solucién CVIII.

44



‘de 25x125

sistema

me;di‘.s e

I 2. 11 Medio "1" un litro:
Se siguieron los pasos de
‘agregar las soluciones V, VIr y.VII

Lv;i sin :

I.2.12. Medio "2" un litro: 5
Similar al medic "N" pero sin V.V



I.2.13. Medio 3% un litro: .

. Se; preparé uﬁ:liﬁ:ofde

_f;i;‘Selgccién Yy di#eéci&n de los meristemos.

BIi3i1

ise colectaron tallos Jjovenes de Petunia hybrida

‘;desa#rolladas "in vivo",

SI.3.2.

. Se seccionaron en cortes de 1 cm. de longitud con un
“meristemo cada uno, ya sea apical o axilar.

I.4. Desinfeccidén del material biolégico.

I.4.1.

I.4.2.
I.4.3.

I.4.4.

Se colocaron los cortes en alcohol al 70% y se
procedié a agitarlos durante 5 minutos.

Se desechdé el alcohol

Se agregé Hipocrorito de Sodio comercial al 10% con
una gota de Tween, agitando durante 20 minutos.

Se lavaron tres veces con agua destilada estéril
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EXPERIMENTOS.

I). Determinacién del medio putritivo 6ptimo para
el desarrollo de “Petunia hybridal

Expérimento I.1.

,,VLI;I.iV"Se,prepararon—in litro- de medio nutritivo "“L", "un
l1itro de medio "N" y uno de medio "n", esterilizando
y dejande enfriar.

~I.I.2. Se seleccionaron y desinfectaron los meristemos del

arquetipo de Petunia hybrida donados por la
Asociacién de Agricultores de Querérato.
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'%desarrolladas

I.I.3. Se x{ealiib 1a siembra en'cad ‘m’ea‘io 'ééibqéﬁdolbé gfl

morfogénesis i altura,

la’ Posis Lg;_gl 50 (LDso) .
determinacxén de 'la dosis letal 50 de las plantas
. inj:':- vitro" - se™ realizaron los siguientes

experlmentos H

_Exgeg;mento IT.1. Determinacién de 1a LDso ara
el Estado Fisiolégico en el intervalo de floracién.

IX.1.1, Se sembraron 50 meristemos de Petunia hybrida en
medios nutritivos "L" y se colocaron en las
condiciones mencionadas en el experimento anterior

para su desarrollo.

II.1.2. Treinta y cinco dias después de la siembra, se
seleccionaron 35 plantulas con alturas entre‘ios

it ..4.5 y.5.5 cm. que corresponden a un estado cercano .a
la floracién o en &l.

I1,1.3. Se formaron 7 lotes con - plantulas
’ marcindolos como A, B, C, {
respectivamente. o g

II.1.4. Se colocé un dosimetro TLD externo :en‘el tubo-a 5.5

cm. de su base.
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... Cada 'g Q’: ‘ rradiér con rayos gamma en’vun
irradiado sis y 0,730 5 5.0,

resultados .en cuanto La.
sobrevivancia presentada en‘cada’ dosis cada 8 dias
.durante. 40. dias.

wﬂ II.2. Estado Fisjiolégico en.el intervalo ipmaduro.

©II.2.1. Se sembraron 50 meristemos de Petunia hybrida en
medio nutritivo “L".

II.2.2.se colocaron ‘en el cuarto de crecimiento con las
'condlclones mencionadas anteriormente .

II:2.3. (Veinticim;o dias después se seleccionaron 35

ntulas  con alturas entre los 3.5 y 4.0

cm. que corresponde a un estado fisiolégico alejado--
a’la floracién.

'iI.z.A. Se formaron 7 lotes homogéneos, marcando cada lote
“" " con numeracién progresiva hasta el 7.

II.2.5. Se colocé a cada tubo de cultivo un dosimetro
TLD externo a 5.5 cm de su base.

II.2.6 Se realizaron los mismos pasos descritos en II.1.5. y
en II.1.7.
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Experimento IIT:1.
floracién.: -

III.1.1. Se semBraf :
medio’ “f."'

Irr.1.2. Treinta Yy cinco dias después,‘ selecciona}:o'n 40
: vpléntulas con:: alcuras entre “4.5% 5.5 emJFy sun
.- estado fisioléq;co. cercano a:la floracisn’ o'en &l. ©.

III.1.3..Se formaron cuatro lotes de plantulas homogéneas
marcéndelos con A, B, C y D, respectivamente,

‘-colocdéndoles a cada un dosimetro TLD.

IIr.1.4. cada lote se irradis con rayos gamma en.(xn'

irradiador Vvickrad a dosis de 0.0, 3.5, 5.0 y:7.5 ...

Gys. - respectivamente. El1 1lote ' no
(0.0 Gys.) sirvié como testigo. g

III.1.5. Se sembraron los meristemos del material t‘:x‘:ak‘ do

.medios "L® nuevos colocando los cultivos

cuarto de crecimiento con las mlsmas COl:ldiC‘
mencionadas en II.1.7.

III.1.6. Se registraron las variaciones 'en cuanto. a

morfogénesis, altura, no. ‘de Vhojas’, sistema

radicular, produccién de plantays' asi - como el
aspecto general de las pléntulas:producidas
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alejado de 1a floracién (25
entre 1os 3.5 y-4. O cm. Lot
3y a. .

Aplicacién de las Dosis éptimas.
Expe :Lmem:o II1.3. Aplicacién de las Dp_sJ_s 6ptimas;

III.3.1 Se sembraron 50 meristemos de Petunia hybrida en
medio "L", se colocaron los cultives en el cuarto de
crecimiento con fotoperiédo de 16 hrs. luz y 8 hrs.
oscuridad.

III.3.2. Veinticinco dfas después, se seleccionaron 30
’ pléntulas con. alturas entre 3.5 - 4.0 cm. y un
estado fisiolégico alejado a la floracién o en é&l.

IXI 3.3, Se formaron tres -lotes de plantulas homogéneas
i vnd ;qs con..I, II'y III . respectlvamente Y

colocandoles un dosimetro TLD a cada uno.
III,3.4. . Cada -lote se. irradié con rayos gamma. en un
i " irradiador Vickrad a dosis de 0.0, 3.5, vy
7.5 Gys. respectivamente. E1 lote irradiado a
0.0 Gys.sirvié como testigo.

III.3.5. Se sembraron los meristemos del material trétaﬁouen
medios "L" nuevos y se colocaron los cultivps‘eh'el

S1




IIX.3.6,

IIX.3.7.

“II1.3.8.

cuarto de creclmiento ‘con 1as mismas cnndicicnes
de temperatura Y fotcperiodos mencionadas.

con el .objeto .de  reafirmar o ~desechar - las
resultados observados en el experimento III.2, se
realizé este experimento durante 180 dias
aproximadamente, cabe mencionar que fue necesario
realizar 9 subcultivos para evitar alteraciones en
el desarrollo de las plantulas ya que, como  se
mencioné en la introduccién, el ~medio nutritivo
tiene un tiempo de vida aproximado de 20 -dias.
Después de 15 semanas de desarrollo . - las
minipléntulas, con una altura promedio de 3.3 cm.,
fueron trasvasadas individualmente en  tubos
conteniendo medio nutritivo “L".

Las pléntulas obtenidas al cabo de 180 dias de
desarrollo y con una altura promedio de 5.9 cm. se
transplantaron a contenedores de pléastico con una
mezela de hojarasca, tierra negra y sphagnum
(1:2:1) asperjado con una solucidn similar al medio
nutritive "L" pero sin agar, azficar y benzil amino
purina. cada una de estas pléntulas fué cubierta

con una bolsa de plastico transparente con el

objeto de ambientarlas sutilmente.

Se observaron, anotaron y analizaron los resultados
en cuanto a: morfogénesis, promedio de altura, no.
de hojas,formacién de tejidos asi como el aspecto
general de las plantulas, en el transcurso de 6
meses.
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Experimento III 4. v'Lterminacién del medio nuéritjvo .
éptimo para el desgg;ol;o ‘de..gistema radicular ,para mé;is{eﬂés
irradiados ‘in vitro'a 7.5 Gys. de.Petunia hybrida, }

2 III.4.1.--Se~elabord :medio litro de -cada uno-de:

hqtriﬁiVEQ para inducir rasz: ‘1, ~2,°

.IIIfQ;é;imVéinte pléntulas obtenidas en.. el experimento‘.-,_
» ITI.3 se seleccionaron y sus mlnimeristemos fueron:
sembrados en 1los medio elaborados, y fueron
colocados en el cuarto de crecimiento.
- II1.4.3. Se observé el desarrollo de cada meristemo anotando

los resultados en cuanto a promedio de raiz
desarrollada por medio, cada 8 difas durante 96
dias.

*: Experimento III.5.) Resiembra de los minimeristemos EE

III.5.1.. Los minimeristemos obtenidos en . el experlmento'

I11.3. se sembraron en medios "L sin irradiar y se

colocaron en el cuarto de crec1miento con un'

fotoperidédo de 16 hrs. luz y 8 hrs. oscuridad y conjf

una températura que oscilé entre los '19-23 c.;
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III.5.2% Se observé el desarrollo de cada meristemo anotando :

lo'sr resultados (mismos parﬁmettosrque
: experiment:o III 1 ) cada 8 dIas duran

Exumint_o J_.n u Ml 50 IN VIVO. (LDso)..

Exgegimegto IV.1. Determinacidn de la LDso - "In"5
" para el Estado Fisioléuico epn el intervalg n_mgg r_ g

En este experimento se utilizaron plantgs gl_esbr
macetas donadas por la Asociacién de Floriculta

IV.1.1.

fisiolégico alejado a 1la floxjaciﬁh

IV.1.2. Se formarcn 7 lotes homogéneas y m
IIr’, Ivs, v, vI’ y VII' respectlva ent.

IV.1.3.5
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‘Se. 'cglyocbr

Crvealis.
Coa _.condiciones

’alﬁbiénfal'e
experimento anterior.
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RESULTADOS

Exper:.mento I.I. Qetermin_agién el Medio Nutritivo Optimo
: ga_z;_ ___L gesarrollo de 105 neristemos de Petunia hybrida

La tahla no, "1 (grdfica ' 1) muestra que en los tres medios
nutritivos ‘elaborados = los implantes presentan morfogénesis
positiva destacando- entre " ellas las respuestas presentadas - por
'1os :desarrollados en el medio "L", ya que en é&ste . todoslos"
1n6culos activan. su’ desarrollo en”los primeros dias alcanzando un

3pcrcentaje del 100% y con ello morfogénesis completa en un lapso, ..

/no mayor de 32 dias, a diferencia de los sembrados en los medios

'.."N" Yy “n" que, para alcanzar dicho porcentaje, necesitan 48 'y 64 :

'”ans respectivamente.

Asinismo el promedio de altura ©6ptimo alcanzado por 1las.
pléantulas se presenta en el mismo medio "L", con un maximo de 7.0
cm (tabla 3,grafica 3), donde el desarrollo va aumentando desde
los primeros dias originando con ello un desarrolle normal de los
inéculos puesto que, como se observa en la tabla 4 (grafica 4),
el nGmero de hojas se incrementa a medida de que va avanza el
crecimiento. Ademis, no s6élo se producen dichas caracteristicas
sino que, como se observa en la cuadro 3, se originan plantulas
completas con hojas verdaderas, 6érganos reproductores y raiz en
un alto porcentaje. Asimismo se puede observar un estado
fisiolégico sano representado por el aspecto normal de 1la
plantula sin deformaciones (fotografia no. 1).



RESULTADOS -
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Morfogénesis en los diferentes Medios P g
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Experimento T.1. Determinacién dal Hedie Nubritivo optine.

" PROMEDIO DEL 'NUMERO DE HOJAS

’ . DESARROLLADAS EN LOS DIFERENTES MEDIOS.

PROMEDIO DE HOJAS = (. DIAS )

‘MEDIO 16 24 .32 " a0

! variable

Morfogenesis -

Longitud’

No. de hojas




aratica 4 Promedio del No. ﬁ‘d@i‘h@fas

Experimento Ll -

P
r
0 | ;
m { !
py .
di . f
| . [ g
(] :
2100 | :
d N : - W
R ! : o ""
. { i Y
ho I
9 [ >
5 3 # ) i
s
s

8 16 24 32 40
Tiempo (dias)

B vepio ' [ IMepio 'N*  [IMEDIO "L*




Los" rgsqltadds encontrados en el experimento II.1 revelan ‘
gque en un' estado fisiolégico maduro las posibles dosis de
irradiacién’ con rayos gamma oscilan entre 1.0 y 9.0 .Gys. - puesto
que: como ' se observa en la tabla no.5 (grafica.. 5), .en.dichos
rangos existe entre un 100 y 50% de sobrevivencia. Asi mismo,
para las plantulas irradiadas en un estade inmaduro el rango de
las dosis se reduce (1.0 Gys.) (tabla 6, gridfica’ 6);lo gue nos
condujo a la seleccidén de tres dosis: 3.5, 5.0y 7.5 Gys como las
posibles dosis 6ptimas aplicables a ambos eétadgs fisiolégicos.
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} : omp m; eénto ‘similar ya que se
‘un’ promedio de 3.5y '2,55; cm. . respectivamente - en
resentado .por los testigos (tabla no. 8

ob't_i_iiene‘ ; :
comparacién’icon 4.9°cm
“grafica‘s). .

o Para los dos estados de desarrollo {maduro e inmaduro el
porcentaje de desarrollo y la altura disminuyen en la dosis de
7.5 Gys (tablas 11 y 12).

" En los meristemos irradiados en estado inmaduroc se observa
también una disminucién en el desarrollo y altura (tabla 9 y 10,
respectivamente). Los efectos se acrecentan en dicho estado

destacando la repuesta a la dosis de 7.5 Gys.; ya que a los 80 ‘

dias alcanzan tan solo el 82% de desarrecllo y las alturas
promedio de dichos meristemos son de 2.2 cm. (tabla 11 y 12).

En lo que respecta a la formacién y namero de hojas,. en el
estado maduro se observa en los primeros dias de desarrollo
cierto retardo en la formacién de las hojas sin embargo, esta

produccién se incrementa a partir de la 3 vy 42

desafrollo para todas las dosis (tabla 13, grafica ifs),‘

n

semana - de



de hojas des«rrollada en: ambos estados se

'observa\un‘incremenﬁo en relacién-con el testigo destacando dicho
aumento’en el estado inmaduro (tabla 15)

. wLas‘ﬁodificacicnes al fenotipo de los meristemos irradiados
en estado fisioldégico maduro se enlistan en el cuadro 3, dentro
de ellas destacan las observadas a dosis de 3.5 y 7.5 Gys. donde
las hojas se ven alteradas en forma y tamafio. El tamafio se reduce
sobre todo en aquellas que se localizan en la base del tallo, sin
embargo después de 7.8 semanas de desarrollo a dosis de 3.5 y 5.0
Gys., éstas recuperan su tamafio normal. La anormalidad en 1la
forma de las hojas consiste en la presencia de un sin ntmero de
pequefias depresiones en el haz y la tendencia a un crecimiento
enroscado.

En las plantulas obtenidas -~ tempranamente se manifiesta 1la
carencia de un sistema radicular que se continida hasta las décima
semana de desarrollo.

Por otro lado en el estado inmaduro se aprecian los cambios
al fenotipo mis severos y numerosos aGn en las dosis de 5.0 Gys.
ya que los meristemos presentan cambios en el desarrollo de las
hojas tendiendo a un aspecto de roseta por lo menos en un 50% de
los individuos (cuadro 4). En este mismo estado en las dosis de
3.5y 7.5 Gysl el crecimiento enroscadoc de las hojas se presenta
a lo largo:.de 80 dias. Asf mismo destacan dos tendencias nuevas a
dosis’ de 7.5.6ys; la activacién de los meristemos adventicios
(fig.,no. 2, -fotografia 2 ) y la formacién de multimeristemos
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(fig. no.'
s;embra d

2ai f

(cuadro: y4 ).“‘ .
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Promedio de Hojas Desarrolladas
Gréfica 13. Exp. Ill.1 Floracion
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. Exp. TIL2. Déterninacién ‘de’las Desis' 6ptimas In vitro

Tabla.14,

. ii's'tréag"rlsiolégtca Madur




. Promedio del Numero de Hojas

Grafica 14 Experimento lll.2 Inmaduro
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Exparimento Il nssm_i.mien g.g las mu batm.u In !Lm

“Es:ado [isiolégico maduro

UADRO” NUMERO 3.

HMODIFICACIONES AL -FENOTIPO
organo o sistema alterado

- OJAS :

- INCREMENTO EN EL NUMERO EN '/ -
LA BASE DEL TALLO

~ DISMINUCION EN EL TAMARO

- FORMACION DE PEQUENAS DEPRESIONES
EN EL HAZ L
~ TENDENCIA A UN CRECIMIENTO. ENROSCA!

. Nota: ..

pgesentg a"lovlérgo'del desarrol Q. -

* Presente en el ‘50% de individucs y/o

presente en alqunos perlbdos.



“Organc ‘0~ sistema’alterado

R ‘HQZE sy

#|= INCREMENTO EN EL NUMERO EN
. LA‘BASE DEL TALLO
DISMINUCION EN EL TAMARO

- FORMACION DE PEQUERAS DEPRESIONES
EN EL HAZ

TENDENCIA A UN CRECIMIENTO ENROSCADO

TENDENCIA A UN CRECIMIENTO EN

FORMA DE ROSETA

SISTEMA RADICULAR:
- CARENCIA TOTAL O PARCIAL

TALLO
DISMINUCION EN EL DIAMETRO

OTROS: - =

- TENDENCIA A LA ACTIVACION DE
MERISTEMOS ADVENTICIOS ..

- TENDENCIA A LA FORMACION D
MULTIMERISTEMOS.

Nota: significanéia simila




as dosis égtimas g_n estado .

- pisminucién en el Porcentaje de Horfogénesis Y én el
Porcentaje de Altura. = ot
~.Aumento en el nGmero de hojas..

Asimismo fué posible calcular el Porcentaje de Floracién (tabla
no. 17 ), donde se presenta una disminucién considerable respecto
al testigo, destacando una vez mis las respuestas presentadas por
los meristemos irradiados a 7.5 Gys.

Respecto a los cambios al fenotipo (Cuadro 5), las tendencias de
activacién de los meristemos adventicios se continué en todos
aquellos irradiados a 7.5 Gys. y sembrados junto con sus dos
primordios foliares produciendo 3 6 4 plantulas en cada tubo
(fotograffia no. 4). Dichas plédntulas presentaron numerosas
"minihojas", sobre todo en la base del tallo, enroscadas y con
gran cantidad de depresiones en el haz (fotografia no. 5). El
tallo de estas plantulas presento un adelgazamiento con un
diametro promedio de 0.5 cm. al cabo de 15 semanas de desarrollo.

La formacién de multimeristemos se observé entre la Sa. y
6a. semana de desarrollo produciendo un aglutinamiento primero de
pequefias "yemitas" y posteriormente de "minihojas" en el tubo de
ensaye (fig. no. 4, fotografia 6 ), por lo que cada
multiformacién fué subcultivada en recipientes mas amplios (fig.
5 ).
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"desarrollo:de aproximadamente 15

Estas formaciones provoca
i ir'rad‘iédd, presentando un

qrande y compacta de: color ‘verde' en 1ugar de un sistema radicular
e fig Nno. 7w focografia B ). . Debido a  é&sto las plantulas no
lograron ambientarse por 10 que fué necesario determinar 'un nuevo
. medio nutritivo para 1a inducc stema radicular.
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. tabla

'Estado,fisiolégico’ Inmaduro.




Porcentaje de Floracion
Grafica 16. Exp. .3 L
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Experiménto,I;I.dﬁ Determinacién del medio nutritive para

e iﬁdﬁcir raiz en'las plantas irradiadas a 7.5 Gys.

abl _no.f17‘cinco medios nutritivos fueron
5 ] an lliqénominado como- "S" ‘gl ‘6ptimo para el
dééarrélléréé:réiiﬁenrlaé;pléhtulas irradiadas, ya que, como se
- muestra en.la grafica no..18 en este medio se induce un sistema
‘radicular’ en é1“79% de. los individuos, aungue d&bil 'y escaso,
déspuéé de*12 ‘semanas de  efectuado el trasvasado (fotografia no.

LY

Sin embargo. las:plantulas con ralz presentaron una alteracién en
el;éstado cuatro (ambientacién) originada posiblemente a alguna
alteracién en su sistema metabélico y a la alta contaminacién del
sustrato con hongos -y bacterias, lo gque impidié que esta
ambientacién tuviera exito después de 225 dias.

Debido a estos cambios se decidis, fuera del protocoleo de

esta tesis, realizar una resiembra de 1los minimeristemos
obtenidos al irradiar a 7.5 Gys.
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Porcentaje de Sistema Radicular inducido
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Experimento III.S Resiembra de los minimeristemos
obtenidos de plaptulas jirradiadas a 7.5 Gys.

Los datos obtenidos en el experimento III.5 revelaroﬁ>resu1tédos
no. esperados no obstante significativos,ryarquegﬁo seféresenté
alteracién ni en : el desarrollo, el crecimiento,_las hojas 'y el
sistema radicular. ‘ B -

Sin.embargo una decoloracién-en las hojas:aparecid en un 80% de
los ‘individues, produciendo’’ pléntulas . .con..hojas . variegadas
(fotografia no. 10 ). S ;

Asi mismo se desarrolld un sistema radicular, aunque débil y poco
numeroso, permitiendo la adaptacién de dichas pléntulas a tierra
(fotografia 11 ).

Por otra parte se observé en un 53% de las plantulas flores con
pétalos de perimetro color morado (fotografia 12 ).

Debido a alteraciones en relacién a los factores extrinsecos
durante la ambientacién de las pléantulas, é&stas no lograron la
adaptacién ya que por una parte un 65% de estas fueron invadidas
por hongos y el resto perecid debido a una secuencia de
oscilaciones bruscas de temperatura.
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JExp.-IV.1. Determinacién de la Dosis Letal 50 "in vivo"

.Los’ resultados obtenidos en este experimento revelan éue al
irradiar "in vivo" las plantas en estado inmaduro en ur;'éahgo de”
“1:07a 15 Gys., hasta 9.0 Gys. mantuvieron su dersarrc}rllq‘f'ar !
a 10 Gys. presentaron un 16.6 % de sobrevivencia 'y a,‘15

advierte una tasa de sobrevivencia del 49% - (tabla ‘18, -
18). RS

-Por -otra parte al término de 30 dias post-__t:rat;aini‘ ito
. observaron cambios en el fenotipo de dichas plantas.
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Exp. IV.2 Determinacidp de las posi plés dosis &ptimas,

Las plantas irradiados a 0.073.5 Gys. no -presentaron alteraciones
éignificativaé en cuanto a ‘su qésérrollb sin . embargo, en las
plantas irradiadas a 7.5 Gys. se dbserva un-ligero descensc en la
etapa de crecimiento en las. ‘primeras semanas pero se Ve
restablecido a la 5a. semana, como se muestra en la tabla no 19.

En cuanto al. fenotipo de las plantas no se observaron
modificaciones a dosis de 3.5 y 5.0 Gys. sin embargo se
observaron pequefias ondulaciones en las hojas de las plantas
irradiadas a 7.5 Gys. ( fotografia no. 13 ).

Es necesario mencionar que a dosis de 5.0 y 7.5 Gys. se observé
que aparentemente las plantas presentaron mayor resistencia al frio.
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Experimento IV.‘ZV. Determinacién de las posibles dosis Sptimas

Tabla no, 19

" PROMEDIO "DE ALTURAS OBTENIDAS “EN'LAS ~/ '@ =i

"PLANTAS IRRADIADAS -IN VIVO.
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DISCUSION

pgr :m;nac;ég _1 nedig }{g ;:jg;vo gtg_m -
M_].QEM_Ql‘Oll Mm_:i___m_steosé_umm_;u

Las respuestas encontradas en el desarrollo de los implantes
en los medios nutritivos pueden atribuirse, en gran medida a la
concentracién de sales minerales utilizadas en la preparacién de
cada uno de ellos ya que los medios preparados con las sales
descritas por Nitch (medio "N" y "n") se caracterizan por tener
una baja concentracién de las mismas y de carecer de Ioduro de
Potasio y manganeso ( 19 ). Estos parametros pudieron también
influir en la clorosis presentada en las plantulas ya que estos
elementos intervienen en la absorcién de luz para efectuar 1la
fotosintesis, segln lo descrito por Devlin (26).

Por otro lado 'podemos decir que las fitohormonas Benzil
Amino Purina (BAP) y Acido Naftalen Acético (ANA) en
concentraciones de 1x10 ° y 1x10~’ adicionadas a la proporcién de
sales, vitaminas, fierro, sulfatos, etc. descritos en el medio
«Le. son las adecuadas para el desarrollo apropiado de los
meristemos de Petunia hybrida Hort., ya que 1los implantes
presentan un desarrollo, crecimiento y morfogénesis normal sin
necesidad de adicionar alguna otra fitohormona o realizar un
subcultivo posterior para producir la induccién de un sistema
radicular o estado de floracién. Lo anterior respalda 1lo
reportado por Cruz (63) y Economou (64) quienes mencionan que
dichas fitohormonas son las apropiadas para el desarrollo de
Petunia hybrida y que la concentracién de cada una de ellas ser§
especifica para el tipo de explante utilizado.

Asi mismo se determina que la adicién de Acido Giberélico 3




(AG3) o provoca’ un” incremento ‘en la‘activacién de’ 16s ‘meristemos
de dicha especie, ya que_ el medio "L" }’.car"eq'eide"‘_ella; lc que nos
lleva a pensar ‘que los meristemos sintetizan dicha ‘fitohormona de
una manera " natural ‘" bajo -los ros utilizados en el
desarrollo. de.los meristemos.en. el me T
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EXp II.1. y II.2.

Ees_e_rm_n.a_ién de la Dosis Letal 50 (DLso) m!s_tm;.
. Estados Fisioléaicos de madurez e inmaduro.. .

De acuerdo a los datos encontrados podemos decir que 1la
dosis letal 50 adecuada para la irradiacién de plantulas de
Petunia hybrida se encuentran entre 1.0 y 9.0 Gys. disminuyendo
ligeramente hasta 8.0 Gys. para plantulas en estado fisiolégico
inmaduro. Estos rangos son considerablementemas pequefios que los
aplicados a plantas completas In Vivo, o semillas (entre 100 y
800 Gys.) debido a que como menciona Devréux { 65 ) los
meristemos presentan una mayor radiosensibilidad originada
seguramente en la acelerada actividad de estos tejidos,
provocando con ello una mayor concentracién de moléculas como las
bases constituyentes de DNA que, comoc se menciona en diferentes
reportes ( 55, 56 y 66 ) facilitan una mayor produccién de
ionizacién, provocando una alteracién en el material irradiado.
Aunado a esto el campo de irradiacién se reduce In Vitro,
permitiendo con ello elevar la probabilidad de expresién de 1las
posibles células mutadas durante la seleccién dipléntica.
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© EXp III 1. 'y III.2.

< Determinacién de las dosis Sptimas .in vitro.
Estado maduro e inmaduro.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos
:III;i aplicacién de las dosis en etapa de floracién o maduro Yy
IXI.2 inmaduro, se puede asumir que este Gltimo es el estado
radiosensible 6ptimo para inducir cambios som&tices y tal vez
‘genéticos en las plantulas de Petunia hybrida, lo que concuerda
con- lo sugerido por Cruz (56) quien menciona a los estados
juveniles como 6ptimos para efectuar estudios mutagénicos. EY
grado de radiosensibilidad parece ser caracteristico de cada
especie y de cada estado fisiolbgico en el que se trabaje, lo que
podrlé deberse a diversos factores tanto externos come internos
en los éue el material vegetal se desarrolla. Externos como el
tipo de radiacién administrada, el microambiente ( como
temperatura, humedad, pH, etc. )] predominantes durante vy
post-tratamiento. Los factores internos es decir, inherentes a la
planta, como la cantidad de material genético o la concentracién
de sustancias, como las fitohormonas, incrementan la posibilidad
de que la ionizacién se efectGe ( 55 ), produciendo una
alteracién en el material genético la que podria manifestarse
inmediatamente o en las subsecuentes generaciones.

Por otra parte los efectos observados demuestran que en las
dosis mas bajas se producen un mayor nimero de cambios que en la
dosis intermedia, es decir de 5.0 Gys., aGn en estado fisiolégico
inmaduro. Por tal motivo se selecciond como las dosis 6ptimas
para ambos estados fisiolégicos: 3.5 y 7.5 Gys. Segin CornG en
1970 la frecuencia de mutantes som&ticos en Petunia hvbrida “in
vivo!l es directamente proporcional a 1la dosis aplicada; 1lo
anterior no concuerda con los resultados preliminares encontrados
por Guzman en 1991 ( 67 ); quien menciona haber encontrado un
nGmero de cambios similares a dosis extremas: o muy altas (10.0
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‘Gys.) "o ‘muy bajas (0.04 Gys.); "ni tampoco con los. resultados
enconttados en los experimentos III.1 y III.2 de este trabajo.

se puede observar que el rango de dosis utilizado es

a gtga permite la basqueda de respuestas en dosis nunca
?stradas a ningGn explante o estado fisiolégico de Petunia

‘Las tendencias de activacién de los meristemos, nos conduje
a la elaboracién del experimento III.3 y IV.2 omitiendo por el
momento alguna explicacién hipotética del origen de todos 1los
cambios som&ticos presentados por las plantulas obtenidas.
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'Experimento IIT.3 -
; Lg;iug_ion de la dosis éptima en estado
fisiolégico Inmaduro.

En puéca de la determinacién de los parémetros que Vs‘op aﬁéct;&dcjs

por::los-. diferentes - tratamientos, se desecharon. los ,fgétoies

exti:insecos involucrados durante y post - tratamiento, 'ya"'ciue 3
nlnguno de los testigos presentaron cambios siquiera cercanos a
los observados en alguna dosis, :

Los™ resultados observados en este experimento revelan que los
cambios obtenidos pudieron ser producto de alteraciones
hormonales provocadas por la interaccién de los rayos gamma con
las células, mismas que afectaron el fenotipo de las pléantulas.

Por . otro lado el desarrollo de una planta representa los
diferentes eventos durante el ciclo de vida; éstos se encuentran
ligados, ya que por una parte si no se efectia el primero el
segundo no se realiza y por la otra, ambos necesitan de
soluciones similares en ciertas etapas, por lo tanto esta
discusién se presenta agrupando los eventos '"similares" para
facilitar su explicacién.

-Disminucién en el porcentaje de desarrollo y altura,

Se ha mencionadc que la irradiacién gamma para Petunia hybrida no
produce alteraciones en cuanto a su desarrollo ( 68 y 69). Sin
embargo nuestros resultados revelaron 1lo contrario, lo que
concuerda con lo obtenido en estudios realizados con Nicotiana
(70 ), Strelitzia ( 71 ) y Weigella ( 72 ) tratadas con
diferentes dosis de radiacién gamma. Dicha respuesta se puede
deber a 1las dosis empleadas en el presente estudio, que
comparadas con las utilizadas en trabajos anteriores resultan

1T



inmediatamen;e'debidb aTSq céracter t&fipq ente (ﬂélééfa;vIBBB).

'»or otro,lado, cualquier explante sembrado 1n vitro necesita, una
vez que se ha ambientado a su medio artificial, alimentarse para
upoc_ier realizar la divisién celular o mitosis; puede pensarse que
erln-'ciclo de vida de las células meristemiticas se haya retardado
‘‘por la radiacién en la etapa de sintésis de proteinas, idea que
. concuerda con los estudios realizados por Nybom ( 74 ), quien

menciona que las radiaciones gamma tienen una alta
penetrabilidad, lo gque permite ionizar elementos como bases y
proteinas del DNA y alterar con ello, cualquier etapa del ciclo
celular.
Los resultados obtenidos en la disminucién del porcentaje de
crecimiento reafirman las observaciones realizadas por varios
autores ( 75 y 76 ) 1los cuales mencionan que una respuesta
~comlin. en los organismos vegetales irradiades a cierta dosis
(variando de acuerdo a la especie con la que se trabaje), es la
alteracién en cuanto a su talla. Lo anterior nos hace suponer que
es la sintesis de substancias implicadas en el crecimiento como
el AG3 uno de los procesos alterados al irradiar las petunias in
vitro, provocando con ello la produccién de pléantulas "enanas",
- después de & meses de realizado el tratamiento. Parece ser gue
tal efecto recae en un gen Gnico que regula la sintesis de dicha



Las 'auxinas intervienen en. la '‘estimulacién del alargamiento
" celular, en la plasticidad de la péred celular y en la formacién
y morfologia del sistema radicular. Ademds la interaccién de
diversas fitohormonas permite la produccién de otros 6rganos como

las hojas. Su concentracién es especifica en cada zona de la
planta, sea alargamiento del tallo, de la hoja, divisidn de 1las
células meristemiticas o produccién de raiz. A pesar de gue no
todos los procesos anteriores han sido confirmados, podemos
asumir que la produccién, sintesis o absorcién del AIA (auxina
natural presente en altas concentraciones en los meristemos)
fueron alteradas por 1los rayos gamma en las pléantulas
irradiadas; -en los primeros dias de desarrollo ésta pudo ser
parcialmente inactivada lo que conjugado con la auscencia de
&cido giberélico, retardé la divisiébn celular y por lo tanto el
crecimiento de las pléantulas.

Es posible que, el AIA se reactivé en los meristemos y promovié
con ello, un alargamiento celular desordenado, lo gque didé origen
a la produccién de hojas con caracteristicas diferentes a las
paternas, en cuanto a su forma y plasticidad, hojas pequefias con
pedtnculo delgado, hojas anchas y encorvadas, estas alteraciones
se han observados en plantas de chicharo tratadas con altas
concentraciones de AIA ( 77 ), asi como en pléntulas de avena
(78) . :
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Por ﬁltlmo se ha’ mencionado que durante el proceso de rizogénesis
es necesario una baja concentracidn de ° AIA, en relacién con 1la

ctivar la divisién en los meristemos, é&sto nos
conduce a pensar que el AIA se incrementé en dicha etapa lo que

i provocé :no;una.aceleracién_de este proceso sino- por el contrario

"vuna vinhibicién total de rizogénesis originandose por otro lado
Suna’ divisién anirquica y desmesurada de células, formando una
masa 1nforme, lo gue en cultive de tejidos recibe el nombre de
callo. - Lo - mencionado por diversos - autores respaldan esta
-hip6tesis puesto que cuando en sus cultivos la concentracién de
Auxinas es muy alta se encuentra tendencia hacia la formacién de
callo ( 79 y 80 ).

Reactivacién de los meristemos adventicios y formacién de

eristemos.

Gambor en 1975, recomendd que para el é&xito del cultiveo de
tejidos vegetales, el medio nutrivo debe contener una proporcién
alta de citocininas en comparaciébn con las concentracién de
auxinas, ya que ésto inducird a wmorfogénesis de cualquier
explante ( 81 ). Sin embargo, Rosas y Quiréz (82) han reportado
la obtencién de plantulas completas y sanas en ausencia de éstas.

Los estudios sobre fisioclogia vegetal han revelado que
efectivamente las citocininas inducen la divisién celular y que
se encuentran en altas cantidades en 1las células de gran
actividad como los meristemos ( 83 ).

Parece ser que los meristemos al ser inoculados en determinados
medios nutritivos, pueden activar por si mismos la sintesis de
las fitohormonas en un equilibrio &ptimo; sin embargo cuando no
se produce la activacién es necesario la aplicacién externa de
estas sustancias para que se inicie la morfogénesis
meristemética.
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Se asume que en  los pqerist'énibs {rradiados a 7.5 Gys. aumenta la
concentraciénde 'icitoquir:\'ina':s,- sin ‘embargo no  se debe “en modo
alguno a un incremento-en“su’sintesis sino por el contrario, como
se ha. mencionado” antericrménté," a“‘la--baja concentracién de
auxinas. Esto concuerda con:los estudios realizados por Rao ( 84
). acerca del control hormonal sobre el desarrollo de los tallos,
rafices y hojas en los explantes de algunas especies de Petunia, a
diversas concentraciones de AIR, BAP, ANA. Cuando existe una gran
cantidad de Dbenzil amino phrinaen comparacién con 1las
concentraciones de AIA se induce la actividad de los meristemos
adventicios.

Por otra parte Sharma (85) apoya que la formacién de

multimeristemos se induce por ‘altas concentraciones . de
citogquininas en medios suplementados con BAP.
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Egge;fﬂeﬁ;o.;;iéi .

sin embargo . la
del ‘todo favorable.
uX il las  fitohormonas se
requeren en ‘proporciones especiflcas, dependiendo de ‘la =zona
vegetal involucrada y:-que de acuerde a la proporcién en que se
_encuentren modifican, impiden,.aceleran o -alteran la produccién y
estado fisiolbgicb del sistema. Tal vez la concentracién de AIA
utilizado en el medio nutritivo "S5" sea la correcta para inducir
rizngénesis en estas pléntulas; sin embargo podria ser posible la
determinacién de un nuevo medio que indusca mayor porcentaje de
-ralz mas fuerte y numerosa que la encontrada en este experimento.

tcdas

Dentro de las alteraciones observadas por algunas especies
vegetales irradiadas, se han presentado ciertas respuestas
negativas, como la dismunucién en el grado de adaptabilidad de
las plantas al medio ambiente, caso contrario a lo observado con
otras especies que incrementan su vigor como la papa (Solanum
tuberosum) { 86) y el toloache f{Datura stramonium) ( 87 ).

Esto nos hace pensar que tal vez la alteracién en la
resistencia de los organismos se ve afectada no s6lo por la falta
de un sistema radicul adecuado, sino también por modificaciones
genéticas no manifestadas en esta generacién ya que, de acuerdo a
lo mencionado en el Manual Mutations Breedings ( 88 ) cuando el
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'mencionﬁ

Experlmento III 5 Besiembrg de los - mi n;me;istemosv
E ghmig_ ’§_ Elan_tu_L_as i_r_LiL__ad das’a _‘_i Gysi

Gys.: durante la el™ estado IV;es’ decir
: parte. ‘Por: la otra a 10 que’ e
dirante el Seminario
gamma “(-49 ), -"las alteraciones sométicas
por la aplicacién de un mutdgeno: pueden

primera o segunda generacién" Por

'presenCarse en la segunda generacién.

Los resultados nos hacen suponer gue en est& useghnda gene fac on
los meristemos recuperaron el equilibrio hormonal puesto que la
etapas del desarrollo como morfogénesis, crecimiento y floracién
se presentaron normalmente. i

Las deficiencias clorofilicas en los meristemos irradiados a 7.5
Gys. Yy resembrados, pudieron deberse a alteraciones en el
material genético extranuclear, plasmén o el plastidom. Como se
mencioné anteriormente parece ser que estas unidades genéticas
influyen en los cloroplastos.Es interesante observar que Cornd
encontr6 estos mismos cambios pero en un porcentaje menor al
encontrado en el presente trabajo, cuando irradié semillas de
Petunia a latas dosis de rayos gamma ( 4-6 Krad).

Asi mismo las alteraciones en la coloracién de los pétalos de las
pléntulas, pueden ser el resultado de la expresidén de quimeras
periclinales, en este caso las células periféricas del meristemo,
las que presentan alteracién en su material genético pero por ser
tan s6lo un grupo reducido , la seleccién provoca limitacién en
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'1V.1. petermirnacién dela LDSO "in vive"

para plantas:de-Petunia hybrida -
as’ :plan_t_ﬁ]ras n_in vitro"

P Est nte’se debe’ a que: las plantas se mantuvieron:en el

‘mismo: sﬁs_tta!:o en “el ‘que fueron  irradiadas. Recordemos que 1la
“V}:a‘d_i:ac'ibn provoca ionizacién lo que implica la liberacién de un
. siﬁﬁﬁmero de moléculas que pudieron provocar la desecacién de

la tierra en las plantas .in vivo..

Por otro lado las respuestas obtenidas a 15 Gys. son objeto de
atencién ya que a pesar de obtener una baja tasa de sobrevivencia
esta es mayor que la obtenida a dosis de 10 Gys. Como se menciond
anteriormente esto se ha observado en otros experimentos donde
las dosis extremas presentan mayores beneficios en ciertas

especies animales y vegetales ( 90 ).

No se ha encontrado explicacién alguna a este fenfémenc pero
prodriamos hacer una extrapolacién con los resultados similares
que se han encontrado en bacterias y moscas irradiadas (90, 91)
donde el sistema de defensa reacciona de acuerdo al tiempo que se
tarde en administrarse el mut&geno, es Aecir un tratamiento

crénico 6 agudo.
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7 Experimento Iv 2 D_';_g;:min.eJ.énkgl_ :las. p_i___;s_-
__OiLS éa_im_ "in 1&:& PR y

'Las ondulaciones en las h03a5 de 1a
vivo!, )

'particulas ~ajenas., producidas por. X
alteracién quimica o genética, ‘ya »i.qu}e
poco tiempo después del tratamiento
observado en plantas desarrollad s - en

dios contaminados por
mbiem:al con’

diversos elementos cuando se realiza b omcnitoreo
ellas (93).

En relacién a 1la tendencia observada por ‘las plantas’ a la
resistencia al frio, no es posible asegurar que la dosis de 7.5
Gys. incrementa dicha resistencia ya que para demostrarlo es
necesario realizar experimentos dirigidos hacia este punto.

Los resultados obtenidos en este experimento permiten confirmar
que la irradiacén "in vitro" produce un mayor nGmero de cambios
que los ocobservados "in vivo" ; lo anterior se asume ya que las
pequfias alteraciones ‘"sufridas" por el material tratado "in
_vicrc“, no son tan numerosas ni tan pronunciadas como ' las
observadas "“in vitro",
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Fotografia

Petunias obtenidas en medio "L" pasadas a tlerra.

Fotografia 2
Formacidn de meristemos adventicios desarrollades en
los meristemos irvadiados al 7.5 G. y s.

Una hoja y el meristemo se necrosan y ambos se tornan
cafes.
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¥
Fotografia 3
Formacidn de multimeristemos

"mini hojas"
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Fotografia 4 .

Pldntula
obtenida de
meristemos
adventicios.

Fotografia 5
Hojas c¢nroscadas y con
depregiones, al inicio del
desarrollo.



Minihojas

Fotografia

agl

6
utinadas en c¢l cubo de ensaye
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Fotograk. ié_x 7
Formacidn de min
Una vez en el.frasc
amplio.

Fotografia 8

Formteldn de “"Callo". Después de 15
semanas post-tratamivnto se observa una
masa verde en la base de las plintulas.
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Fotografia 9
Plintula con sistema radical inducido
en el medio 5"

Fotografia 9a

Misma plintula transplantada y ambientada.



Fotografia 10 Fotografia 11

Hojas varlegadas Plantula con hojas vartegadas
y sistema radical.

Fotografia 13
Planta "in vive"
irradiada con
pequefas depresiones
en las hojas,
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" realizacién de’ estudio

_gzl'escado
Lk una LDsu

mayor fadiosensibillda

estados £isiolégicos..

- La irradiacién a’'7.5 Gys. en:la primera qenetacién*iﬂhibe
la sintesis de acido/giberélico provocada por la alteracién dq un
gen Gnico originando’ la produccién de pléntulas "enanas"; esto se
concluye ‘en "virtud de que al asperjar 4acido giberélico ‘se
recupera la altura normal de las plantulas. Asi mismo se producé
un retardo en la sintesis de proteinas, hecho que impide - la

“"divisiéncelular y por lo tanto el desarrollo; se demora 1la

produccién de auxinas lo que provoca por un lado, una alteracién
en la plasticidad de 1las hojas dando como resultado: un
crecimiento enroscado y por el otro se desencadena una divisién
_celular desordenada durante la rizogénesis la que da lugar-a la
produccién de un callo en lugar de raiz.

-La diferente concentracién de auxinas, por la inhibicién de
‘sintesis o absorcién de ésta, la baja concentracién de
giberelinas y la alta de citoquininas, conlleva a la formacién de
‘multimeristemos, en el momento de la morfogénesis asi mismo se
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- gue‘-es posible realizar un ‘nGmero considerable

»se‘leccionar los clones con caracteristicas~ fév rable

invertir para tal efecto, una gran labor espacio y tiemp
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