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RESUMEN 

uria 'n\eta·.- busc~da'' por los agl:-icU;ltOreS desde_ tiempos. inmemorables 

es· el· cultivar intentando inejorar, mánte~er ·y propagar genotipos 
titiles y deseables; se desConoce cuando -la propagación vegetativa 

comenz6 a emplearse -para conquistar- dicha meta, sin embargo 

actualmente, el cultivo de tejidos representa la mejor 

metodolog1a para realizarla. Asi mismo desde hace pocas décadas 

en el ·mercado floricola sÍ:! ha considerado el uso de la. Inducción 

de mutaciones por medio de radiaciones gamma con. el. objeto ;de 
producir nuevas variedades. 

Por otro lado, ~ ~ Hor_t· es un_a_' _d,e __ ,_l.~~~:-p~ah_t.~~ 
hCrbáceas ornamentales más - · pop-ular~~ ::_ X- esplendo:_~sas, 

e~pec::i~~m~nt~-- --~~-: ~~t~~~~ --~"~:id~-~-: -~~~má_s; __ .. e~·:-.}::~?]~~~~:~~~~'.:,._~~·~o· '.:::~~~ 
sistell!a- biológico ideal par~-:· 1a_., __ ~eal~,z~'?~~~;~d~f::_i_l)V:C~~j.,~§.-~""\~~~~-~~·~~=., 

·---~.::.:y_··.·i~-:;·~-.··:·-:i :---~ 
El- _presente trabajo -~e. reaii"z6·->~~n\~ él ~~I:;;~~:;; -_de-:::·-tñdúCir 
mutaciones. __ s_ omá~~ca_s_ _6-- 9'enét.Yc~s-~.:-\~-~-~-;:'.·ia~·:~·\li.~'ri1:~~~· -~·d·~,--" -P-~tU:Di a 
~- mediante ia __ ,;·~p¡-i~a~Ie,n~' _:ª~,-~- cradi~i::-:ú;·n:G¡,-g~~~;:~'.i;~· sus 

mei:-istemos ·d'es~r~~1i¡d-6~- ~{fn -Vitro 1;·;_:-y·"C'an·_:·0~·l16"Vd~~c;~t~~-~~-~~ue_(_¡a

irr~diaci6~ .ga_~a __ de ~e_i-:~~~~m-o~ - 11 1n· ~1t_~~_'.\_--~~hf.ó~~~-:_'_~§~.-/~a'1io·~-ª- · 
biotecnologia qu~-" aporta ·~e~ulta~os·_ alta~~~~·ª< ~i~~-~~~-~:~ti~os~·-e.~ 
corto tiempo y espacfc;>; ademáS de _-proporciionc{f:~ñtejor~S; v·e·ntajas 

que las· obtenidas a_l ii:radiar 
0
in ~ivo,,. •_•-.•.- < '• :~~;/'; : ,. ; 

Para ello, como primera:·· pert~-·-d~\ .-.é~f.Údio"}--::~ S~\: prepa_raron y 
probaron 3 medios nutri~~~º~ .-, ___ ~if_~-~ª~-~-~~-~~~~~.#,~.~~#;~~~-~-i~:~;~·:_:P~~-~-~~--: -~~ · 

~:~;::~~:~~:~~::d:::ª_ !;:.~:~:¿;~;Y::i~P~~;¡;{i~lJ'::~:l:~:;~:--
~- -;.,,•¡_::'' 

-~-~~{--C.~,~~~-~/~;='f~:~~~i~::~~z,~:~A~-::~:~;.-_-:·i,~~if~i~ o=--- __ ~ 

Posteriormente, se.. ~~~~~\~~-~r(. ~f:~-~t~:~:;_. ."-~~~:--: ~t~.~~.~-'~\~~;_;fi~-.r~i~~,_---a· -
dif eremtes dosis e~---~~.s ~":~.s_t.~~~:~~-,~~-~f~~¿~-~,~~-~-¿~P:~~·~.:·_d~~er~ún~r. la 
dosis letal _50 ·Y .la~ p~s~b1~~ ~ d~_~,i~_:,'6pt::~m~~s>\:ia~-~-~- t;:á~a- ~stado y 

tipo de ~esarrollo. 



~ - . .-.:· _-- . ' . . . 

,, ... -·· ·'···'···;-.· . .;:·.·-- :: .. ··.~::.->'-;!'~,··~;:_'.:_, __ -,_':·-.-::··:. ~ 
Los r·~st;¡~'~d~-~ ·>~·~~~i~:~~~~ \'~~-~'>:~:i ;Jn~dú;· -" riutri.tivo ·.··óptimo .. fué : el 

~~m;m¡~i~::~:~d:t~f rit~~:t;~_<j:!~,rf 1~~,:!,;~~~;:s,~:~:~:.r; 
•'-· -,,--. '"Y~(~~~,·;{~,:'._ •;;/.>;('.; ¡f'' •:~~~+~ 

Las do~i~·::i~t:~i¡::~-~Q~. para '~li~-~~ia~ -·,',¡~\:--~!-~{;;~-~?:~~':"in: vivó11 ,fueron 

muy ~-i~·iiá·;·~s··-::_: . .'p~~'a ::,.:~·¡- ~~~-t'~~i~- fiSi~ÍÓ~i'CO >: i~-rn~:dür~\-:~ei c~a'1 ~ 

r~sh~,~~,~~-~~-~~--}~~~~~:~~~~~·~ ~~~~~ '..'~,~-di~s-en_sib~-e>.e-:;~~-~~:;:~~~ª~~-~:~.'e:~~~ar:.· las·-
~ aplic;::a.Cio6é~_ ~:_·d~"- ~:l~s>·-do~is : _óptimas. - Sir}--· enlba~99· ~·d~_raOte- -1a 

_:~- :=~p,:d.ci~'cii~ri~~~ ~=~1~~~~'.~d:~-~-1ti~ -~6Pt1m-a s, --i~-~ --,,:ie'~pt=é-~-taif:-~ ~ri_:~6-~t:r~'Ja·~ ~-= ·•1n--· -
v1tró;¡~:' tuG-~bn'~.-:(Íife~en~es ~~ -'comparaci6~ :a·:··i~~:;:. P~~"~~erátaa~~ "in 

_ _, v·f v0 1! ;.e ~bs'~ry:i~dÓs;/_:u;, ·_gran - no.mero·· de cambiOs _-_e·~ :-úii'. :;P~rÜod~.:, ~o~to. 
De~i~~ -;~·d~~'}'--e~i:~~-0 · ~~.d~St~can· la.~ _ ~b~~rY~~a~~ -:· -~~ _:_, iO:s·-:.·~-'oi-g"~rii_~mlJ~ 
irradiados'::.·a -, :~7~ S'-:-Gy~ .-- ~~ -est~a~ - f-i~io~~g~~~.~~~~-=i~";~d(¡;~-~ .";~-~--~.las . 
. ·c~,a.:ie·s·:~:;e~~--~.~.~·~ :_~-. .-_··~-~.~~~r.a 9eh~r~cl6~1, -. · s-e· -.-~~~~d~: .. :~:- i~ -~: ~~~ma'°:i_6.~_~.- 'de.-_ 
rnultim~~istemoS y ·la activación· de. los. meristeni~s ... ~·dventici~s.·· 

;:~ · _ .... _,·.:-«:;~-'r_,·-. -.. ~::·::, ,._· ,. ·. .- :::; - <:~'::. -;::/;;-:_: .. :::·~ .. ::-.-, '.>;:_::~ '.:·-r 
En·-: la~.- segllñda· :·.generación destaca·-.~ la· forma'ci6n·,· de-_:: plántulas ·con 

!1~j~~s; Y~~-i~9~d.~:s .· Y-~--~~ores CIJO corolas. d~::.P~?i~~fJ..~.:._·~~-~~-~a ~. 



INTRODUCCION 

Después· de -diV~rSas p·látrcas-·:Sostenidas Con:.:perSOnaiidade;. ·en· el 

t;~_~º· .. : ~~- .-1_~,<-.~-~-~~i~~-l t~~~ 1 ... ;-~-~ --~~i~Ci~~--<~l ~i:~\-~-~~:~u~i-._: -~e_l: -~~~~~-dó 
flo~!(;oÚl, lñe~Ícan~ · __ s~ ':.detectó.: que a'- .pesar, .deÍ .... enorñie.: poterlc;ial 
CO~· · -~·i>::'qll-~-~-- ~-ú~nta.:~-·~U-~st~Ci. pafs ~n--, relaÓiÓ~< ~-: 1-~-->- pl:-oducCi6n~· _de 

i_i or·:.:.~~-~ _ ~~~~·:~-~-~~:- ~~~~~-t~:~;- -y j ~~~-~~ -~ ~:·-:é_:~-~~~~; --~--~<: ~~-º~--~-~t~~~,":? ~~-~~~~::·:;~ry -~-~:_ia~ 
p~iJne~a:s_!; eta.Pas.;~de:·:desarrollo;· -E,Sto: p0Sib1~~e~t,.;:-:~:~e/·aebe,-_ ~ :.-ia 

,-· baj ~- ~a:i1~~:~: -~~--~ ri,~~~~_::~~ .·_ ~,i~r~_s ·. h~C~? .. -.q~~)-~~,ª _-)~?-·~d_e ::--~~~~~~.~~··:·~o~ 
.· ::~:::fr~~=~ e~~~=~~=~i~rt~i~~i~~i~~~"~~~~~:~!i:"~l" ;~ C¡ue~;i' ti~nen·•.• . 

·o·,~·"'·• ¿·~~;;;~~~~·;.~i;;, • "''•· ··"·~·::~"';'..·:;:~ .: .. 

···,·~=!~~ft:¡~":~pºl'et~v~z::::'~::~1;:ºi:::~~ª·i;:.r;;J~;J{tut1:{i~t:~::~··· • 
pa~s, .. se ha:: ~f_e·~tU-aa~~p·oc~·~~·:6~~i :·:~~i~<~.-inve-~ti<Ja;ci6~- '. ~ºri::i6_~:·q¡;~= se· 

refiere 'a -la ~-e~.o!~,-~ d_~ ~-Y~i;~fE!(jade~~·-~r'll~-m~·nt_~1:~s ,-~~.i~~~'~t~·~~;_-eh- -la 
-actUá1-idad. ·<·:,- .,,._:::;_· ~-,~= - ~ 

>,-~. _:;};; ,-'_'3:<-'.. ;· ~:_': __ :_. ' 

En base a e·sto, -~ri '.:--~i labOrat?i:-iO de Radiobiolog1a Vegetal . del 

Instituto Nacional · .. de: 'xnv·esti'gaciones Nuclearés - (INiN), -,se ha 

pensado desarro11a~· :'uri_a, biO~~C-r:io1091a en la que se combina el 

cultivo de tejidos.- v:egetales con la radiación gamma in vitro con 

el objeto de mejorar algunas variedades ornamentales. 

Esta tesis pretende apOrtar los fundamentos necesarios para la 

confirmación de dicha biotecnología en ella se irradian 

plántulas in vitro e in vivo de ~ ~, por conside'rars~ 

a esta especie como un modelo biológico ideal para la realización 

de investigaciones, lo que nos permitirá obtener resultados 0 que 

pueden ser- comp-arados con los obtenidos en estudios anteriores· y 

confirmar que esta Biotecnología aporta no solo rapidez si~o 

conf labilidad. 



:-. ;_:' .. :.:-<:·.:::.:.~:·.· ./: .. ~/· :=.~- ;.·, 

A. CULTIVO oE: ;~.J~DO~ ~ÍlVITRO: 
;1 ~ -p.n·~~c~-~-~nt·es;; ~(,'t!tcc;~'·~·-; __ ·.r 

-,:· 

~~~de-::.'i~·.:.é~.d~-~':::~~:.:·io's/.·
1

~fi~~b-S:~;; d~·;, '1~ ·c~~iOsidaci que, cÍéspe~t6 

. ~:~ti!~1i%f :;~~l~{~f ~~?~~~~l~~s:t;}::.:~:;~~1 :E~ªt:~:~¡i~~:;i!c~:~· . 
:;:_~~- :-o;:,~:· 

A-pe~ar'-._de-t_que-:-_en· -~~t·a :·-ép~-~~·~-. Se: ConSid~r-~b~ ~-:-.. i~-:·ti~~;~; .:·,:,-~¡· !i_gua, 

·.• =~t:t::.l'. iZtS~::go~jz;:e!t0a5 :~:~::1:~:i!f ::~~~;~:ii~n;~iJ!~~=l~e d~: 
~~4~:~_;·-__ s~·~-~-=~~,~:ar9o.- desde.· ent-On~~-~ ~~:-~ *-~:~-~~~_f::~~\~:~~.~~-~:~'ef.~~" i~~l'.ré.s 
·~~b~é- ei , ~~mportamiento de laS ·_:plant~s-~~r/y '.:·_:Su~: 7 : iie~esidades, 
· ~-ri9ina~'do--. ·un sinnümero de estudiOs qu"e. · f~e·r~~ :·~~f~~~ad~s por los 

des~Ubri~-ientós de los elementos· qu1micc;>s ( ·_1. j ·. 

Sei;Jün S~eward y Shantz (. 2 ) los primeros trabajos sobre 

fisiología vegetal se originaron en 1690 con Woodwar, quien 

predijo el papel nutricional de los materiales disueltos en el 

agua;--· sin· embargo no fué hasta el siglo XIX que se conocieron los 

solutos necesarios en un determinado volumen de sustrato, para el 

desarrollo normal de las plantas. En 1860 y en 1861 Saks y Knop 

obser.varon que los principales nutrientes de las plantas 

__ --~~_!'_':!:__~~~":~ -~!'ª~- _ sub_s_1'.=_an~~as inorgánicas y ésto los condujo a 
preparar una s_olución con ellas ( 3 ) • 

Lo-~' pri~~ros trabajos sobre cultivo de tejidos fueron 

efectuadós· ·_en el siglo pasado por tres famosos investigadores 

Vo_chtÍng;.- .:R~·chinger y· Haberlandt. Los dos primeros citados por 

B~.rt;e~~o·:c~:4 ;)·.-:·y el tercero se menciona en numerosos reportes (5, 

6,.) .--~_Las PZ:.ilneráS investigaciones que se efectuaron consistieron 

e'n p~~eb~s_· r~dimeri~ar.ias: Vochting en 1878, estudió la polaridad 



de las : plantas empleEind~. yemas jóVen·es '· y-:._\rárc.e~: '.-:~~ , Salix 

cultivadas en una cámara de, vacio; · las':-"yemas bl-'Ota~-~~ -·de· 1a;.-' P-arte 

súperior. de las ralees,_ -1~,' :ue·--~-~m~~tr~ :>~.,-~-~i~~id_~.~: ~e-.: .. ~~.d~-: ~-6~.ª. 
e . ~ne luso de las mi~m,~s- . ~él_~~-~~-/.--~~s~~~~--~ •. - ~-~;-~-\~~~-~:~~.~~-i~~l"!~~r 
colocó .s_egm_ento~ -~e- tal~~ :~e -~1-~m?:_,r. -~e._~!::~-~~~-~-.---~~~ ,~ii~?:~----~-~-1,c,~~ 

·de Diente de león Sobre pcip~i fi1tr'o· h~~e!de;~lci~:_'COrl '~~;~.~u~t~llcia 
no descrita observaz:¡do _:_-~ormacio~es_.de _·C~1io·. _ 

. ~: ~'a:~e~1~n~¿---~ri,. ;d~~~-a~-~~-~T:b~t~-~-i-~~~----yT·~~-~~ói~-g_o_ vegetal, en 

1898 (_:_~7_ )·,_- fué_ el-_primero --.en- proponer=-0l·iCU1tivo de células 

vegetales in vi_tro. Intentó el cultiyo ~E7 células aisladas de 

tre's génerOs de monocotiledóneas: Erothronium, Ornithogalum y 

Tradescantia, sin tener éxito ya que no observó división 

celular. A -pesar de ello su -estudio,-= publi_cado en- 1902, provocó 
el- interés de numerosos científicos -en este campo. - Además debemos 

tomar en cuenta que el trabajo de Haberlandt se realizó 30 años 
antes del descubrimiento de las fitohormonas y como se sabe, el 

cultivo de monocotiled6neas in vitro es de dificil realización en 

ausencia de estas sustancias. 

Desde 1902 hasta 1934 transcurrió un largo periodo durante 

el cual se realizaron innumerables intentos para encontrar un 

medio conveniente, asi como las condiciones óptimas para el 

desarrollo de órganos, tejidos y células de diversas plantas. No 

fué sino hasta 1934 que aparecieron dos grandes científicos 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. 

Según White ( 9 ) ,el primer cultivo de tejidos verdadero lo 

establecieron en 1939 White, Gautheret y Nóbecourt. Dicha versión 
es apoyada por gran no.mero de estudiosos ya que fueron estos 

investigadores los primeros en obtener un crecimiento verdadero 

e ilimitado del cambium de zanahoria; producido gracias a la 

acertada selección del implante asl como la adecuada 



-··.:;.·.· .. i .. ,, 

Ya i~~ ·',,~ ;J~di~',¡,~~e7':~:-':"re;;ii~~i~n aú~:::~fad:~~~~;~·~:.;1fr ~:::::~:s,n~~~::~;i16¿°J~Jfi~se;\t1J17Jr:~~1;~~As\;.; ~ .. n~~i ~e.Jrlii~J:eron · 
es parar ~l.". u~.-~:.:' .. d ~~ ::_~~·~~~~ ~ ~~~.~.:~~ :--~.~~-~.~·~~~~: ¡~-~~~~~¡~~~.:: .~.~~~ª~~--~~~ 

::;:,2 ~~:~;l~1í~~J~¡fi¡f:"l?~f~7~!J"~t¿:;; 
En 1952 se, '. 'e~·~~bi.~;16<,e1')p;i~ef.::,·b~f tf l'~,:;_~~:.;J~*tf1lffm~~· . 

re~_ liza~?_.:-~~~:~·-··~~.~~~.'.'~ ~-·: ... ~~r~.~~r)· ~·~~~.~i~.r~~~~.~~-~~:~~~-~~~'.:'!-~-~~~.~#/:~; ~~.~ :: -

:::tt~il!t:~fff;~~b~!~f!f ~~~it~f¡t¡~~{~:~i 
Murashige•··•y•skgg ~;~••19:a ·~;,~{;ic~~c;:{·fi;}!:edlb·; ~f¡,;~~¡~¿, 

::::r::~~a:~0;c::~fü;~~:'5§f~l~~~~~:tt~~~~~tíª~JJJ2I~:~\,~:~:~H~:. 
( 13 .¡. . • .• ;';_ ·.•-' -·-- _;;¡ 

En MéxiC6 en 1969 ' en el Instituto : Na'CiOéi"ai:.~ de' 

InvestigclcioneS -NucíE!árÉúi se -efeCfU6 ºC-~iti:~oo:.__ -in vitro de 

meristemos radicales de ~ n1ª.Y.§. obteniendo callos desarro11a:dos de ésta especie ( 14 ) • 

A et u a lmente esta técnica representa un I!létoqo · seguro __ y_ 
-- tC>ta:1meZ.rt~- es-tablecido, que ha promovido un impulso repentino de 

la Biologia y en particular de la Fisiología 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 producción y/6 calidad de 

los mismos, evitando en algunos casos la desaparición de ciertas 

especies. 



Entre los diferentes. beneficiOs :_qUé. ·~·~·~ilat~~-n.~e-··_tJ~e consigo 
la utilización del cultivo. :i~ ·._. v-1ei-·ó pci'de'~-~c;-~ -·nien¿;fonar los siguientes ( 15 ) : "" '. :{,'·"' <· · ,,,. , 

Inducción. de plantas haplCliJ~{i;: tr1i¿s;.:;~l; J:út.d~ Lte~a y 

p6~e_n ;-. __ so~·: d_~ g~~~;~ i~~~;~~é-~}-~~ :·~·~;~·-;,~~-~~-~~-~~~<:~:~F~:l:~-~~-~~-:~-'.-~~-~~~~e-~ 
'!ª qu·e l.c:s. · mutrá~iori~s -~.--:~~~:á~i ~~s · ,, ·1~d~~ici~~-">.~e-i{ .. · «iÍ:(a;,;~--;pllriden 
identificarse i~tTI~diatam~~te1 ~~P~ié:arid_~ direc;t·a~~-~t·~>:;:¿, i~S genes·. 
ieta1e!s. "_:__-:.:-'-- :.~~_:;~_t:::~:,.<-~:: ·· .:::· -. -· ~ ;;., 

~.'-¡:_''-' -- ._ 

·: .- -,·.-·, ·.,; '• ---- -

:~~~~~~·~:~·~::~~~:t:t::,:¡fEi~:;n:~r:;nt~i'migi:E~ir~~~~~t~:i:d~~-·· 
man.et~. : . ~~.~g~.~':'- - '.~~~~-:. -º~~--· ~ Y ._ ~-~ : la . : ~~~~-~~~-~··_ ~.~~'.~-~~~-- ~1~-~~éi,9~--~:. :~~-~.~~ -
especies~ :,_se~,;a1m~nt~ _- .inc~~p~tib1es ~·~a,.·.·.t·ravé~:-; 'de\-._:l~~:..+f~S-i6;.;:'.' __ · de.-'-, 

~:~~f P~:6;:::~j:~:;:::ª:~:ta~~i:~~J:t~:~!:,e~ft~~~1;~~~tf~::~~~:k.·~ 
en las cuales las plantas P~.ec;l~e.n SE!r )~~g"Ei~~~~~'a,~ ':-~;:.,p~:f.~{t·;~:'-d~: 

protoplastos ~~ reducido\', ... y . . .\ ,,, ' ;'c''./J /' ' 
_Irid~c~i6~.· ~. ;_e.~e~~i~~,; ~~-:;,~u~,~~-~:e·~.<::;~::~ª'.\~~u~~~~.~~-a-··~~ ~':1~~~iones 
e~_ ~u-lt~yo _ ~~--- 7~_1_~~-~-~:::.~~~~~f~~~sf~:~"--~·~~-~:[~~-~---~-~~~·;iU~~~idad-.para ~a 
~~:~~:!::deri: :ii;~t:iiit~fjf /:ir~{b:tes~o:::t;::nt;;0du:1d:~9u~:: 
::~~:~ad~r'~·~jeé:~:::ª:{Ifi#tJ~~~1Jelª~:::::~:n •~e. ~:s m::::!~: 
f~C1.1:ita'Tifl_o,,·:::.e({~_án'.~j~ :·y·/·s~_ieéC_i,6~ -_de org".'nismos más sanos y 

vigorOsós·. 

Propagación Clonal Hul tiplicaci6n Rápido de Genotipos 

Específicos • ._ Una· de las ·áreas mas avanzadas dentro del cultivo 

de t~jidOs, e_S el us·o de esta técniCa en la propagación asexual. 
La diferencia entre el método tradicional para la clonación y el 

cultivo de tejidos, radica en el uso en este último, de pequefios 
prop:igulos, asi como de un medio artificial aséptico que originan sustancialmente una rápida multiplicación, esto ílltimo dá como 
resultado la producción acelerada de nuevos cultivos 



Eliminación de:viruS,ó. Producción de.Plantas Libres de Virus.- En 

diversos· Paises el promedio de enfermedades ocasionadas por virus 
e~ piantas· de· PropágaCió;, "ve.;etati va como· la papa, Dalia, caña de 

az~ca.r; ·ál-bo~~s· _.frutales~ entre otras se vi6 incrementado a· un 

ritmo· acelerado en los años- _60 debido al abuso intensivo del 

cOmercio y ·1a ·. form~ ·~e cultivo con dichas plantas. La aparición 

del cultivo de meristerriOs ·1n vitro permitió reducj.r . e:;,¡te 
promedio· ... Se ha- comprobado· que. el Uso· de" meristemos como in6culos 

acompañado de una ~erie de pretratamientos entre ellos 

termoterapia, etiolaci6n, verde de m~_l~gUit:~, etc. -p.ernl'~te 

producir plantas-- libres de Vii-US.- A pesar _d~ .. .:.:..~ue_--:·,m'-l:~~-os 
investigadores - estári_-. -eri ci~~tr-~ -_ ~e_ ~_:S.st~ método=--para.~: el:~ coritrol :·de·;_, 
enferm·edades, d-ebido--= a -_.-q~e·.-_'se-. ·-~e(JUiere d-¡a-; .:{L~~pc,~ .: ~ labor-_ 

considerable, los _·désC_ubr-im
0

if.!Íltos ,-~Y· á~~~·c'~~ :,rea-ii~a'd~~· :p~r,_·:19s 
cient1ficos ha~ demostr~d.~= _q~e_=. r~J?_reB~11t·~ '.·u~ "iñét-~dO~·:~--l:i~á.-~ti-~~~: y· 
co~trol".'do ·p':'ra_ ~-ª-:~9btenc~~!:in ,de,: pl~~ta~~ sanas.; .:o~~l_,~ -º 

- '.,;:-:.:_,_-

A.J. pesventaias gg¡ ~ I.n.Vitro~... ":.:· .. ,:,,<:'/'-·/->):.·:~:/:~>~.:.',, _.<, 
sin embargo, el cultivo.de·. tejidos, se9ün_.diferenteS autores 

entre ellos: Mar9ára (16)··, .: pr0seÍlta d'eSVén.tajaS ..:o · .. i-ies90-s que 

·deben ser teinadas "~en ·:cuenta 'P-ara-:.- eVita~· ·-~~rore~- o' result~d0s 
confusos como ~.e:'~ s._iguient_es: 

.;.un clOn ~n·:_Co~c_Iic~ories naturales, no tiene la capacidad_ 4e 

adaptación Ci'e;...1iís· P6b1acio.rles 9enéticaménte heterogéneaS. 

' __ :}:•~':.·~·~y·~·~:· __ IJil~t~· de· los fenómenos de degeneración son 

atrib~!dos·'. a> íbs', vi~us latentes o micoplasmas. 
·~:·_·La, f6r~,~·~Í.6n·,"de· callo es un inconveniente importantísimo 

~·~: ,:~~>~Üi~~-~-~-~·-J:~'':-~/~.~~-'. ---~un_q~e muchos autores lo mencionan como-
- --pa~~-:--.-irfrc1ai~-:::-:~, ~e~t~- -iéCOica; los individuos originados de él 

preSent·a:~- -;..;-~·á ; 'varfac.ión genética impredecible ya que esta 

form.a~~~~ ~~;_.:el:::::resultado de una división celular ilimitada e 

irregular que :.puede llevar a la producción de organismos con 

diferente número· cromosómico que el paterno. Este hecho puede ser 

favo~~cido Pcir .e{ usO de .fitohormonas artificiales como el Acido 

2, 4-Dicl~~O~~noXil~cétiC::o (~, 4-D) que ataca el huso acromático. 



' ~ ~> ;.<· .. ;\ ~::/ .. . .· . . 
.Recio.rd~rno~.-~ 'que~: eáta~ ~d.esYeh'taj~s h~~~ >sii'ct'b ··super·adas gracias 

al de.s~~~rf~.i~nt~6'· ~~~\~:~-~7.'~l~-~~i~-~~-:~fü-~~:~·s,:~-~~~-~ -~·pa·r~_- rea_1iZar esta 
técnica 'po~· :·eje~pio;·-:.,eXPíañt~S-, 6~~.iIDoS ·.--coino ··el meristemo; sales 

adecuadas.·~ para.:_: ~i' 7:\i~·~iir~~-ii~·:;L··\i~--'~ !i~-~:' Plálit~·s , y el uso de 
fitohormonas·:' - .. , ·-;\.:\'.;-;:;:;:;:~> .~~;;~~:-. ·,,_~;'.-~-t~ __ 

A. 4., ~l~~en_~;?s-:Ó·~~·~s~?f;~; :~~~~$F-~µf _+·~·1~ i'~-0. ~l{_~ 
e - --_Como s~·--ha'_~::Vi_~~~~~::'\~_a::_~·éC~~~~-~~~~:;-7~~civ:o :ln-.v:itro ºOfriicie un 
importante .número -de - Veni:.aj-as~~sobr~_~--i~ --~~Clp~9-~~-~~-~ :_--~~_ge(~~iva 

-~ tra:diCiO-nal ·;·.-_---sfii- ----embargo_~ -pára·"::etabór·ar._--· un::_:-'CU1 tiVO ~, ;.d·e-:-;-t-ej ldoS 
adecuado -para cua1Ciuier- · e·~p~~ie,-,_--'.~ __ débé~:.' de'<:t~~r~a-~S·e, ~:·_~_n .. -.: ~~erit~
ctiterentes factores ya que _de e~los '·_dep~i:ide:; el: ~-uen·· .. de_s~rrÓllo: a'e 

las plantas (15): · 

1) Asepsia 2) Medi0 Nuti:.lti~~ 3) Explante 4)' Luz 

S) Temperatura 6) Fase de Gas 7). Polaridad. 

8) Subcultlvo 10) Genotipo. 

A. 4 .1 ASEPSIA. 

Para un desarrollo eficiente de ésta técnica , es necesario 

prevenir la presencia de agentes contaminantes en el. área de 

trabajo asi como en el material a utilizar, con el objeto de 

evitar la pérdida de un sin- ntlmero de medios nutritivos o 

inóculos por contaminación. Actualmente para tal efecto se usan 

autoclaves, lámparas de luz ultravioleta, campana de flujo 

laminar y soluciones estériles. 

- - -A-. 4. 2. MEDIO NUTRITIVO. 

Uno de los factores más importantes que regulan el 

desarrollo y morfogénesis en el cultivo_ d~ tejidos es la 

composici6n del medio nutritivo._ Debe citarse que el m_edio no 

s6lo es la fuente nutritiva del in6culo · si~o que además dá a la 

planta el sostén necesario para llevar a cabo su crecimiento. 

Este es un medio artificial mezcla de sales minerales, fuente de 

carbono, vi tarninas y f i tohormonas. 



.··,' ,", --· 
A.4.2.·1 Sales IÍlineraleS·; 
' R-ecoi-de·m6~._ :-qu·e ·: H~bériaÍldt en - s-uS. p~·imer~s:; estti~io~'=.:·~~·il.iz6 

la- ~olll~~~~.-~-~#.~.c~~~a-,·po~·,_,·KÍloP· qu!=! a~nque·- rU~i~eñtaiia,; -~·c-ontie-ne 
algunos ·de ·,··1os ·" elementos · iriorgánicos ~~-~e~ár'i.6~· ; '~ar~ el 

crecimiento d'.é' Ía~ pl~ntás ( 3 ) • · · ·h,_g·: .~C'>-

·_Q~nt,i_~o: .~e __ ~:~~s_:~:ri\~~~~S: ~ciU~_-:fi=~!l. ~~~~:bf~~~~~lj_d~: ~!-:~~p~-~~~: a· este 

punt-o · se-. ~~e'~;~n~ ·meti_~~~~~~.~-~~~ ;: .. ~:~:?~;7;~_;_~-~~f,:. !~~:~::'.·:·::;;_~"':--_~:::c~-f<- :~~ 
White!'-' ~re·S·~-n~~-:~un i:~·aj~-,~1·~~i:-~~~~~¿-~;~'~16:fy_ ~i:t~~g~~·º~ se utiliza 

par~·~~-ios~.c.~it-~v~_a·:~-.~~;·~~~~·~.:-~#-~;'._~j,~?J,;Pi~_:·~·~;_:~, ~ e 11 _). 

Mur_ashige: .Y .. sJ:c.oo9·:· c_~Y~>·~·~::,·~~-º~~~'.:Y~_-_".,"Se·'.~en.-'?i-~n6 es una modificación 
al me~io de. Whit,e, .. elev~~d~·:

1

._~.1:;~~~~t.e'nido de nitratos, potasio y 

amonio; actualmen~e .:-~e.'.·~~-~~:~~~<i'~~i::~_- .. _el. desarrollo de una gran 
var.iedad de monocotiledÓn~~S:-' y_ dicotiledóneas ( 13 ) • 

: . .>>· 'i · •..••• 

' ':o::::.-:''.~?_·-: - . ; 
Medio 85: se caraCt~~.iz~_-:po~--~~ ... ~alto nivel en nitratos, lo que 
permite principalmente .:~1- 'cultivo de especies dependientes de 
este elemento como a¡g·una:s.- éSpeCi:es de la familia Rosacea ( 18 ) • 

Nitsch y Nitsch: se. utiliza frecuentemente para el desarrollo de 

algunas especies 'ferrodependientes como la Strelitzia ~ y 

Anthurius fil2..:. entre otras __ (_ 1:-9 ) __ ~ _ 

Respecto al fierro 

utilizado en los medios 

es indispensable citar que se ha 

Mys, Nitch, 85 etc, adicionando un 

elemento quelante EDTA ( Etilen dinitrilo tetracetato dis6dico) 
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 inducción de embriones que el citrato férrico ( 20 ) • 

10 



A. 4. 2 
~~· :~::~:sd~

9

ca::rr;·emplea~ 1:. glu~osa 'y· í~ f~~ct~cisa; si;, 
~mb~.~~C!,· .'~-e. ~.~>. ~~,~-~~-~~~~ '~:_q~~-_::;,Ía,; "~~C~-~~~~--· :: ~-~_;_-· ~~ ·!:~-~:J~~9}~,::.·-~~--::--:·C:~.r .. ~~~,~ 
más ~~e~_,.;e·n.~e~e~t~- .Utilizada_-; acii~_io~a_aa'., ~¡,-'.·~~-i.~~1:~_s:;,~~f~~~~ -::-~mper9 
en -~º-ª~i~~".!s _; d~-~~-~{'.:_~~- --~-~-~~~~-t:_~:c-~~ñ'\T de·.:~~-~·?~~~~~';;:··e~::·; .. _~~Y.·::.~ b~ja_ ~1 
.tejido-. tiende:-_ ~-<-:for~~a~ ~~ ca1.iosft_( · -· -·ii;:;· ---{,:-\,9~>}10_ ::~-qu~ tse

1
!. hacé. 

necesari.c;-:· d~·t·e~~i~-~i-'..;~é-io~ ~ ri'i'~e·1e_·s-~-fd~' ,~;~-~Ci6~r:,:. ~~--~~-~t·d~,f~\~--e~~e~·ie vegetal que ~e trábaje. . ... ;s\• ·?' -:·>: \ 
. >:_<;\~---~-;_·~-;:.-_·,, .. --;<:'. . - . "i/ ~;-:< - __ ·-_ 

- A:-4;~-2~-3-" Jú:~m1ii-~~-·~,.-'.-- ·_.l,'~ ;.·-:~~--. -~:e:;;~ .::~;_. ~;-4_ ;é·:~~~~· 

:~fü:t,:?,~~~~~~~E7~~~~~1:·fü~: j: 
ni~~~~~~~:~-~ :-=n'~·:: -~~ ~-e-~:~~;:~~f'.~~-~~f~-~-~f~~~~;f _::' ~-~+;--~~~~~:~~·~~-~-~-::-::~~~:~t~~r~o:~ _ ~ 
~:t:ue~~::~:d~ª;~ªf ~r~~~~~f~i~~f~~,i~;~~~{!J~Ai~'nz:?.~:S:ª:i:: 
establecido, com-ó :_ '!n6did~-~:~ ·preV~ry~i y~-::'.:'1cl's·-_._ yi tanliiias ·-no . ·deben ser 

excluidas. 

A.4.2.4. FitohormonaS O: fitore9üladores. 

Las fi tohormonas: sOn iOS e1eméntos esenciales para el 

adecuado desarrollo del in6culo; aunque se ha reportado el 

crecimiento de plántulas en- medios nutritivos carentes de 

hormonas, después de cierto peri6do de efectuada la siembra, las 

fitohormonas deben agregarse al medio para proseguir el 

desarrollo del implante ( 23 ) . Estas sustancias se dividen en: 

Promotores_ e irJ,hibi~_or~-~---~~-J,. __ «:=-~-~~imiento. 

Promotores: auxinas, citocininas y giberelinas 

Inhibidores: ácido absc1sico y etileno. 

A continuación se describirán los pr~moto_res del crecimiento 

debido a la· importancia que representan en el cultiVo _de tejidos 

24 ) • 
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A.4.2.4.1.: Allxinas. 

La:s. auxinas del gri~~·~ .. ·~,u~~~:~<;;·~ crece-r ¡: ··~ soJi sustaÍlcias 

regu_ladoras. de las proporciones< del~~ cr~~'1mie~t¿ y . de- los 
fenómenos de diferenciación·~ ;;/_~¿ """;:-'"-

Funciones principales: 
Promueven el crecitni'e~t~ }1~b~~ifÜáj_ft~~i~'.~~~~~,. 
Reducen el namer~:d·e f'iói'ti~L'.:::_~·:~~~~ ·:'"i::~.--~:.~.i~ .. ~_.·~~ -~.:=.:o,---- ~-
Aceleran -ia---m~-dU-~~-6I6~·~{7?'~'-°f~ ~-;;_~~ -~ -- - '?"(_·.-:._·:~_·:: _-_~·:_:-:-_ 
Estimulan el · : E~-~--~-i~-~~~-~~-~-6¡tt?.~~-~-~-~~~.~-:~ :":~~~~~r~c~-~-~~~~~ 

Iri_.~.c~?-~::~~~·;,i';~: ~'f i~~~~~~~~':Y a'1-¿ creé1in.iento •' '.~ .: 
~-~~~:~~;~;;~~:1~~::_-~~11k~mP~~11?{~.1da~ ~s-exU~i_·¡~· de-~ ·~i9~ñas Ayudan: . a 

plantas 
Aumentan el a za.Car.: en· .. frutos jóvenes. 

Actaan como herbicidas; 

~ -

Estas se sintetizan_. principalmente en los merist~-mÓs ~p1~a1'é~, 
presentan una traslocaci6n principa1mente basipétala (25)_ pOr los 

tejidos vasculares 

concentraciones en 

sintéticas: 

Naturales: 

puesto que pueden -encontrarse en - -grandé.s 

el est.ele. Pueden ser naturales y 

Acido 3-indolácético (A. I.A.) 

Sintéticas- · -

Acido 3-,Índolbut!i:Íco (A~ I. B.) 

Acido naftalen-ai:éÚco (A.N ;A.) 

Acido 4-clorofeiloxiiacético ··(C. P.A.) 

Acido 2; 4-diC10rofeñoxi'1ac.étic'O (2, 4-D) 

Acido 4-amino-:i ~ 5, 6~triClor0picol1nico (Tord6n) 

Acido 2, 4, s-triClorofenóXil'á.cético. 

12 



A·.4;2.4;2. Cit~cininas. 

Se les ··conoce .también :Como c-·,~;~~,.~~qu~n~~as".~-.--~~~ S~~-~an~Í.~s: que se 
eniple~~ / ~r·in'ciiP~l~~~t~ ·: l>~~a :.··estimular .. ·la -división-:.· celular. o 

~·~~ ~~~+-~.~~~~-':'~,~>~'.~~t~~~:~~(~y~1~·~n6:~~ --~~~T· ?.~é-.:~:-~~'-::~.~~~-ce~tr-~i~~n :: ·au~enta _ 

e~'-·~7~~ ~~~ ):.': ~-~f ~~::~~~···:-.7~~~~~}~~~~' :-~~-t-~:~~ ~·:-:'X-~':.,~~~::-~,'?~ e::·~-~ V~~-~~- ~.~.~n .~~y 
~ a1~-b~/~.~~:.~~~~~~~~-~>~J~6~~~~e~-~ ~~~~d~~~~~~~l~~;:~~e~.:.t.s~e~t~í~~,-=~~~f'.~bi-iones·· y 

sobre_, tod~;". e~'./~;18~ :0 ra1~es,.::-'sitio ·. qlle·_ pareC~~,.,_ser .. '~ la -'.principal 
fuente .de :p]:~~~'c.~i6n .d~Sde e·1· Cua-1:·.~e-~.-~n·~~~~~-~·¡¡_~.i-a· lOs-brotes. 

FllnCiOiles -~~-i.~-~iP~l~s: _-

- -- - - ~iud-an- al-. cl:-ecimiento y a la Clifé-r-eñCiaC16n Cé1u1ar 

Inhiben senescencia en hojas verdes 
Retardan el rompimiento en las prote1Íia·s 
Movilizan los aminoácidos en las- hojas-, 
Estimulan el alargamiento celular del:-'talio 
Estimulan la formación de brotes 
Aumentan la efectividad de la- luz 0~-·i¡.· .. -~~r'~i~a~i6n 
de las semillas. 

- -. ,~:.'::: .:.-· ;-.. ,: •,• 

Casi todas las citocininas tanto íiatu~Ü'~s;'ibm~ ·:sintéticas, se 
derivan de la adenina. Algunas. de::eiÍá·~:,··.~.~·ri·."_~?XU 

~. •;;: ,.,., ,~, '.; :.'''!: ':'· - :;·.: . 

-Bencil aminopurina··-¡a'iA~P'.'V6~G'-B-~~cfí.':á~~~l~¡~: 
6- - -Dimetil alil aminopurina _-¡2i.p¡::6 :·:-:'. -

isopentenlladenina-(I;P-;Át¡ _, 

6- Furfuril '~minopu-r.i~a ... :.(Ci·;;~~'i~~: ~-::lH~~~i~·~) 
. :'; ~. :: ' . .-.. . . ~ 

6- ( 4-hidroxi, 3-metn..:trans:-2,;.butenHá_mino) purina (Zeatina) . 

13 



A.4.2.4.3. Giberelinas~· 

-- ' .. 
Estas súbstancias son consicÍ~ra·d~-~-- -_.-C?~_l!lº ·-,, .fitoh·~r·~6na·s 

riáturaí'es/>deb-.ido-'"a que se eriCueiltl-an . d1Strl-bti1Cl'a_S_ e-n- .: pe(JUE!fias 

_Ca:~~~~-~~~~-~:;.:P~~-~~.tod.~. la.- planta. En . algu~os-· ~aS~~.- .. ·~~t~á-~::-_~-~'..''._·~~~~~~ 
,- siiltila~~·:_ ai;., '.;_~·r -~~·---.Y~ _que __ estimulan_.·_~~ -.::,al~:gii~~-~~~i--·'.--~-~~u~~-~t
irid_~ú:=en'·--ia' pa;t~~a'carpia y producen nueva s-1nt-~~.Í.s~-.,_(J~ ·{2RNA:_" y 
prOte-in~s ~·e" Además_- de, su papel sobre el.= -~la'.i:-g~~-i'e~t·~-~id-~~}:l~s 
en~~e~Üdo~--~ act1lan como un factor que r8gu1a ·_ ~~~: _Cr~~imi~~:~té)' de 
éSt.Cui,'y ·e1 desarrollo de las hojas. 

Funciones: 
Inducen el crecimiento excesivo 

Cambian durante la maduración y g~rminaci.~-~ ~ :: 
Terminan la dormancia 

Estimulan el crecimiento de lf'.!~ ~~"~~~~~- ~(-~~~ ;Pr'.~.'?~~~~ 
de desarrollo 

Además las gi.berelinas se hañ ·empie~~~;·:·P:-~*~º'f9~i~{r_ e~. ".enanismo 

genético~•, enf~rm.':!c:I_ad __ ... P,~~,~~~~:~J"~~-~ ~~g~-~~~~.~ p_l~_~t~~ ~_Y_.· ocas~oriar:Ja 
por la mutaci6n de un_ gen~ >:c2_~)\ (~r.as::,· ~-i~~·;;---·gib~~e_li~a~ m'ás 
comunes son: 

~-.:~,--- -,~;'/'. -. ;>-
- GA1 (C19H~~CÍ~), ,''; 
-:e GA2 CC19H2G96l '~~~·'o~f;;,~~i 
- GAJ.<c19~22~,Gl • ( · · · 

- . GA.j (C19H2.j Osl.' '·. 

"'. GA5CC19H22°sl; ,' 

14 
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A :4 , 3. EXPLANTES• 

Un explante es un -.. trozo .. ·. de -tejido, órgano 6célula de 

determinadas 

sembrado en 

dimensiones el: ·cual· ,es aislado de la planta y 

el medio nutritivo.· -El cultivo del explante está 

influenciado por factores inherSntes al mismo 

origen, genotipo, dimensión y estado _fisiológico. 

A.4.J.l Dimensión del explante. 

incluyendo su 

Se ha generalizado la idea de que el explante tiene una 

probabilidad de desarrollo proporcional a su tamaño es decir, los 

explantes pequeños (0.5 mm.) presentan un rango bajo de 

sobrevivencia en un cultivo "in vitro11 ; sin embargo, uno muy 

grande (2. 5 cm.), lleva en algunos casos a confusiones, ya que el 

medio nuti::itivo sufre un acelerado desgaste antes de observar si 

la morfogénesis puede realizarse en él. A pesar de ello 

generalmente el tamaño del explante no es problema, a menos que 

el propósito del sistema del cultivo sea obtener plantas libres 

de virus, ya que de acuerdo a lo mencionado por Kanichi Mari en 

1971, en este tejido el virus no se presenta sino hasta las 

últimas etapas de la enfermedad. En este caso será necesario 

efectuar un implante con una longitud de 0.7 cm., es decir solo 

el domo meristemático. 

16 
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A.4;3.2 Estado fisiol6gh:o. , , 

El' ·estado fisiológico inf.i~Yeo. J~. ei-· ~ip-o ;-~~e de_sari::?l'~.C? -d~_l 
cultivo.. s~ _i-~~~~iiin;;i~ ·e1 /-~fs0.:" 'citi _; ~~-jid6S j6xene~~-,--· no 

diferenciados ,en ···.-.106 -~~~-~-~~-<·_: :~-~~-·>:_ <~r4:t'."~~:~~~-- .-<~_~'?~~.:·:~ -t'.~-jid?~ 
mer~~.te_nlá~~~~~-~, «:,:,'·~:~-~>~-.~~-~><~~ !\~-~'. ·:: ~~j ~~º ~::.~~~.~-~-~- ,' r<-~~-~-~~~~c i~-d~- la 

:::f~=é::~t~~=s~~&ifdºr~~-ji~~t~~~~c~~t{!f·~Ifm~~~;f.í ~l~p_one el 

- -
A.4.:-~-.J ... , ~u-~~t~--~d~~:-~xpl~nt~:. _, __ ·_-:~ · ·-~--~- -·-· 

s_egún~. J:lurtado . ( 27 ) , Haber'i~ridt·~ en su primer trabajo 

menciona que si se desea realizar ·con eficacia- el cultivo in 

vJtro, Se debe-elaborar un estudio-acerca de las condiciones bajo 

las cuales determinadas células aisladas del organismo progenitor 

se dividen. Lo anterior se fundamenta en la totipotencialidad de 

las células vegetales, concepto que fué introducido por Scheilden 

y schwann en 1839 ( 28 ) , y que menciona que 11 un tejido 6 

célula es totipotente si puede desarrollar por si solo una planta 

nueva y completa11 • Numerosas especies en el reino vegetal, pueden 

ser "regeneradas11 y propagadas in vivo e in vitro gracias al 

cultivo de 11 ca11o11 , raices, bulbos hojas, puesto que en ellos se 

encuentran células no diferenciadas. En la práctica, los tejidos 

indiferenciados que retienen su capacidad para dar origen a 

nuevos órganos son limita dos y estas áreas var ian de una a otra 

especie. 1\ pesar de ésto se puede asegurar que en un explante sea 

cual fuere su origen podrá llevarse 

siempre y cuando esté presente el 
11 centros quiescentes". 

A.4.4 LUZ. 

a _ cabo la morfogénesis 

tejido mel:-istemático o 

La luz puede provocar alteraci6nes en ,el desarrollo del 

cultivo, ésto se previene aplicando. la.· interisidiÍd de luz y los 
fotoperi6dos idóneos para la especie. "con 'que''se·: tra'báje (29). 
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A.~.4 .1 .Fotoper1odo 

V~r 1a',. ~n·t~~=<.~~-~a, _t,~~a·:· __ y:: en_ .1~ ~r~~ti~a : s_e-. recomien·da · i9Uit1ar 
e1-··nÜmeio"·-,de hor-a~. i~zÍosc~~idad. que la . PI.anta··. recibe in .vivo 

ha.Sta""CorloC~i<f~u ·:exa~ta · neceSida·d in· vitro~ 
-~ 

A,-4 .~i':-2. :ri'it~n':Sidad éÍe luz. .· -.- . '. :·e~-. cL;,'J'-: ~--· 
Dfvers-c;s·;_-~-~~ci~~s~~.C:~'-~~--~~~ 3i"'.'~j ·-r·epo-rtari '.::-CjUfi.7.J.a_:_:;rnterisida:d 6Pt1ina de 
1\1~:--par·a un· C0ultivo de t~j'ÍcÍ~s··.~e9'et~l~á~-difi.;~~é-\1~-·-~'~:ti~X:i:Íó- a· ios 
réq'i~léfiin.ientos. de. ~ada P1a~-~a ._.:,,s-~;;tt·~·.;:;a~d-iey ~·;;:~~nt·~~:,·.:ot~·~S'~. e, 32, 

.33 > ·:;··rehomi~ndan ·que : ~n -.ias--:: Pif~·~r·~s ·~.: se~~naós-~··._· de·/·d·~~a~ro110 la 

'Í"rit-e~~idad -.'de luz~ sea'· -~re-0:.-''looo ~~li.l~c- (1X.). :y ppster:iol:-mente Se 

utilice :una- intensidad e~tre_··1os·.~~-_ooo~·-·y~ i-0~---ooo -lx~ 

A.4;5: TEMPERATURA. 

La temperatura es un factor determinante en la morfogénesis 
de un· implante. Esta, al igual que la luz, varia de organismo a 

organismo segG.n las necesidades ambientales especificas de cada 

especie; es importante que no se presenten rangos de oscilación 

muy grandes ya que los cambios bruscos provocan una aceleración 

en la evapotranspiraci6n del inóculo 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 

producción de gas que puede ser desencadenada por las condiciones 

extr!nsecas durante la siembra son adversas. Segün Butenko ( 20 ) 

el flameo de los tubos con medio nutritivo induce la formación de 

etileno dentro de los frascos el cual puede originar el 

desarrollo de 11callos 11 • sin embargo, gracias a los nuevos métodos 
de esterilización, como esterilizadores con luz ultravioleta, la 

formación de gases en los cultivos se ha visto reducida. 

A.4.7. SUBCULTIVO. 

Se efectúa después de tres semanas, periodo en el que el 

medio nutritivo se desgasta por el desarrollo de_ las plántulas, 
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asimismo es· necesitrio mencionar tjUe -.la _pérdida del ·.potencial 

morfogénico _del éx¡)lante p~~~,~ ·_' P_~'.e:~~:nt·~·~s~ ,_. ~a~'.ia~·- .-:ve~~s cÍespués 
de realizado el subcultivo. Es1:=~ P~~'?'·:~e -,_ ~-~_ali.Za-::.p1:ir:t~ipalmentE7 
en los cultivos de 11 callo 1~. -e:. 

A. 
4 

• B ~l G::~:::~~ de la plantá ~~fí~y~ en'c¡;.~;e~~uÉ!st~ ~l c~ltivo 
( 35.). En alg~nas e~pec_~-~~:~ ª.~~-:~-~-~~-~-~~~~-~-:;-~~;~~~·~,ª~.~-~u_ cultivo,-- en 
otras impiden su realizaci6Íl..~1~1.~·m-at:ria1:.-~genétiCO :~de-.-·- -~iertaS 
partes tienden form~ri''. .. ~r'-~~e·s/=' :otras~ formarán callo aün 
sembrados en el mismo medio.- y:-é:Orl iOs niiSm.Os -factoi:-eS ambientales 

36 ) • 
·:._..o;··.;,-",;;····-

7--~~~. ;·'~~ :].}-' 

-:.:: -:-.'~·· .' .- --~::~ :·' . -·. -

Para obt"ener r~siil~~dOS-·º·p~sit1Vo·s Con" la aplicación de esta 

metodología _ es. _rl~c~S-~,~~+ determ_inar las características 
mencionadas: anteric:ir.men_t17 ~P'r~p.i~das a especie a trabajar. 
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B. Petunia hybrida 

Desde los primeros trabajos efectuados por Darwin, en 1880, 

con esta especie ( 37 ) , se ha evidenciado su -versatilidad como 

una especie modelo para realizar estudios genét1cos. Durante la 

década de los af'i.os 20 se dió énfasis principalmente' ·a la 

ci togenética: cariogamia, poliploidia y aneuploidia · ~~éa~~and_O su 
cimci a fines de los 30 con el descubrimiento de los ~e~ec~os :de. la 
cO_lchicina. Posteriormente hubó un periodo de- letarcjo-: hasta> los· 

70 ~uando las investigaciones se renova'ron en_:~(º~'.f~~~:~ ~ra~C-ia/·:o
Holanda y en los Estados Unidos. Recientemente:- se'.;.)~a.n_' emp~eado 

diversas especies de Petunia en numerosos trabajoS para ~realizar 

estudios de hibridación somática, enfocados a ·~ ia .\'9~~~ti~.a 
m~lecular y celular. 

A continuación se • mencionan algunas caracteristicas 

sobresalientes de Petunia por las que son consideradas como un 

modelo ideal para la investigación: 

1° Las numerosas variedades de petunia presentan una 

considerable diversidad en cuanto a sus colores. Las diferencias 

en el color de la flor son en muchos casos el resultado de las 
alteraciones en lc:is pigmentos florales. La cromatografia ha 

permitido realizar diferentes análisis qu1micos sobre estos 

pigmentos, lo que ayuda responder algunas preguntas 

concernientes a la bios1ntesis de 11 flavonoides 11 manejando plantas 

que pueden ser definidas exactamente con respecto a sus genes 

para el color. Como la Petunia es una planta ornamental 

comercial, las 

algunas otras 

importante para 

investigaciones genéticas sobre sus colores y 

de sus peculiaridades ofrecen información 

muchos productores de ornamentales ( 38 ) • 

2° Es una planta que se propaga por semillas facilmente 

obtenidas por autocruza o cruza; el investigador puede realizar 

la polinización artificial obteniendo cientos de semillas después 
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. . . 

de. 4. ·a 5 s·emá.nas· ·del<' p~i:iocio.: ·ae ; .. m·a·~-~rabi\5~ ... :El;.: 6.iciO"' de·:-. Vida .es 
corto; ·:10 q-~~: Permite -·1ogra~._-:l .. :-·a·_.:_~f~-~;g~·ner~diorie·~-~ pe;;~ a·n-~ si.- ias 

plant·a~ ·, -~On ., : cU i ti y~-d~~ ,; en: ~-U~t-. friV'.er~a~e~~ ,:·:y~_;_:-~i'1m'~~-t~das:·: C~n··; luz 

duri~te :~1~·5~~-éú::a~','·d~--::=~er1~·aos :=:c·a~to·~:·"~ ·i A_~~·~á~ ,;°':1~-~ ~~t~~~+~-~ ·. Pued~~ 
~~r-· ~7~P-i~Jad~s: ·~-~.i'~.'.~.S~~~-~~-:~_o»:~-~-~~~j~-~ ~y.-~~- :pU~den::.c:>b·tene~ cl~nes 
tanto .. in·_: vi ;.i~:!:~--~C)¿~ ~~~~.~·"v"i ~º1:1 ;~~:'.>:_;_~--~}-'·.= ~-<:·--:}'" ~~·:_: ?~· -~ · · 

,-~:~~~~-~~~;~~-{¡~-;~~~~~~-~--~:~~~~~¿~~~b-j~6~i~~~1~~~;Í~'~ ;; ·:~(2ri~-14 j ·: perniit'e la 

co~st~~6~i6-~ de , car·i-~t-:'i~6:.~~~~,~~~~~t~~y-Q-_;: ,para -~>f~~-··.=- análisis 
gen~ticos·, ·aSi C~~º ··p~-r-~<· ·1os-, /estUdi.óS 1"'-c!le· los efectos .de 

ti:at.~~iento~, ri\Uta9~riic-~~-·~<·:so1:>r·~.·:· ~:~·~~+:·~~-~~t.ictu.ra y. el ~ame~o de 
-cromOsomas. ~-

. 4° En eSte material. Se· han ,-é~;:-o~t"fad-~ - ·num-erosas "mutaciones 

inducidas o espontáneas en genes ,· inV.ohlcrcid-oS ·en el color, 

deficiencias clorof1licas, caracteres nioi:'fol6gicos de ias flores 

y crecimiento en el habitat. Actualmente se' ·conócen más de. -70 

loci; muchos de ellos situados en siete grupos de 
"encadenamiento" 1ocalizados dentro de los 7 c;-omosomas. J 39 ) • 

sº Este género ofrece además importantes posibilid·~cÍ~s p~ra. 
la desarrollo de investigaciones genéticas, c~mo -poi:· ·~jeIDP10 ;--:-;~ 
mecanismo genético de la autoincompatibilidad y de- 16s. factores 

citoplásmicos que ocasionan la esterilidad del pól~ri., : __ -;·~~-.--~.·~-~~ 
puede_ contribuir a ampliar las teor1as genéticas ( -4Q,"_ .. 4{ ) • 

Asimismo la Petunia también contribuye al diisarrol·io.: ~_dé..:_-~la 
técnica de Cultivo de Protoplastos aumentando la posibilidad. de 

efectuar investigaciones moleculares o relacionadas· con este 
campo. 

Clasificación Taxon6~ (42) 

CLASE : DICOTILEDONES 

ORDEN : SOLANALES 

FAMILIA : SOLANACEA 
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Cromosomas 

GENERO : PETUNIA 

ESPECIE : hybrida 

VARIEDAD : Hort 

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

14 (39 ) : ~ axilaris E.:..~ E..,..~, h ~y 
E..t. hybrida. ~ ~ y .f..t.. violacea fueron llamadas 

anteriormente f, nyctaginiflora Juss. y E_, integrifolia, 

respectivamente y una especie con l.8 cromosomas: ~ 

paryiflora • 

Diferentes estudios ( 43, 44 ) han aportado evidencias 

bioq'u1micas y genéticas de la estrecha relaci6n que existe entre 

laS especies que contienen los l.4 cromosomas . Además todas las 

cruzas reciprocas interespec1ficas involucran estas cinco 

especies, excepto una, ~ i.n.f.l.at.a paterna polinizada por f. 
~.. se produjeron progenies F1 que podrían ser fácilmente 

autocruzadas o retrocruzadas. Estas observaciones indican un alto 

grado de homolog1a cromos6mica en relación con todas las especies 

silvestres y las cultivadas. De acuerdo con Cornu y Maizzonier 

(39) ~ ~> f.. ~. f., violacea y f.. parodii poseen 

loci en comO.n con ~ ~ asl es que podrían haber 

participado como ancestros, en la variabilidad que existe entre 

los cultivares de las especies hortlcolas. 

carioqamia. 

El primer cariotipo lo estableci6 Marthale_r en __ 1_?3~ __ (4?); _ 

describió 7 pares de cromosomas que se distinguían fAcilmente uno 

de otro. Más tarde en 1971 Maizonnier (46), usando la técnica 

clásica de análisis con haploides, estableci6 un cariotipo en el 

que se identificaban 5 cromosomas fácilmente, los cromosomas V y 

VI no podián apreciarse como dos. Finalmente, Smith y oud en 1972 
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observaron los '-Cromosomas V. -·y .' _ -~-f- ~-.~ _ > ... _,~~-~~és del 
reflectodeirlSi.t6ni~b:·O'·; d.;~,i:Fiú·~r~~ce~c=-.t~~ · e1.-.

1 
"c4a~--- Pei:mi tió ; Obtener 

curvás de- ·1nt·e~s.Í.d~d .'..de-;'.c'ild~:i tnb:··~éi~---~i~S ·c·r8·m·o~~mas·~·;! 

. -":' .. _:{·.:;::_~-\~-~~>!·::/\? '.:;~f:;~);·>:~·'.t->t(t:~-:\?·/~:,._:·~,y·:,: .:--~-~ /_-, ;_ ";/·~ 
Los 7 .. _crom~~:~~~:~-:--:~:~,~~~i~.-.;·!~:~-~:s-~:~~~~-~?-~ _:~~~n~~~ 

,'.;<,_ 

d~ . treS . grupos 
:::... ·.- \·:-~:~ de aCuerdó-."a'º~·la. posici6n··de~su ,centrómero: __,, 

.Gr~po x~-;:et~~'nf~lc~~ '.(ciom~~oma~ I,. IV ··y ViI)···~· ·. \• 
ot-uPO ·.B.:~:._~:~ SUbln~t~c~ntr ~cóS · (cromosoma--II · Y· Iii ). ·.-,--

Los -_-Cr~mos~~-as;:,.i:I:'~~~~;~ii:evan· ~ e¡=,:.c,rgan.iZador- riuci~-bitX::-- -Y> --l"OS 

saté~ite-~ _._d~~--.·--~~~~~~~-·-:.~~~án!?S';. · álg_una~ ·veces como en e1--- Caso de los 
cro~osoma~ xi:r: ~.~~~~ri.::..s~_t,li_t~s P.equefíos. 

"' i'·· 
Grupo e · " • ..;-;: eón"_· un~· -centr6mero en una pOSiClón intermedia 

(cromosomas ;V-·y::;\r:q-.~-

CROMOSOMAS 

El' color en· la~·-' fl6res de ~ se debe en. su mayoría a 
los· pigmen'toS'· :_:~xis>~~-nt.es· ·. ~n las vacuolas de las células de la 
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. ':·. .· '· .>·- ... -·_"·- "·.·: 
Cc;>ro~a, "Sin._ E:!mb~~g~; . d9p.endien~~ _de, los.'.~~gen~otiPOs-__ ) .. os ··:p1g~en_to-s 

pued~n _p·~:Eú;~.~~~~-~~.:··-~F·:-.~~~-~-~--~~~:~~;~--~f:: .... ~~-.·.·:;.~o~:º:~~ ~ en -1.a~ -ant:eras ;·:-e~ -
ei polen·,': en~:ioS.:e'st-~0~br·~;. Y -·;n .·~-1': ~~f¡q;n·~. '.. -

·- r •• ,._- -; • ;·~:·: .;' - , ;/ 

Las .'··~·~:~~i:~J~~:;nt~=~~:?1i:~;riz;t::1;t~~~~i~f.jy~~~Ci~J1ii·;~ de: 
· _mqléculas _?if_eren_tf!!s ._-~Generalmente~ hay_.-~7.~,: 'f;.ipos~"de~ a·ntócrallinas 

delitro de un -péta10 º- --d·~~d~'.,_ c~ic;~~'~í~~-~-s- fi~t-i~~~·\¡;i:_:;-~~~g~;¡·:.-.-d~-
·ve"rdes .clal-os 'Y ParPura~ '-~b_:;c~ros. 

"-""'==~. 

otros pigmentos, los -flav-onoictes-;-- al. i9U_~E~:!6_:.t~._0_6~~.~.:.~.··eP_-~:u~fe.~di_~e·· ~n_'.-'.~ flavonoidinas, están presentes en las-- ·,¡.~c~c;].~~~-·-
formar- complejos con las antocianinas y modificar ic;;~ :-~'01~~~s·~· 
Algunas variedades contienen carotenoides, pero qEú~e-~ai~~-~t~ 

estos no tienen influencia importante. 

se conocen cerca de 30 genes en~ que codific.~~ para 
el color, estos se dividen en cuatro grupos de acuerdo con ·la 

función química en que intervengan: 
1) S1ntesis de Antocianinas y Flavonoides. 
2) Hidro>dlaci6n y Metilaci6n 
3) Glicosidaci6n y Acilaci6n. 
4) Efectos localizados. 
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C. L ) MUTACIONES. 

L'as ·mutac1oneS se de.finen·· -~o'm~ .' ca~bio~. -~" 1 la Calid.3.d, cantidad. y 

ar_reg~-~~~:~~- '.;-~-~-~ ::g~;~ª-~_:_-·; --~ -:'.:~~-~ · -'.~-~~·;;: __ ~ro_~~So~'.~:s· :.,.~.:~s·t-~~-;· p~e'den:·. ~e·r: 
exp_o~~-ái:'!_e~,~-= ~-;_~r:'~.~C:~~-~-~-; '-~-º.!'I _ P~r~~'.jmp9rtante -~;nc·la - ~yoluci6n -de -
¡~-~- 'eSPec;:-1:~~ '..:~i( :·q~_e.: ~ori . ia·· · ~_úe~t~-<~!3 · ~V_a:l:~a_b_i i~_~ad ·-:·17n·: · 1.~s. -· s_er:és 
y1_va·~;;~/·1~_-:gu~-~-_:·pe~m1tE( ;la ~,:~ctaP_t8~i6n:"::de-·>iOS _·_:C?_rc;ianiS~Os: en> l.:is 

.. · ~1:::~~~~t::~~:i~~~~n~fü1J:~~{~;t:J ~::·t:tfai':ª~:s ? • "~ ~~g.;~os 
~ ~ ~ ,_:'.~::~~;:4 -- ~;~~~~'.~~~;~~~~~'~:~:~:-.~:~~~·~;:-'.~~;~-::2-' ~-:=_,;__~~°=~-

oe·:-~~u~rdó~·~f(~-1o·];?né€éi~-n'i:ido'/P~~~·~·co·odenó.U9h :'4·i;_ >·; ras ·_:~~i~~~·i"°~~~~'-
~,~ _-pti~d~.~~::~:ifidi~!·-~i:·-:1:~~~'.~g-~~p~~{~::· :.·~-~-'-·-~~· ~'.-2.~- ~i;,:·' 

. ;.··~~~~'~l~~';f~;u;~;,~~~ ~~¡¡J~~~;~~e;,~';a~~~/k1~ii~J~,,~~~lrib:to~l'bfo' 

· ·~i~:iitr~~~~~~~~iI::;í~:~il1t~;f :c,)r!t~1:~i;::~r;:;ic.1it1:~~:::·· · 
. , . '<(o~;:,:~{ .. .::;.}· _ _,.,,: .. ·; .. - -/~'.<.:'.·.·./-.'·\, 

-~~ .. ~ .- '::'~:~/;~-· ·- (.:::f~;" ~\~.n.-.-~'.".;-;t~ · -··-?~-~ I.:c"i~:#.~-; ;, 

c.¡.1;'f.,s~~t:i't'~c16~, '.~~~~'ifª··:~··.-.'.:.;~ª~~~cti:~~.~~'t.i'~.~.2.
1

:.r.:.'~1···.··~.~.6.ÚCi~s·. se 
ieemp~-~:~~~~''.'a_!gt.in:1·::-báS_~; f~,F,- .__ ·~~- !_:-_·,·,: ;;,.G. ":.," ~ .... , , ~.-

;;é "' m~::~:.1:;~: ~B~l,: :' ':. rn'-:.. ·:'~: ··. 
,·-'.\'.;º;¡ le·:· /¿.;. ~ .. ,_... ''\; ~,/:'' _ ·~._·,.,;;,.,,::;j. __ -, "' 

e: 1 :~1'.~.2~·.- 'i~-~-;;I~~ ~::;.t~~~~}~l~¡~~~· -if~'~;; ,·~~:?:¿~~~;~~~~:~ .. ~¡:~\r'.~ftrag~en·t~ se 

~~!-~~~<?~~~i-;\~~#i~~-~~~~"-;~~~·~Qt&~~~~~:{·~~~fr ~- -'.~¿+,.,: :~~~ 
- ,. "¿--,..- .~:___ •• ¿, - ;·~,_º~A":-1-,,~· .:·~·}\ r~:·cT ·-.-.; .;·A-: 

_'_, .. -~.<:· ~I'·'':~,, ·,:.· .... ,. ,',••, •,.,,,.,.,.,,,; ... ,·>1;:.:.'., ~-~~»_,''·~···~~~ 

.. .. . .. . ".;'~:.· ;:::;;-¡.•.·. " .. :. =:::t·./ r;;:i.:?i:.:.:.::.'.:.,' ·.. . ..... - .. . • . . . __ :,.,.._-,._. l'.''. .-.=,·':.··--~:;~:·:!<::.:·.:-, -·-··-· -•-~-*-: ·:-:'-:·;:· .. _.· .. .-.. :_.'":~·_;.~·_! .... _:_<:~_._. _.-._._ 

.:·· '.;)-~ :~--~::; """'. ''_, 
' ROKPJHIENTO: CROKÓSOHÍCO 

CRUZAHIEHTO 
. . " ' ' . 

CROHAT10AS HO HERMANAS 
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c.1.1. :l; Oeleción. 

Pérdida de uno 

..:...:..__ • ....:..::_ .. ~--"-·~·:::¡,-e-_ -~;o'-'-;-: 

"e" 

JIOKPIKJENTO .- CJIOKOSOKJCO 

Y PERDIDA DE UN SECKLHTO 

c.1-. 2; Mutaciones o aberraciones cromos6micas 
Pueden originarse por daños de tipo estrnctu;g::al o llYJilé.r.:i.QQ, los 
primeros se deben a alteraciones cromos6micas como son la 

inversión, translocación y duplicación en el nómero de genes 

dentro del cromosoma y los segundos ocurren por diferencia en el 

nómero cromosómico. 

c.1.2.1. Daño estructural .- Traslocación. 
Rompimientos en dos cromosomas simultáneamente y ambos segmentos 
se reacomodan en los homólogos. 

I -•- '~ ;*--

-•-•-•--·-·-·- -•- r'~-!-
-•__3•--•-::::._> 

r e e 

C.l.2.1.2. Inversión. 

Es el resultado de dos . rompimientos simultáneos en un 

cromosoma, una rotación de isoº del segmento y la subsecuente 
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e) 

- ~-; :·.:~~~¡~'.>EH U, ~IRtcC10H 
DEL· SECHEHTO,-

DEL SECHENTO 

~ ~· J:~ ... ~~~·~·~·; :-~
2

~:~-~~;~;-~;~~~~{~\~~~,~~6·~~~~·~~ nunléricas: 
c.1:2. 2 .1:;~:-POl.iP1~i·dfa~. ->~·-uno o· -más cromosomas completos se 

: ad·1ci~i:.t~~ :.~:¡::;-~ií~ei-~·:''di.P101de· cromos6mico; en e1 caso de tr1p1oide 

• ~cimtj.0tAR'ú~~ t~ir_aploide 2X. + 2X= 4X, donde ooX•• representa el 

c.1.2.2.2 •. ·Las Aneuploidas.- uno o más cromosomas extras se 

adÍciorÍ.an o Se sustraen de un n'Címero diploide o poliploide 

__ coiripleto L 48 ) ._ 

En el área de fitomejoramiento se incluyen además las mutaciones 
extranucleares (49). 

c.1. 3. Hutaciones extranucleares, 
Son mutaciones no asociadas al material genético nuclear y 

está determinada por dos estructuras que determinan a su vez el 

grado de cambios provocados por los mutágenos: 

El Plasm6n y El Plastidom. 
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c.1. 3 .• 1-.,: ___ El-;- plastidom :·~~-ru'pa a loS·:·.:~lá.~Í:.-i~bs/:·'i:uJ~:_::.:·~omiigU:~en~e 
esta·. herenCi'~ --e~t~iúli.t~l~·ªi;. -~·e- ve e: inf-iueilc.iad~-,~. p-c;r·~.-i~~~( pr·6pieciaq~~ 
y.· f~~~i6~-~·~ ·,:"'d~-;j~~d~~---.~~t8'S: e~trll~t.l:ii-ii.~'-'' c~~-~~ée~1S'tiC~~- ~e> uri~ -

cé.1U~~ ;:,. s~ti~~ ~-o~Á~ic~.:··~. 9ermiÍ1a.l · ~~Ó·) .~- ,!~·º- ... ,,,,,·~·, ;.;\ 

c.1;3,2; El·'I'1asrn6n es '11 stst'1;~ ¿;; ut;~;.~·~!.'~~~r~~j-{iíira'ii:·lii~a 
·.·.~::~::~~::~r::n~~:t:~!:~::.•·::·:~s0'~%p::::?~~JCld!f[f~~!:~~;;~fü= 

genes-: en .los cromosomas (50). 

ya~ que·; 19s Plástidos contienen· DNA y RNA los cambios provo~ad_os 
-c.- en éllos en principio no son diferentes a las mutaciones 

cromosómicas o puntuales. Todav1a no se conoce la bioqu1mica 
comi)leta· de los plástidos, por lo que las mutaciones a nivel 
plasm6n y plastidom en la nlayor1a de los casos son hipotéticas. 

Se han realizado estudios sobre éstas mutacionmes en algunas 
plantas, como Nicotiana sp.y Anthiorinus sp. observándose que las 

estructuras"" citoplásmicas controlan la esterilidad masculina, la 

diferenciación sexual, la formación de la clorofila y la altura y 

vigor _de los organismos ( 51, 52 ) . 
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C, 2. HUTAGENOS 

Gracias ,·a los ·resultados Obtenidos'. por Múller ( .. 53. )al .irradiar 

OroS~phfla' melanoqaSfer con· :_,~Etyos X y _a· Auerba?~ _ -~~~,> .. -al 
tratarl~·s. :··co·!:l · -~~~-,;>:~-óºStaz·~ ~ ha sido posible la.: induccf6n :· .. de 
IDutaciO~es(POr.~ ~·~~~o:-:·_de: _1_a:· aPi1cación cié-- rnutá9e;n~s~ ·f1~iCos··_-- o 
quinlic_o.S ._ 

·~,~t'v'·' 

De::" f!C?iu~r~~~~:fii''_~~:;~P:e_i ~ que el metabolis~o · present'.a a~_ ._~piI-b~r~~:~l;~ ~ 
~9ª!1,t~,:~~-~-á_g_7~0/;~ se~~ha~::-postulado tres categorías ~ (55, - 56) ::-~ 

~~-~~~~~i~~ci6n . del 
0

metabolismo sobre el mutágeno, 
r-ñteracci6-ñ d~l mutágeno con el DNA. 
Efectos--bi"ol6gicos que produce· el mutágeno. 

c.2.1 •. Participaci6TI del metabolismo sobre el mutágeno. 

Los mutágenos dividen en dos grupos: directos 

indirectos. Los primeros son aquéllos que reaccionan directamente 

con macromoléculas como el DNA y las proteinas. Los indirectos, 

también llamados precursores o promutágenos, son aquellos que 
requieren de la acci6n metabólica de las enzimas ya que per se no 

poseen propiedad mutagénica. Entre ellos se encuentran: 

Aminas aromáticas, nitrosaminas e hidrocarburos heterociclicos. 

c.2.2. Interacción del mutágeno con el DNA. 

Para esta categoria se toma en cuenta el mecanismo por medio del 

cual el mutágeno quimico o fisico interactúa con los ácidos 

nucléicos y si son directos o indirectos de acuerdo a su 

activación metabólica requerida. Existen dos grandes grupos: 

Los agentes alquilantes y los agentes intercalantes. 

c.2.2.1. Agentes alquilantes.- Son los mutágenos químicos 

utilizados para experimentación debido a su acción acelerada, 

poseen uno más grupos alquilantes los cuales pueden 

transferirse a otra u otras moléculas donde la densidad 

electrónica es mas alta que la original. Los agentes alquilan tes 
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pueden ser moriof~nciorla1es··~
cic.l ices •. Ejemplos:~ 

b1iunt;i.~nal~s,; trifUriC:ffOna1eS y 

~::·é·:.->:·::>-
Moñofuncional directo:Meti1.:..metano-sU1tOnato ~MMS_)_ 

directamente con el .grupo metil .• 

-:-reacciona 

Bifu.ncional - directo: Bis '(Cloroetil) niti:'osó-
directamente cori ·el· etil 

C. 2 • 2. 2. Agentes intercalantes 

Estos pueden causar adición (análogos de base) o deleci6n:. 

c. 2. 2. 2. l. Análogos de base. - Estos mutágenos tienen una relación 

muy estrecha con las bases del ONA (adenina, guanina, citocina y 

timina) por lo que, si se adicionan al material genético, pueden 
incorporarse a éste en el momento de la replicación. Las pequef\as 
diferencias que existen entre ambas moléculas originan los 

"errores" en la replica, provocando as! los cambios o mutaciones. 

Entre los análogos de base mas .comunes encontramos: 

5-Bromo-uracil (Timina) 

2-Amino-purina (Adenina) 

c. 2. 2. 3. Antibióticos. - Estas sustancias ocasionan rompimiento de 

los cromosomas al efectuarse la replicación del DNA. Los dos 
antibióticos más empleados son la Mitomicina e y el 

Estreptonigrin. 

C.2.3. Efectos biológicos. 

En base a los dafios biol6gicos que producen los mutágenos en el 

material genético al momento de efectuarse la replicación se 

dividen en dos: 

- Efectos visibles, llamados macrolesiones, son detectables 

a través del análisis citol6gico de los cromosomas. 

- Cambios no visibles, a nivel cito16gico, o microlesiones. 
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HICROLESIONES 

Sus ti tuci6n, 

de un· par ·de bases 

' HACROLESIONES 
-:·'='cambios~-_: -cambios 

~·~~·t:~·~cb;~¿{¡~~- -· _ ·~;_, n~eriCos 
-=- ---=--~~"-::-'-·--=" 

Dentro de las categorías antes citadas se 0~~-~-~~~~~~~\-~-~~0".-~lg_unos 
tip~~ de mutágenos f1sicos como los rayos x~.Y-· iC:S -~lti:-aviol~ta, 
por lo que se acostumbra para este grupo - ~- útiliZar otra 
clasificación. 

c. 2.3 •. Mutágenos F1sicos 

Para la inducción de mutaciones por medio de mutágenos 
f laicos se utilizan generalmente las radiaciones, entendiéndose 
por radiación, la emisión de energ1a en forma de partlculas a. 
ondas electromagnéticas producidos por algunos elementos 

inestables llamados isótopos (57). 

c.2.3.1. Radiaciones por part1culas 

Los núclidos deben su inestabilidad al elevado na.mero de 

masa que los caracteriza por lo que emiten partículas alfa 

(cargadas positivamente) o part1culas Beta (negativas) con el 

objeto de alcanzar su estabilidad. Las primeras son idénticas a 

los nO.cleos de Helio y constan de 2 protones y 2 neutrones. Las 

beta son muy similares a los electrones ordinarios solo que como 

el nO.cleo no contiene electrones, en esta desintegración el 
11 electrón11 procede de la conversión de un protón : 

Neutrón =====> Protón + Electrón (partícula beta) + Neutrino 

e. 2. 3. 2. Radiaciones por ondas electromagnéticas. 

Los rayos Gamma son radiaciones electromagnéticas penetrantes de 

una gran energía escencialmente idénticos a los rayos "X 11 , sin 

embargo aquéllos provienen del núcleo, y éstos se originan 
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mediante proCes?_s f,uera -·dé_ ,61. ,La radiaci6n __ gamma s.e presenta 
como una transformación radioactiva cuarldo. el nücleo resultante 

quet:lª._ e~ lo 51ue_ .~.e l~~ma un-~~~ª~~- eic"~~t~~~·_, .. ~--ª de~ir' un estado 
que posee: mayor.--: eñergia:_ :interna·-·~·que,-:-en-.-el -~_estado normal o 
fundaniental··· de .dich·O:::na~l.eo.\a-~i:,.,~:ei:_:~~~eS~ '.-~e-- ~Oergia se emite 

:_~as_f-·--1nstant~re'~~-~~t~j~~~·i_~:or_~~-~-~-~~~:~-~·~~·a-C?Í~tj. ~~mma·~ -

~~- ª.~u-~--r~o_ )1::_\a--~-~f-~:r~~·.::'ci~-,-, in-~~~a·ctü~~-,;~~~·.-:ia matel:-ia existen dos 
tÍ.p.Os. de' ra~i~ciÓ-n: ,.1{-;- ~:~~?-" -_;-:;~!{{t ~-~)-' 

-,-~-i{~~i-.;:b»i6?\'.j:~·ni-zant;:-y~~·R"td°i~~iO~~No ·IOn-izáilte. 
' - .'. --::C:~ ·-='-:.º~~;~~7~-:0.cc-~.'~~;-: ___ ;;;:.i='=-c :~-).';-,_:;>;:;._: 

., -
car'gada, Beta O- Al.fa, ·se a.Cerque -tanto a un átomo o a una 

molécula, que la ··inter~cció~ 'eléctrica sea suficiente para 

arrancar un electrón de· su órbita; lo que da como resultado la 

formación de un ión de carga positiva y un electrón libre , un 
par i6nico. Las particulas electricamente cargadas son capaces de 

provocar ionización en su recorrido a través de la materia 

dejando una estela de pares i6nicos, A pesar de que los rayos 

gamma y los rayos X no poseen carga, producen también ionización 

aunque no en forma 

materia, gracias 

directa; cuando los rayos atraviesan la 

la energia liberada por las ondas 

electromagnéticas, se origina la expulsión de los electrones 
orbitales produciéndose la ionización indirecta. Los neutrones, a 
pesar de ser electricamente neutros, también son capaces de 

producir ionización en una forma similar a la indirecta ( 58) . 

Efectos que producen las radiaciones ionizantes al interactuar 

con la materia: 
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Efecto f otoelectricó 

Cuando· un fotón- intcrac'tllii 'con· ün' áiomO toda. su 
cncrgfa se .transfiere· al -clccti-ón,- rcfno:Vicndo '·a éste 
de su-_ órbi~a. 

-._, 

fotón 

Efecto Compton 

El fotón incidente cede parte de su cncrgfa al electrón 
cxpulsandolo del orbital, y la cncrgfa restante emerge 
como un fotón de distinta frecuencia. 

J3 



Un · f0ton muy -energetico que incide en· .el. nucleo 
prodUC?e. un par ele'ctrOn-posi t'ron. 

c. 2. 3. 4. Radiación No ionizante. 

Los ·rayos" Ultravioleta no son considerados como productores de 

ionización, sin embargo se utilizan como mutágenos sobre todo en 

estudios con bacterias y moscas. En la agricultura su uso es 

restringido a granos de pólen debido a su bajo poder de 

penetración en los tejidos vegetales. Para su producción es común 

el uso de lámparas de baja presión 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 área que éstos puedan afectar dentro del tejido 

(Cuadro 2). 
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Actualmente en estudios y trabajos de ··aotánica· se usan e instalan 

una gran cantidad de f.uentes ·de ra~iación gamma .en cámaras o 

cuartos con ambientes contrOlados.--P~~a:_ ... ~fª'?~lit.~.r la exposición 

del material vegetal, a_ divérsas do~iS: ._d.e_._:~~~~-a"é~~n_.; 

LOS irradiadores Contienen r~Ílcl f~erite. de :.:Cobalto-60 (<:;060) de 
áproximadamente-'-:isoO. cu~ie : (Ci)~~~-~-~Ü~-~:P~riniten· __ - i~ra~i·~r:~;_~n ::f~l:-~~ 
crónica o aguda ciertas·: partes ó--Uri-_·.~rgan,isÍno :-~omp_ie~~,;_·a·~.", una 
Cáma·r~ cori' Ci.ib.ter-ta-_·ae:-piómo·:-'_;, 

Dos ejemplos de irradiadores comerciales y s_eguros _ son· el 

Gamm~ce~~~~-~-~-: y-~ el· Vickrad-220 fuentes que el Inst.it~to Nac·ional 

d,~- I!'~~~~i~~c-~ones Nucleares (ININ) posee. 

Por · otrO fado el uso de dos1metros, permiten obtener lecturas 

c:onfiables acerca de la dosis recibida por el material irradiado, 

· son·:. necesarios si se desea repetir cierta experimento y obtener 

resu;ttados semejantes. El laboratorio de oosimetr1a del ININ a 

cargo del M. en c. Juan Azorin Nieto elabora oos1metros 

Termoluminiscentes (TLD) con un alto grado de confiabilidad, 
debido a que los materiales empleados para su construcción 

semejan en un alto porcentaje el grado de absorción que presentan 

los tejidos a las radiaciones ionizantes (60). 
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Alcance de los tipos de radiación más importantes 

Rayos ALFA 

<{O 

Aluminio 
3 mm 

Cuadro 2 
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D. CULTIVO "IN VITR0 11. Y ·MUTACIONES PRODUCIDAS POR 

RADIACION' GAMMA: UNA NUEVA BIOTECNOLOGIA. -

En.,el --~~-rca~b-- .;:~~r¡·~~¡~· :actUai~~~t~:, ~~~·.;h~·-_;·incrementacio la 

tendencia a <crear nllevaS V~riedad.e·s,. ,.: ya . que, el·. obtener un 
11 arqU~t1Po 11 sa:no ·y· fuerte con .cará.cb::!:I-1Sticas coin9.rcia1es· idóneas 
Co-mo --· -co1or ~·-·-.·aroma-, .----dUraCióil--;--: -étc-. - B.ca-rrea-- gr-arideS - -beiieficiios 

ecor:if?~ic~~· P8:ra ~o.s __ fit~mej~~ador~s- asi la - po,~ibilidad d~ 

cOtñPBtir en- ei nierCado internacional. 

Para la realización de tal objetivo la inducción de 

mutaciones por medio de radiaciones ionizantes representa el 

grupo de mutágenos fisicos más empledos en numerosos paises (61, 

62) . Dentro de este grupo destaca el uso de las radiaciones 

gamma. 

En las Ciltimas 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 irradiación es el 

contenido de la semilla. A pesar de que el uso de la semilla 

facilita la irradiación por su sencillo manejo los posibles 

efectos originados por la radiación como ya se ha mencionado 

pueden, o no, ser expresados en la primera generación lo que 

provoca una inversión de tiempo y labor en espera de las posibles 

respuestas positivas. 

En recientes estudios se ha observado que si se desean 

obtener resultados rápidos y positivos éstos se deben realizarse 

mediante tecnologías modernas que 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 sobre las 

necesidades del mercado floricola mexicano, donde la mayoría de 

sus especies presentan una baja calidad lo que provoca la 

necesidad de importar semillas, esquejes o bulbos para su 

siembra; hace pensar en combinar dos técnicas; el Cultivo ~·in 

vitre" y la Irradiación con Rayos Gamma; logrando un_a moderna 

biotecnología que permita en corto tiempo conocer los cambios 

motivados por la irradiación Gamma "in vitrou a difere_ntes _dosis. 

La petunia (~ ~) es una planta comercial, en algunos 

pa!ses corno Estados Unidos y debido a que se considera una 

especie ideal para la realización de estudios de investigación, 

esta especie y el uso de la biotecnolog!a antes citada permitirán 

realizar los objetivos del presente estudio: 
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Como objetivos general~s se-pretende: 

Inducir mutaciones somáticas las plantas de 

Petunia hyb[-ida mediante .t:a )1plicaC.l6n de · ra"diaciÓn' gamma a sus 
meristemos desarrollados-'- "in··.viti-on-·'e·· ~'in-,: vivo"~·.,~---

Demostrar que --1~ -i~r-radiá-C.i'6il-.. --.,i~ Vi"t.r-01r:" ~o-riC~~¡;;¡? ~n-a=- va·iioSa

Biotecnolog1a aportando - resultados sic;Jniri~iltiy~·s en corto 

tiempo. 

Para ello se cubrirán los siguientes objetivos particulares: 

a} Determinar el medio nutritivo 6ptimo para el 

desasarrollo de los meristemos de Petunia hYbrida. 

b) Determinar la dosis letal 50 "in vitro 11 • 

e) Determinar la o las dosis óptimas "in vitro". 

d) Determinar la dosis letal 50 "in vivo11 • 

e) Determinar la o las dosis óptimas "in vivo". 

40 



METODOLOGIA 

El presente-. eStudio·.· se dividi6 ·~~~ .. ~~·~.t~0._:,".~~~~'.3-.~) 
I cultivo .. ;.·:· ~·i~ ·.:~~-~;.º'·'·::~Y ·~~-~ermina~i~n·:·.del zriedio 
~utritivo-6pÜ~o; 

II o_~t-~~~~~'~:~'.~:~---<~~·-:~·:,~~-:::~_b_~-~:~::}_~-~~-~:-.:}~.-~~'t.1.~·::_:~~ _c~·i·¡¡·. 
III '.o~t-~~mi.~_~,~~~~·:· ~-~-'.;-~-~:~·:. -~~:s:~~~:~-~ · -~~-:/s·~-~p:t.~~~-~-- _-'. 1 i~. vi tro 11 

•· 

rv. _o_e_t.~rm~J]:~==~+~~~~; -~-~L:_~;~~~:<~~,~~!-~~~~~~~,;-~~:~~:~~~-~:~f~~;:~1~0~.·. ·_- ~ 
-:. ·5rde·:~1as .:posibles: doSis·~-6ptimas~: !:'in_ 'viii:-0~•. 

_ -~;:~~~~~-:-~j:f:o~~~~,;-;;~~~- -·~A~--~~;~~s~~=- ;~~:~~ .-,~~~=-
I ~-~:-~~·¡t~·: \;'.~~~-~·:f:~~'iii;:<5f'i'~· .::º~-~--~. ;-~-:~~;:~:)~.+- ,, ;·;:-.' .. r~?;::~( ... 

0·I·.1·. :É~~:~·r1·1·¡~·~,;ú:_6;~·i;d:~i~··~~é~;iiil.J} }~~~::; ·-·~.<~T .. --

·r_. 2_~· ~.P~~:~~-~'~'~i~.~-~:d~._::~e-cif?~·~~~~§f~-f~~'.~:-~-~~~;~f~;>>.'.·.: .. <- -
t. J ·• :·se_lecci6n .:Y'.._disecCl6?i __ de--ió:s._-_;e~-iS"t-émoS>----~-;,-=:-

J: ~ 5; s.{e~bra ~-del ··materfal, ' ~;.:.¿·~ 
I.6. Desarrollo de los ·exp~ant~~~;~_· 

I .1. Esterilizaci6n del material -:;:~~·.~~:_;-~~\:;t~:~.-->,-·~:-:· 
I .1. 1. con 9 lámparas de luz ultraviOletc:' ~-~n~e~~,~d~~- d~~ant~ J 6 

·~-:...:_~_,_:_>~ ':~¿~~iff-: 
4 horas se esterilizaron: 

- cuarto de siembra, 

- Microsc6pio estereoscópico, 
- Material de disección: pinzas/ -~~!~~·~~~:·~~-~~¡}·A~ji~' d~Í nÜmerO 

5 y 11 

. . '.:,_ ···' 
I .1. 2. Con una autoclave a 21 libras -~~e··; Pt:~si6J? .. dur~nt~ 20 

minutos: 
- cajas de petri, 

- Gasas, 
- Agua destilada, 
- Medios nutritivos, 

- Portaobjetos. 
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I. 2 .• · Prep_al:aCión .. de Medios~ Nutritivos~ 
LoS" . medio~.":, pi;-ep·ar'acto~ ~ se hicierón a base de las sales 

una·,.de 
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I.2.2.1. ~oluci6n A. 
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......... ; •• ·;. 

CaCl. ••••••••••• 

KH
2

Po
4 
•••• -._ •• 

H
3

ao
3 
....... ; .'.; 

se 

y 



¡@Jf f ;~¡~,~A@',Ll .: ; . : i.; · :¡: 1!:~ · 
- ·-;,():: .. ~t~'.;;,;·~~- •.;_,_1;:;: ,-_.:~.-~'.<--~';: 

La~:, ~~1~~-~-~~~~>':~'i_~-F9.~.~:d·~-~-~ _;~_-,_P~-~~i~ del name_ro I ~ 2. 3. se emplearon 

_P~~:~ -·e).~~~~~-~-'~-~-~~~:~/:.~~-~-·- ~~-~io.s __ ya que ambos coinciden en estas 
~;so1Gcio~eS;y~d>i.~i~~::~~;:~ta~--··~olo_: en las fitohormonas. 

·- i, 2f j; -~~~fü~,fa~~f~~0-,s,,~~,~-.:;,. < 
·su{fat~~:d·e;;Ma2n~~i~~~~---:~: ' - ' 

·~9~()4~?~~%J·Y\"-_•~::;{:;'·t•};~ .;.J.7 g. en 100 ml. HzO 
· - -=<-!~:,:-;;.f"-- =~~~--'": ~::- ____ -,.-:o-.,'" d·est1iada-

-~ - ;~:~:·.::_;;,-~\~~ __'., _,, 

. ., . . '--· ·- ' '~f:;:_: ~ 
I. 2. 4. so1ucf6n III;<• , . 

Fier~;i iz:~i:~~~:~:~?: :•;¡)::~~f,::·:!-J"~.tj;~~ :&~ ! : 
Se dis(Jl~!6. q~¡; '.e.n''.;~O e¡;; d.e. agua destilada estéril 

caliente,- asÍ mi-smo 'c2t ~;¡·:::2-0':;,;l-· de. agua destilada estéril. Se 

mezc16 (1) y (2) 'ci~j~ndo .e.~f~iar-y aforando a 100 ml con agua 
destilada estéril. 

.. 
r. 2. s. Soluci6n -IV 

~: _:_··.·_:_·_:._._'.',_ .. ,· 

-Glicina;; ;~•;-~-;-;';';-:T;:·.::~·:-·;:·:·:~-.-: ioo ·1n9 ; 

Acido Nicotinico.. . ·~~~·: .. '~ ~--; .. ~ -~ 50 mg. 

Piridoxina"-HCL •• ~ ••..••• .-_ .. .-· •. ,.so mg. 

Tiamina-HCL .• · .....• -... • •.....•.. ·. ·.10 -mg. 

Se disolvió cada una de ellas·.;en 20 ml. de agua destilada , 

mezcló y aforó a .1'oo"'in1. 
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Debido a pruebas preliminares realizadas con . anterioridad por la 

Bióloga Ma. Teresa Cruz Guzmán, en - el LabOratorio de 

Radiobiolog1a Vegetal del INIH, se realizaron _ los siguientes 

medios nutritivos par inducir el desarrollo de los meristemos 

apicales y axilares de ~ ~ 

I.2.a. Medio "L11 un litro: 

Solución I •..•.•••....••••••.•••••• ; •.•• 100 ml. 

Solución II •••....••••••.....••.••..• ; : •• io · ml. 

solucción III •• •· •••••.••••.•••• '. .-.•• ; •..• ; 5 ml. -
- -· - -- ------ ------ - ---- ---------""""-;-~-,.--:'o~--

Solución IV •...••.••• ; ..••••••. : .. ; ; ; •...• L ml. 

Inositol. ...•••••.. ; .•••••.••. ;. ; • :;L; ~';~o; 1 g. 
Solución V .............. ~-~-~< . \'.:~: ;~- ~'.-). ~ ,:<, . . ~'~:.: ~ o··;-_i ml. 

solución VI ...•• o ••••• ;~~:.;:·:·;.-."~<~-~-'>~·::·~-~ .1'~ o ml. 

Se aforó· a·· sao ml. con agua des_tilada 

Ajusta~do el.- pH a 5. 6-5 ~ 8 coii HCl 6 NaOH. 

Se prosiguio-·a mezclar PerfeCtamente la solución de sales y 

la solución VIII. 
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' ' ' 

Se vaciaron 22 · ml. de.,este·. medio en-· tllbos ··pyrex:·de ·2Sxl25 

mm •. ·;. Se.-. taparon ,:y n:í~~~a_rO_n.- ~ . -· '"/·~.~ -;-_; :~: _.'/-·.:-.~::;:,, ,.~·:;;::->ú·': ·_._ ~ .- ·· ;~ 
se eS-t~r11iz6·. e~t~·: ~~tO~i·ave: .. ,·~.,:'~ii ;~-~.~br~·~>-~~;.~ p~,~~~:~ry~,:·PC?'l'.,:~,20 
minutos, >.,"': »~: 

• :::t¡;~~::ª:!:~1~Wfüt~!r~·~~~~~bt:f:~if¡:~~;~~,f ~"~i-~~~di11ª 
H¿<~i~.-~-:>;:\'.~'/~'. ·"'~·:_(é-'- ·l,~:~~;,,;~:~)Vi):~~~~:'" O·J}.~: _:,::~:~~-~'._. __ .,__. 

i; 
2 

• 
9~ºii:t~~~:m:~:f ~%I~~~-f i~:~;~~~f ~l~7;f ;;~;ói~i-!- -·· 
-·so1uc16ri·11i:-;;·:~1'~:h'(:i0);.•fo;';9;.~-~':. ;;:~i;;;i; 

. ¿::~_~,~~:~l~~~1::_0;E-!iB;·H~;: ~;·:::?:;:::~ :·ti··:~: 

s·e L-~-i~~~~~cifl: :· lOs mismos pasos (aforo, ajuste de ph, 

estérf1-1Zar·/,~:ét~f-· descritos en el parra fo anterior 
··;_'~) 

LOs - "0-;;¡icJútrintes-~: ~.,·~~d~'.~s-~:-.: prepararon para 

radicuia;;-,_··~~{;_-iáS P1árltulas irradiadas a 7. s Gys. 

inducir sistema 

: ____ .:.-' - ~~~- :·:::. -·.:-._' ~'.·. ·_. .·.·' 

I. 2 .10. "Medi~--~;i1 J1 11 ;--uri litro: 

-·Se r-eáii'Z.at1::_10S-~mismos pasos-_descritos :anteriormente para __ el 

medio "N" descartando tan· solO la -solución VII.· 

I.2.11 Medio 1i1 11 un litro: 

Se siguieron los pasos 

agiegar las soluciones V, 

I.2.12. Medio 11 2 11 un litro: 
similar al medio 11 N11 pero 

sin 
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,I.3. Se1éc;;cf.:6~ ~;-di~eCción de los meristemos. 

I.3.1. Se colectaron tallos jovenes de Petunia ~ 

desarrolladas "in vivo 11 • 

I.J.2. Se seccionaron en cortes de 1 cm. de longitud con un 

meristemo cada uno, ya sea apical o axilar. 

I.4. Desinfección del material biológico. 

I. 4 .1. Se colocaron los cortes en alcohol al 70% y se 

procedió a agitarlos durante 5 minutos. 

I.4.2. Se desechó el alcohol 

I. 4. 3. Se agregó Hipocrorito de sodio comercial al 10% con 

una gota de Tween, agitando durante 20 minutos. 

I. 4. 4. Se lavaron tres veces con agua destilada estéril 
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I.s. siembra dé.,·10S··mer1Stemos. -:.r.,,;.·._.·. ,- -., -

L~s· --sigY.~~~-t,~-~ .-·~~~S~~·~.-.~·~:_:· ~f~ctUar.oil- _d~~tr~_'./~.~i~ .. c~~·r.to:: ~e 
cultiVO ·pr'eviamente -esteiilizado. 

I. 6. 

r~ s. i. iaj~i:;~c~r:~-zcle1~~ª~~ri~i- biÓi,agi;;o: a.i_sf~fe;;'t~do se 
~e~_it~,~,:-:. b~jº_'._.'_~\ m.f~~o~·~~~.l:ef~ ~~,~i-~~~.-~~-i~::~·~~~.~i;.-.~~::~~-.-.1 .. 
:e;~-:~ -1~;-de!'?.~1-c;~~i~Ud ~:·i'~c-l~Ye~d~. el 'd~'º· ~eristemático. y 

· ¡e;,; 'dos_-_._"-~--- p•r-•:Ímo~cÍ io~- f oli~r':'_·-~~-~-~-~c \ __ .i~_\t_-· ~~-~_.:'._:;_·;·_: :_:~-~-:'_·,.·:_:_~'--~:_--_,_·;_-_\_~·_: ·~· 
- '' ' .:_.:_-:;: . ..¿_.;::;;,-_;_~;:~:.::~~; - - ·- -· 

~ •. s._ 2_. ~~::\;~~~~~.~,-.. ~e.~ ·.~~~-~-~~,~~~-:-~_n .. ;:·~-~.~;f:~~~i~1))~~,~-~/~~-~~c,~·nd·~~º~ 
._. -_1_~~"n_~ic.~;;1~::1~_Pn ___ ~a---_~cs_ ti_ e6_~.·;rn~_:_.i.: __ -_º-._--_~ent}é;,, ~~~ ;,~;;-;'.~gra'cÍÍ.:~_1á;~>c:~~ ''·-'4s

0 
t ele• --

, ~·r •• :_::~~ .: ·-'~>- -~ts :. ~h>. · ('.;~ ::.~;- ;;'.i-::-·, .·,.:: (~;~:f. .. ': :'.'·;:.~~,:." 
,~. '. _.,- '::; ~;)!,{· '~~:.·-,: ·];_~ .. :~.-·~/ 
; ,_;, ~·., ·~·:;.-: ... :. -- . ,~::e - '"" .· / .. ~~.-

~~:~::~tttc1}t}E}F~1f~i~'li:i~ti;~.1~~tI~~ft~t:f lé:~,d:~. 
·1 s;: .. '.i:·-~~~:a.~ ?.:! ~UZ \:~::.:':/;:;~:, .~:~'~c~'.~~-d~_d ·· ·_ii·.:;·:,'.. t~n;p~~~ tU~~ s. ·- · ~iu·e. 
fluctuaron··. ent~e' lo~ 19 ;-y ·~3.ºc. 

EXPERIMENTOS. 

I). Determinación @J. medio nutritivo óptimo ~ 

.tl desarrollo 9..§. .!,!.Petunia hybrida!!_ 

Experimento I. I. 
~I-.I.1. Se- prepararon in litro de medio nutritivo 11 L 11 , un 

litro de medio 11 N'' y uno de medio 11 n", esterilizando 

y dejando enfriar. 

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

arquetipo de Petunia hybrida donados por la 

Asociación de Agricultores de Querérato. 
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I. I. 3. Se rea1Íi6 ia siemb~a, en . cada medio· 'co-loé-áiidolos en 
"el é~art~:;:¿J~·~~:6~-~ci.1~ii~'~tb c~I'!-, fotOper1od·o - dé 16 hrs~ 
luZ .--y·, 8.~~º~¿J:~id~d ::y~: con ··-una t;_;~p'~~~tt:i~~ que -oScil6 

entre 10~': i9'~23~é'.' ,, ', :·,,:-.. -- ;~ 
;_::,~- -'<.:, ~·,.'>::~~ ~~;·;:.·'.,' _:~·,·: 

'·'~· :~~l~~tA~f ~&'~~~B:~~,~::?E"::::;::: 
- , :<.~-p~"~~~~~~{~;~~:--~~~~;~~~~~l.o.·:·~-e :-~~~·~,-~:---~~d.~ e_- dias 

II. pet~~lDi~~d6i} liliil posi~ l&lil 2.Q (LDso), 

,' Par·~·-o-¡a·~. d~Í:er-miriaCi6n de ia dosis letal so de las plantas 

desarrolladas 11 in vi tro" se realizaron los siguientes 

experimentos: 

Experimento l..L..L.. Determinación 'ª'ª 1ª. .L.Qso ruu;:A 

fil Estado Fisiol69..i,QQ §D. fil intervalo Q.g_ floración.s. 

Ir .1.1. Se sembraron so meristemos de Petunia hybrida 

medios nutritivos 11L 11 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 plántulas con alturas entre los 

4. 5 y 5. 5 cm. que corresponden a un estado cercano_:a 

la f loraci6n o en él. 

II.1.3. Se formaron 7 lotes cori plántulasc h'omogénea's, 
marcándolos como A, B, e, -o; :. E.·, , F: y G, 

respectivamente. 

II.1.4. Se colocó un dosimetro TLD externo .:·en: el :tubo a 5.5 

cm. de su base. 
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II. l. 5. rayos gamma en un 
iri~diad0r ViCkrad >a· ciósis. dé o.o~ 1.0; '3.s,· s.o, 
7. o/.s.o y.'10 · Gra~s (Gys. ¡>~. 

Cada lote : ·se .'irradió · corí 

I I. l.. 6. Me;:ii~ ::h~r¿·;::.~·~sp'Jé-~ ·:·.,~é '-(i~~·~dikld·~~ ;- ·se , .. "S'émbraron los 

mrni;n~ii;~~~~~~::;~,ª .. ~>!s .. )i}·n·~,~-~:e.· i~ ~r~~~r~:7Ya_~~d:tjti'-,ra .. :'r~~.~f~~-~~.--~c;:,~o. 61::.o~;:;c'.--jdn .. ~ªd·_.-o~-·-lpo1s~~t:~la 
~"~n_'._~- ~~di.-6' ~:~~-~-·~ y a en 

_:~ eL-~-¿ cU~~tÓ- de· _, ~~~.ibibt~-~ij_t~~;;_·_~ ~-:·¿-~~~-~-~ laS ·. ~islnas 
co~dic-i.c;~·~~,~ de t~~Op'éi~_~dQ::Y _.~;~~~-r-~-~ú~~- ~B1{C~~n~d_as-
anter iormen-te. 

II .- l; 7 ;- Se observaron los resultados en cuanto 

sobrevivencia presentada en cada dosis cada 8 dias 
durante 40 d1as. 

Experimento ~ Estado ~69.iQQ ~ ,g! intervalo inmaduro. 

II. 2. l.. Se sembraron 50 meristemos de ~ hybrida 

medio nutritivo 11 L". 

II. 2. 2. Se colocaron -en el. cuarto de crecimiento con las 

condiciones mencionadas anteriormente . 

II. 2. 3. Veinticinco d1as después se seleccionaron 35 

~-~-á~ulas con alturas entre los 3. 5 y 4. o 
cm. que corresPonde a un estado fisiológico alejado-

a la floración. 

II. 2. 4. Se formaron 7 lotes homogéneos, marcando cada lote 

con numeración progresiva hasta el 7. 

11.2.s. se colocó 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. l.. 5. y 

en 11.1.1. 
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Experimento llI...:....l... Estado <··~ógj&Q,· gn' - gl .intervalo gg 1ª 
floración.:.. 

III.1.1. Se sembraron,:~-º~:-,:-~;i~te~~~ ~:-~ ~ ery 

medio 11 L11 , se ' colocaron · 1os cultivos el 
cuarto de cr~ci.mÍ.entc;;, -~o~ fotoperi6do- de 16- hrs. 

luz y e hÍ-s~~ oscuridad. 

III.1.2. Treinta· y- cincO dias después, seleccionaron 40 

plántulas con-- alturas entre 4.5 - 5.5 cm. y -Un 

estadO fisiológico_ cercano a la floración o en él. 

III. 1. J. se formaron cuatro lotes de plántulas homogéneas 
marcándolos con A, B, e y o, respectivamente, 

colocándoles a cada un dosimetro TLD. 

III. 1. 4. Cada lote se irradió con rayos gamma en un 

irradiador Vickrad a dosis de o.o, J.5, 5.0· y ·"?•5 

Gys. respectivamente. El lote no irradiado 

(O.O Gys.) sirvió como testigo. 

III. l. 5. Se sembraron los meristemos del material tratado: en 

medios 11 L11 nuevos colocando los cultivos '·,en , el 

cuarto de crecimiento con las misIDas -- CondiCiciñBs 

mencionadas en II.1.1. 

III.1.6. Se registraron las variaciones en cU:anto a 

morfogénesis, altura, no. de hojas, sistema 

radicular, producción de plantas asi como el 

aspecto general de las plántulas-. producidas 
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Experimento' III~·2·.- · Estado fis.i.Ql6g.i.&2 gn tl intervalo 
inmaduro. 

III.2.L 
..... > / . ···.· .. ··. <· ·•···· > • ? 
~e realizaron·. lo~. mismos- pasos ,.qu~. ~~s. ie:~c/itos·-_.en 
el experlmento III.-·1 -e lnodff.i:Ca:ndo '- '.,-las 

caracter1st.icas ·de·_ 1.as·.:.;p1~!1~~~r.~e~~.~C~~.?n·~~~:s, ·'::-~n 
este caso .Plán~ulas. ~on -<~-~. ·.· I'.!~~~~~~· _} fis.i.~16gi_co 
alejad~ de la- floración ·-c2s~-d1~~.).::_Y-.~~~n·:~uzla.~a1tti'ra 
entre los J.5 y-4.0 cm. Lote~··d~sig~~~º::'·---como 1# ·2, 

3 y 4. 

~6n Q.g 1.Aa Dosis óptimas. 

Experimento~ ~6n rut lfil¡ j¿Q¡;j,_a·6~ 

III. 3.1 Se sembraron 50 meristemos de ~ ~ en 

medio 11 L11 , se colocaron los cultivos en el cuarto de 

crecimiento con fotoperi6do de 16 hrs. luz y e hrs. 

oscuridad. 

III. 3.2. Veinticinco dias después, seleccionaron JO 

plántulas con alturas entre 3. 5 - 4. o cm. y un 

estado fisiológico alejado a la floración o en él. 

III. 3·.3. Se formaron tres lotes de plántulas homogéneas 

l!l~EC'.~-~c:l_<?_~_'?~ -~con I, II y III , respectivamente y 

colocándoles un dos1metro TLD a cada uno. 

III. J.4. Cada -lote se irradió con rayos gamma en un 

irradiador Vickrad dosis de O. O, 3. 5, y 

7.5 Gys. respectivamente. El lote irradiado a 

o.o Gys.sirvió como testigo. 

III. 3. s. se sembraron los meristemos del material tratado en 

medios 11 LI' nuevos y se coloqaron los cultivos. en el 
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cuarto- de crecimiento con las mismas condiciones 

de temperatura y fotoperiodos mencionadas. 

III.3.6. con el objeto de reafirmar desechar las 

resultados observados en el experimento 

realizó este experimento durante 

III.2, se 

180 dias 

aproximadamente, cabe mencionar que fue necesario 

realizar 9 subcultivos para evitar alteraciones en 

el desarrollo de las plántulas ya que, como se 

mencionó en la introducción, el medio nutritivo 

tiene un tiempo de vida aproximado de 20 dias. 

Después de 15 semanas de desarrollo las 

rniniplántulas, con una altura promedio de J. J cm., 

fueron trasvasadas individualmente tubos 

conteniendo medio nutritivo 11 L11 • 

III. J. 7, Las plántulas obtenidas al cabo de 180 días de 

desarrollo y con una altura promedio de 5.9 cm. se 

transplantaron a contenedores de plástico con una 

mezcla de hojarasca, tierra negra y sphagnum 

(1:2:1) asperjado con una solución similar al· medio 

nutritivo 11 L" pero sin agar, azúcar y benzil amino 

purina. Cada una de estas plántulas fué cubierta 

con una bolsa de plástico transparente con el 

objeto de ambientarlas sutilmente. 

III. 3.8. Se observaron, anotaron y analizaron los resultados 

en cuanto a: morfogénesis, promedio de altura, no. 

de hojas, formación de tejidos asi como el aspecto 

general de las plántulas, en el transcurso de 6 

meses. 

52 



Experi~~nt:o. II~. ~. Determinación Q!U mruti.Q nutritivo 

óR.t..i.rn.Q ™.fil .desarrollo gg sistema radicular . .e..ª1:.ª- meristemos 

irradiados in vitro a L_á-~ Q.g Petunia~. 

III. 4. l.. Se -'elaboró medio litro de cada uno de los me-dios-

nutritfVás para inducir ra1z: 1, 2, -,--3, 

utilizando la metodologla descrita en el ap~:t~c:Jc::?. L 

III. 4. 2. Veinte plántulas obtenidas en el exPerimento 

III. 3 se seleccionaron y sus minimeristemos fueron 

sembrados en los medio elaborados, y fueron 

colocados en el cuarto de crecimiento. 

III. 4. 3. Se observó el desarrollo de cada meristemo anotando 

los resultados en cuanto promedio de ra!z 

desarrollada por medio, cada a d1as durante 96 

dlas. 

Experiment;o III. 5.) Resiembra f!g los minimeristemos 

III. 5.1. Los minimeristernos obtenidos en el experiméntO 

III. 3. sembraron en medios 11 L11 sin irradiar y se 

colocaron en el cuarto de crecimiento con un 

fotoperi6do de l.6 hrs. luz y e hrs. oscuridad y con 

una temperatura que osciló entre los 19-2J
0 c. 
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III. 5. 2. se· observó el desarrollo de cada meristemo anotando 

los resultados (mismos parámetr~s .. que· lo's. d-e1 

exPeriment-o III.i.) cada a_d!a_~ durante_ 90i
0
dias. 

Experimento .UW,.· ~ I&ll.l á.Q IN VIVO. (LOSO). 

Experimento ll!...t..L. peterminaci6n ~ ]A ItQso ~- -~ 

™ fil Estado Fisioló!l.i&Q .!ID y intervalo inmaduro 

En este experimento se utilizaron plantas de~-~~~<?:1,~~~~~ ... ~~n 
macetas donadas por la Asociación de Floricultores .de· '?':lª~~~~~q__._ . ' 

IV.1.1. Se seleccionaron 21 individuos sanos con- un estado 

fisiol6gico alejado a la floraci6n 

IV. 1.2. se formaron 7 lotes homogéneos Y. mar'c~~iO-s :-I~, ,ÍI_'.,.:. 

III', IV' / V', VI' y VII' re.spectiva'~~n~~-~ 
-'-'O'i' 

IV. 1 ~ 5. s·e.:. ·-~-~-Í~-~~:~~~ ~:;·'.:-~ .. : .. ~_odo_~ l.os i~di,viduos tratcldos en 

~o~dicio~~:~; Óptiinas _de temperatU~a erltre! los 19 y 

23~C~;y·'.:-\:::6.n ,un Fotoperi6do de 16 hrs. luz ··y a 

, o~cU~Ída~i" 
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• ·~--. ·.: '-<. ::. ~ • • • 

ExperimentO·· »·;~ .··2 ,-.- · ~Q\i~~.~.~ ?~::·:~.-)..s§.>:iP~i·s·-~6~· ~ ~ 

rv; 1.1. ~~/. ~~.J?~'c:6'i~·~~'.~~i)'i;··,~;~Ji~~t~~·:: .. _:e~~;.:_: .. e1·· .. :)nÍS~o estado 

~. f J.'~ .ic,í:·;sg.Jéc; ::: ~'éiUe'.t:~-~°';} ei~;~:~'.d~~~-;:, i t·~ ~-- -~9 ~-·,_e~-._.¡;_ E!Xp~r intento 

ª~-~~~-1~~~:~-~~~A-~1-t,t~,.:-:- ,::~;¡~-º ·:~~ .. -~ , :;e ~, ::~·:., 

IV. 2 • 2 •; ·s··· e ~5!'rm'~''.1.~. i.i.·~.~f.:i.~.·.~~~~;~~'.'Tt~é~~}j;~;),f , .. . .... 
-· - ,_,,-, -~, - ;,- · -· ,.,,,,- · .c:Z;~~;·~I.~:¡·.:;- ·~·:; ·~· ~;,_ 

"'"'t~:rJili~2~t~r~!~g~~.::. ~:: 
fr. 2. 4; ~~ '.1~.:~df~ iii~~¡;~tivame~tej¡.~~~~ '~i;,i:,i a d6sis de 

o.~-o~~~-:':_J-~.·s~·' s·.o ~.,·?·~\.G.ys.' · -~ ":.'"~r.: 
;'•'»,,• 

IV. 2 ~s .. se. ·colocó el miltericl1 .-;para~ su, de'S·arrcillo en las 
condiciones a~bien1:~1e~ : __ :. : .;·~~~¡~¡:;~~aS en el 

experimento a'nterior. · 
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RESULTADOS 

Experimento I.I. peterminaqi6n Q.tl Medio Nutritivo Optimo 

I!ÍlrA gl desarrollo Q.g los meristemos ~ Petunia ~ 

La , tabla no. (gráfica 1) muestra que en los tres medios 
nutritivos elaborados los implantes presentan morfogénesis 

p~si ti va destacando- entre ellas las respuestas presentadas por 

los desarrollados en el -medio "L11 , ya que en éste todos los 

i~6Ctilos activan su desarróllo en los primeros dias alcanzando·-un 
porcentaje del l.00% y con ello morfogénesis completa en un lapso 

no mayor de 32 d1as, a diferencia de los sembrados en los medios 
11 N11 y 11 n 11 que, para alcanzar dicho porcentaje, necesitan 48 y 64 
dlas respectivamente. 

Asimismo el promedio de altura óptimo alcanzado por las 

plántulas se presenta en el mismo medio 11 L11 , con un máxi;mo de 7. o 

cm (tabla 3,gráfica 3), donde el desarrollo va aumentando desde 

los primeros d1as originando con ello un desarrollo normal de los 

in6culos puesto que, como se observa en la tabla 4 (gráfica 4), 

el neimero de hojas se incrementa a medida de que va avanza el 

crecimiento. Además, no sólo se producen dichas caracter1sti~as 

sino que, como se observa en la cuadro 3, se originan plántulas 

completas con hojas verdaderas, 6rganos reproductores y ra1z en 

un alto porcentaje. Asimismo puede observar estado 

fisiológico sano representado por el aspecto normal de la 

plántula sin deformaciones (fotograf1a no. 1). 
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RESULTADOS 
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Morfogénesis en los diferentes Medios 
e~11ca t. Experimento 1.1 

35 
30 
25 
20 
15 

10 

8 

No. de meristemos 

16 24 32 40 

Tiempo (dias) 

a Medio ·n· D Medio "N" D Medio "L" J 
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Gráfica 3 .. \ ... · P~ome1io ;<le Alt~'ias 
1

1

, .. ·.•• Experimento :I.I. 

8 
7 

5 

2 

1 

::\·· .. ::'.":)::. 
Altura (cm) · •. 

·¡ 

1G 24 32 

Tiempo (días) 

40 

1 - Medio "n" O Medio "N" O Medio "L" l 

JI 



* = Tendiendo a Ver-de 

= Siempre Ver-de 

Ind. = Indi Viduos 



DESARROLLO DE LOS IHOCULOS EH LOS DIFERENTES MEDIOS 

PROMEDIO DEL HUMERO DE HOJAS 

DESARROLLADAS EN LOS DIFERENTES MEDIOS 

PROMEDIO DE HOJAS (. DIAS 



Gráfica 4 !Promedio die§ No. de fooja~ 
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Exp_Ii.-1 .•. -y;~x .• 2: 'petRT-mioaCión 9J:t l.!\ U2.§.1§ Letal~ 
(DLso)' .In Jlll!3u. 

~~-i~:~~~~:i:~:~~.OÍ6g~cos de. madurez e inmaduro. 

Los· r~su1tad0s encontrados en el experimento II.l revelan 

que en un estado fisiológico maduro las posibles dosis de 

irradiaci6n con rayos gamma oscilan entre l.O y 9.0 Gys. puesto 

que como se observa en la tabla no.5 (gráfica 5) ,_ en dichos 

rangos existe entre un 100 y 50% de sobrevivencia. As1 mismo, 

para las plántulas irradiadas en un estado inmaduro el rango de 

las dosis se reduce (l.O Gys.) (tabla 6, gráfica 6) ;lo que nos 

condujo a la selecci6n de tres dosis: J.5, s.o y 7.5 Gys como las 

posibles dosis óptimas aplicables a ambos estados fisiol6gicos. 
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LOs -c-~mbiC»S-·· ~".~-~~.é~i~·~~--.:.~~ el eXpefimfiritO ;,~·-J::i:i:-1 - estado 

~~-~~:;t~~{~1•~=~l'~~~~r!~1~~~i¡ .. ~::.::~g°~~ .. 611~~l~~~ntr~e~1¡¡6.·1~~i~ai 
75~ -.parci:·-:;i~ dOs1·s--.;:de':- -J~5<GyS·. y.<a1<·.34\" -p~ara ·-1os·.:meristemos 

irradiados a .1:s•;Í:;yí.'/'¡~tabl·~ ,?, qr.Üi~~ 7 ¡. 

-.;·t,,L'l:_ 

.-~~- ~~t:e_~ ~~~-~m;~~-~~~:~~~~~~:~'.~~~--~~~~~~~~ ·:~~ ';':~~-~):~~~-: .~·~g~i.f.i".~~~ ~a_m~~t~ en la 
d~~is ··d;, -~·;,~~:~·~~~·.;·:~9.~alin~~-se~~~l-. ~;~Por-ta~i~nto de l~s meristemos 
comÓ. loS prése'~tadOs. por. el._: l~te · t'estigo. 

: ··-".~:-.~.: - : ::_:::<- ··~.:-<:_:· .. _:_;::. ;·_ .. :·_· __ : ... :~;·'~, .. - -~: ·:~ 
Las 0 á~tu.z:~S: "tiene~ u~ c_omP_o~ta.rriiérlto similar ya que se 

obtiene .un pr~~ed10- .. de 3. 5 y . 2, 5 cm. respectiva mente en 

comparación con 4. 9 cm. presentado por los testigos (tabla no. 8 

gráfica 8). 

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 inmaduro se observa 

también una disminución 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 so 

dias alcanzan tan solo el 82% de desarrollo y las alturas 

promedio de dichos meristemos son de 2. 2 cm. (tabla 11 y 12) • 

En lo que respecta a la formación y número de hojas, en el 

estado maduro se observa en los primeros dias de desarrollo 

cierto retardo en la formación de las hojas sin embargo, esta 

producción incrementa a partir de la 3 y 4 ª semana de 

desarrollo para todas las dosis (tabla 13, gráfica 13), 
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concentrándose esta Producc~".'_n,,en' la ,base·del tallo· (cuad~o··~). 

Por otro lado en · el':: estado inmitdli~o~: :_ :d.i~hB. producci6ri se 

incre~e~~-a~-~i.9n.i:fica·tiyB.~~ht~~-~\1~~.é~~·-~:1~<.~~~:~i~7-~~:'~-~~~~cr';:?Ys'~ ~Y llega 

hasta a cilfpiicai;-'3e en ~:5 GÚ~ - (tabl'l~14 ).giáj'i_i::"a~üJ; 

Al comparar -~l n\lmero de bojaS desarrolladas' en.-itmbos estados se 

observa un i~~¡.~~~nto en relaci6n -~o~ -el testigo destacando dicho 
~urne!nto·'·e·ñ--el ·es-tado inmaduro (tabla" f5). 

Las modificaciones al fenotipo de los meristemos irradiados 

en eátado fisiol6gico 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 tamaño. El tamafio se reduce 

sobre todo en aquellas que se localizan en la base del tallo, sin 

embargo después de 7. a semanas de desarrollo a dosis de 3. 5 y 5. o 

Gys. , éstas recuperan su tamaño normal. La anormalidad en la 

forma de las hojas consiste en la presencia de un sin n\lmero de 
pequeñas depresiones en el haz y la tendencia a un crecimiento 

enroscado. 

En las plántulas obtenidas tempranamente manifiesta la 

carencia de un sistema radicular que se continúa hasta las décima 

semana de desarrollo. 

Por otro lado en el estado inmaduro se aprecian los cambios 

al fenotipo más severos y numerosos aún en las dosis de 5. o 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 

3.5 y 7.5 Gys. el crecimiento enroscado de las hojas se presenta 

a lo. largo de so dias. Así mismo destacan dos tendencias nuevas a 

dosis de 7.5 Gys; la activación de los meristemos adventicios 

(fig. _no. 2, fotografía 2 ) y la formación de multimeristemos 
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(fig. no. '.2a •. fotogZ.afia '.J) .\Los _¡lri?nerOs.-.. se·· observan· cuando la 
siembra d~ '.:· me.rist'é·m·o~-;,·-i~~l ~y-e'·;;:;_~os--:\:i¿;'~:.·.prij.¡¡ordios: .. :fc;>l iareS y la 
se9und.a cuarid.o- -~.olame-nte 'S_e'~··~n~cU:i~:(-~.i' ·d·omci'"me·~-. .i~te.mático~ 

'· 
::,..-;:·:~<:··:::·~:-.:~:-r:·.f/' ,_ -

Las plárlt~-Ías~-~oÍJt~~·id~_,_$·, a :f~i~:~·Q;;'.-~~-~·;'- pueden ·compararse con el 

t~stl'~o .Ya_. ·qUe.;~_·,:.~~#·· .. ~~a>;·~·~f~~/~~-~~iif·::_-~j~·~ra.?i~nes se presenta'n .·eh 
menos -d_el '5?%-~:;-~~~--~is-:-~~".i~.~i~id~~~ · ~esultantes y por otra est~s 
cambios desaparecen a1-~··: cabo·. de_ 7 6 8 semanas post-tratamiento 

(cuadro J y 4 ) .• 
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Gráfica 10. 
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. Promedio de§ Numero de Hoja~ 
Gráfica 14 

Experimento §§ff.2 §nmaduro 
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Estado- C1s1ol6gico maduro 

CUADRO HUMERO J, 

HODIFICACIONES AL 

ar.gano o Sl.stema a tera o 

- INCREMENTO EN EL NUMERO EN 

LA BASE DEL TALLO 

- DISMINUCION EN EL TAMA90 

- FORMACION DE PEQUEílAS DEPRESIONES 

EN EL HAZ 

Nota: 

presente 

• Presente en el 50% de individuos y/o 

presente en algunos peri6dos. 



; .. _ -.>- ·._:. ____ ,. .. _· :~·-, _-<:_:·..-_ :;· 
Estado ,;Í.;lol~~;co .;~mad~r~ ;-
CUADRO NUMERO 4·: 

- · INCREMENTO EN EL NUMERO EN 

LA BASE DEL TALLO 

- DISMINUCION EN EL T~O 

- 'FORMACION DE PEQUEnAs DEPRESIONES 

EN EL HAZ 

- TENDENCIA A UN 

- TENDENCIA A UN CRECIMIENTO EN 

FORMA DE ROSETA 

™llMA RJ\QI cm l\B • 

- CARENCIA TOTAL O PARCIAL 

DISHINUCION EN EL DIAMETRO 

MULTIMERISTEMOS. 

Nota: s1gn1f1canc1a 



Exp~ ·_II:i;.J._·~6D'.'sig las dosis óptimas .mn estado 

.ll!!..U6glgQ ~ 

Los :l:-eSu1ta·Ctos ~reportados en el experimento III.3 se 
obtuVie·r-o.:i-·--eritr~::·:o¡4·0 y- iBo·-. di.as después ctet · trat~~i-~-~=t~ ::: :~,~n·-'~~-t~·:-
eXpe~ iiTie·l'.l~O f'."~ ::_P-~~~-~er6!1_ confirmar las tendenc_i~-~ :=?~.~_e}fV~~~- en el 
exPerimentO III. 2 ~: 

- Disminución en el Porcentaje de Morfol;Jén.esis.: y en el 

Porcentaje de Altura. 

- Aumento en el no.mero de boj.as 

Asimismo fué posible calcular el Porcentaje de Floración (tabla 

no. 17 ) , donde se presenta una disminución considerable respecto 

al testigo, destacando una vez más las respuestas presentadas por 

los meristemos irradiados a 7. 5 Gys. 

Respecto a los cambios al fenotipo (Cuadro 5), las tendencias de 

activación de los meristemos adventicios se continuó en todos 

aquellos irradiados a 7. 5 Gys. y sembrados junto con sus dos 

primordios foliares produciendo 3 6 4 plántulas en cada tubo 

(fotografía no. 4). Dichas plántulas presentaron numerosas 

"minihojas", sobre todo en la base del tallo, enroscadas y con 

gran cantidad de depresiones en el haz (fotografía no. 5). El 

tallo de estas pHi.ntulas presento un adelgazamiento con un 

diámetro promedio de o.s cm. al cabo de 15 semanas de desarrollo. 

La formación de multimeristemos se observó entre la Sa. y 

6a. semana de desarrollo produciendo un aglutinamiento primero de 

pequef\as 11 yemitas 11 y posteriormente de 11minihojas 11 en el tubo de 

ensaye (fiq. 4, fotografía 6 ) , por lo que cada 

multiformaci6n fué subcultivada en recipientes más amplios (fig. 

5 ) • 
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~stas ,f~riná~::¡o.l"!e,-s proV_~~~r·o.n·.· .~l. :~~·Si:i~·~~ll.o _.~e .. ap~Oximadamente l.5 
pequeñOs ·indi'riÓ.uos por.· cada .mei::istemo-·"ir~adiado, presentando un 

asp.ei::t~·.:·de_:·_:i~rn~~,'.~~ei_~á 11 ,· .. ~~'.<de~'.~~- ~~.···~r~6-i~ient~- i.:is en lugar de 
i_:~~.co_~o ;e~··::,tés~igo ( fÍCJ~: no.:·6, .fo:t~grafia no. 7 ·). 

:. __ . - :._·/ ·_ .~.- :·· '-.: ._ .. , 
Al .-,-~abO ae~_ l.Ó :-·sem~nas ·_se~ .observ6<1a te~dencia .a la formación de 
ccillo e1- cu~l~- ... ~e:- m·an1's:fe=~t6~:-a ·"-las·:. l.5 semanas como una masa 

grande y compat?-ta dé Color ·verde en lugar de un sistema radicular 
( fig.no. 7, fotografia .. 8 ) ; Debido a ésto las plántulas no 
lograron ambientar.se Por lo que fué necesario determinar un nuevo 
medio nutritivo para la ii1ducCi6n de sistema radicular. 
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HOJAS 

INCREMENTO EN EL NUMERO; UBICADAS ,PRINCIPALMENTE 

EN LA BASE DEL TALLO 

DISMINUCION EN EL TAMAllO 

PRESENCIA DE PEQUE!lAS DEPRESIONES 

CRECIMIENTO ENROSCADO 

TA O: 

DISMINUCION EN EL DIAMETRO 0.5 CM. 

SISTEMA RADICULAR: 

AUSENCIA TOTAL, 

PRESENCIA DE UN CALLO COMPACTO Y GRANDE 

OTOS: 

ACTIVACION DE LOS MERISTEMOS ADVENTICIOS 

DE 3-4 INDIVIDUOS POR MERISTEMO 

FORMACION DE MULTIMERISTEMOS - ÓBTENCION DE 15 

INDIVIDUOS POR MERISTEMO 



Experimento III. 4. Determinación del medio nutritivo para 

inducir raíz en· las' plantas irradiadas a 7. 5 Gys. 

-.-,·--,--,•- - - .. :-
Como se observa en: Ía .tabla no.· 17 cinco medios nutritivos fueron 

~ ~ 

elaborados---ir.esultando el: denominado como "S" el óptimo para el 
désarrollo de. r~i·¡·-~n ·1a~-:p1áTitul.as irradiadas, ya que, como se 

mue'Str·a ·en :1a· gZ.á'fú::a 'no. l.B en este medio se induce un sistema 

radicular en el· 79% de loS individuos, aunque débil y escaso, 

después dé---12 _semanas de efectuado el trasvasado (fotografía no. 

9). 

Sin em,bargo las plántulas con raíz presentaron una alteración en 

el _estado cuatro (ambientación) originada posiblemente a alguna 
alteración en su sistema metabólico y a la alta contaminación del 
sustrato con hongos y bacterias, lo que impidió que esta 

ambientación tuviera exito después de 225 días. 

Debido a estos cambios se decidió, fuera del protocolo de 

esta tesis, realizar una resiembra de los minimeristemos 

obtenidos al irradi~r a 7. s Gys. 
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!Porccerofta}e dJe Sff~fema RadJffccUJJff~r üro~~hüdld 
Exp.111.4 . . 

Gráfica 17 
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Exp. I.I.I. 4 Determinación del medio nutritivo óptimo 

™fil desarrollo Q.g sistema radiculal ~· meristemos 

irradjados in vitre g .L_2 ~ 

_Porce~taje de_ sistema radical inducido 

56 64 72 80 

15 19 22 25.l 

7. J 8. o 13 



Experimento III. 5 Resiembra Qg ..l.s!.2 minimeristemos 

obtenidos s;;!g filántulas irradiadas s L.2. ~ 

Los datos obtenidos en el experimento III. 5 revelarorl result-ados 

no esperados no obstante significativos, ya_ que no se ;:presentó 

alteración ni en : el desarrollo, el crecimiento, las hojas y el 
sistema radicular. 

sin embargo una decoloraci6n en las hojas apareció en un 80% de 

los individuos, produciendo plántulas con hojas variegadas 

(fotografia no. 10 ) • 

Así mismo se desarrolló un sistema radicular, aunque débil y poco 

numeroso, permitiendo la adaptación de dichas plántulas a tierra 

(fotografía 11 ) • 

Por otra parte se observó en un 53% de las plántulas flores con 

pétalos de per1metro color morado (fotograf1a 12 ) • 

Debido a alteraciones en relación a los factores extr1nsecos 

durante la ambientación de las plántulas, éstas no lograron la 

adaptación ya que por una parte un 65% de estas fueron invadidas 

por hongos y el resto pereció debido a una secuencia de 

oscilaciones bruscas de temperatura. 
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Exp. IV.1. peterminaci6n Q..g .!A posis Letal .2.Q. "in ~11 

Los resultados obtenidos en este experimento revelan que .·al 
irradiar "in vivo" las plantas en estado inmaduro en u~ -ra~go de 
1.0 a 15 Gys., hasta 9.0 Gys. mantuvieron s_u deSarr'?_ll~:-a_i;_~-º~-~·-~, 
a 10 Gys. presentaron un 16.6 % de sobrevivencia y a _15 ·Gys: s,e· 

advierte una tasa de sobrevivencia del 49% (tabla 18, ··gi:'~fica 

18), 

Por otra parte al término de 30 dias post~_tratamiento;7 !}?_· .. se 

observaron cambios en el fenotipo de dichas plantas. 
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Exp·. IV. 2 peterminación f!.@. .lru! ~ dosis óptimas. 

Las plantas irradiados a o.o J.S Gys~ no -presentaron alteraciones 

significativas en cuanto a su desarrolló sin embargo, en las 

plantas irradiadas a 7. 5 Gys. se observa un ligero descenso en la 
etapa de crecimiento en las primeras pero se ve 

restablecido a la Sa. semana, como se muestra en la tabla no 19. 

En cuanto al 

modificaciones 

fenotipo de las 

a dosis de 3. 5 y 

plantas no 

S. O Gys. 

observaron pequen.as ondulaciones en las hojas 

irradiadas a 7. s Gys. ( fotograf1a no. 13 ) • 

se observaron 

sin embargo se 

de las plantas 

Es necesario mencionar que a dosis de s.o y 7.5 Gys. se observó 

que aparentemente las plantas presentaron mayor resistencia al frio. 
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Experimento IV.2. Qeterminagi6n ~ l.ru¡ ~dosis 6~ 

Tabla- no. 19 

PROHEDIO DE ALTURAS OBTENIDAS EN LAS 

PLANTAS IRRADIADAS .. IN VIVO .. 
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DISCUSION 

Exp;. ¡;¡; 

1?'ª~erminaci6n 9fil HgQjg Nutritivo ~ 

DS.G fil desarrollo Qg .lQ!! mer.istemos.fÜ! ~-~ 

Las respuestas encontradas en el desarrollo de los implantes 
en los medios nutritivos pueden atribuirse, en gran medida a la 

concentración de sales minerales utilizadas en la preparación de 
cada uno de ellos ya que los medios preparados con las sales 

descritas por Nitch (medio 11 N11 y 11 n 11 ) se caracterizan por tener 
una baja concentración de las mismas y de carecer de Ioduro de 

Potasio y manganeso ( 19 ) • Estos parámetros pudieron también 

influir en la clorosis presentada en las plántulas ya que estos 

elementos intervienen en la absorción de luz para efectuar la 

fotosíntesis, según 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 lXl0-5 y lXl0-7 adicionadas a la proporción de 

sales, vitaminas, fierro, sulfatos, etc. descritos en el medio 

.. L.. son las adecuadas para el desarrollo apropiado de los 

meristemos de ~ bybrida Hort. , ya que los implantes 

presentan un desarrollo, crecimiento y morfogénesis normal sin 

necesidad de adicionar alguna otra fitohormona o realizar un 

subcultivo posterior para producir la inducción de un sistema 

radicular estado de floración. Lo anterior respalda lo 

reportado por Cruz (6J) y EconomOu (64) quienes mencionan que 

dichas fitohormonas son las apropiadas para el desarrollo de 

~ hybrida y que la concentración de cada una de ellas será 

especifica para el tipo de explante utilizado. 

Así mismo se determina que la adición de Acido Giberélico 3 
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(AGJ) no provoca un incremento en la·· activaci_6n, de los meristemos 
de dicha especie, ya que el medio "L11 ·carece de· ella; lo gue nos 

lleva a_ pensar que los meristemos si~tetizan dicha fitohormona de 

una manera n _natura.l ". bajo lOs _par~~e~~~·~ ·Utilizados en el 
des~rrollo de los meristemos. en el medio·_~'.'L'~· 
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E><p II.1. y II.2. 

peterminaci6n Qg .l9. QQ2ll J&.til áQ (DLso) In Yilx.QJ. 

Estados .E.W.216~ ~ ~ !\ inmaduro. 

De acuerdo a los datos encontrados podemos decir que la 

dosis letal so adecuada para la irradiación de plántulas de 

~ ~ se encuentran entre 1.0 y 9.0 Gys. disminuyendo 
ligeramente hasta e.o Gys. para plántulas en estado fisiológico 

inmaduro. Estos rangos son considerablementemas pequeños que los 

aplicados a plantas completas In Vivo, o semillas (entre 100 y 

aoo Gys.) debido a que como menciona Oevreux ( 65 ) los 
meristemos presentan una mayor radiosensibilidad originada 

seguramente en la acelerada actividad de estos tejidos, 
provocando con ello una mayor concentración de moléculas como las 
bases constituyentes de DNA que, como se menciona en diferentes 

reportes ( 55, 56 y 66 ) facilitan una mayor producción de 

ionización, provocando una alteración en el material irradiado. 

Aunado a esto el campo de irradiación se reduce In Vitre, 

permitiendo con ello elevar la probabilidad de expresión de las 

posibles células mutadas durante la selección diplóntica. 
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Exp III.1. y III.2. 

Qeterminaci6n gg las dosis óptimas .. J..n vitro .. 

Estado maduro e inmaduro. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos 

III.1 aplicación de las dosis en etapa de floración o maduro y 

III. 2 inmaduro, se puede asumir que este 0.1 timo es el estado 

radiosensible óptimo para inducir cambios somáticos y tal vez 

genéticos en las plántulas de ~ ~~ lo que concuerda 
con lo sugerido por Cruz ( 56) quien menciona a los estados 

juveniles como óptimos para efectuar estudios mutagénicos. El 

grado de radiosensibilidad parece ser caracter1stico de cada 

especie y de cada estado fisiol6gico en el que se trabaje, lo que 

podricl deberse a diversos factores tanto externos como internos 

en los ciue el material veqetal se desarrolla. Externos como el 

tipo de radiación administrada, el microambiente 

temperatura, humedad, pH, etc. predominantes durante y 

post-tratamiento. Los factores internos es decir, inherentes a la 

planta, como la cantidad de material genético o la concentración 

de sustancias, como las fitohormonas, incrementan la posibilidad 

de que la ionización se efectúe 55 ) , produciendo una 

alteración en el material genético la que podr1a manifestarse 

inmediatamente o en las subsecuentes generaciones. 

Por otra parte los efectos observados demuestran que en las 

dosis mas bajas se producen un mayor na.mero de cambios que en la 

dosis intermedia, es decir de s.o Gys., aO.n en estado fisiológico 

inmaduro. Por tal motivo se seleccionó como las dosis óptimas 

para ambos estados fisiológicos: 3.5 y 7.5 Gys. SegO.n Cornú en 

1970 la frecuencia de mutantes somáticos en ~ ~ ~:in 
vivo;\ es directamente proporcional a la dosis aplicada; lo 

anterior no concuerda con los resultados preliminares encontrados 

por Guzmán en 1991 ( 67 ) ; quien menciona haber encontrado un 

número de cambios similares a dosis extremas: o muy al tas ( 10. O 
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Gys.) o muy bajas (O. 04 Gys.) ¡ ni tampoco con -los resultados 

encontrados ·en los experimentos III.1 y III.2 de este trabajo. 

'Asi m~smo ~ s~ · pu.edé observar que el rango de dosis utilizado es 

mu-y peqU~f\O comParado con ios empleados para otras plantas de 

ornato_', lo __ .que facilita su aplicación y repetición po una parte y 

. po_r _ ra · ~tra permite la búsqueda de respuestas en dosis nunca 

Si.nñirlistradas a ningOn explante o estado fisiológico de ~ 

~. 

Las tendencias de activación de los meristemos, nos condujo 

a la elaboración del experimento III.3 y IV.2 omitiendo por el 

momento alguna explicación hipotética del origen de todos los 

cambios somá.ticos presentados por las plá.ntulas obtenidas. 
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Experimento III. 3 

Irradiación gg, JA dosis 6~ gn estado 

fisio169..i..!;.Q Inmaduro. 

En busca de la determinación de los parámetros que so!l a~ec~adc:is 
por los diferentes tratamientos, se desecharon,_ -los _factores 

extrínsecos involucrados durante y post - tratamiento_ ·ya que 

ninguno 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 
hormon·ales provocadas por la interacci6n de los rayos gamma con 

las células, mismas que afectaron el fenotipo de las plántulas. 

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 efectúa el primero el 

segundo no se realiza y por la otra, ambos necesitan de 

soluciones similares en ciertas etapas, por lo tanto esta 
discusión se presenta agrupando los eventos ºsimilares" para 

facilitar su explicación. 

Disminución gn g! porcentaie gg_ desarrollo y_ ~ 

Se ha mencionado que la irradiación gamma para Petunia hybrida no 

produce alteraciones en cuanto a su desarrollo ( 68 y 69) • Sin 

embargo nuestros resultados revelaron lo contrario, lo que 

concuerda con lo obtenido en estudios realizados con Nícotiana 
(70 ) , Strelitzia ( 71 y Weigella ( 72 tratadas con 

diferentes dosis de radiación gamma. Dicha respuesta se puede 

deber a las dosis empleadas en el presente estudio, que 

comparadas con las utilizadas en trabajos anteriores resultan 
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- 'Y. ;-· .. --,.-. ,- .. -

inSi:g~i~iCáfl:teS .': __ ,Lo __ -. :a-~t~r.1:o_r_0, •• ~s .. · ~~nt~adic:~o-i::1·~:· :·~·· ;1~-~.; ide~ _que se 

tien·e· . ~O~r~=< ~ qu.~ ''. · el' · .. gr~~O ·1 de "Z.esPUeS:til __ inversamente 
prop_Orcióna·1 · :';~ ' ia ~'. d~~i'~- ,. ~U-~i~i~tr8dEi ·., 11 ~~in :;_:/~~b~rgo debémos 

,,--~:·· -~"'.;::¿ ~::.::. ?:-eCor·dar~<qUe_:·~- e,-_.,_. 

·--~- --.--,;•+ -·- ~,..'.-e·.-~)- ~o__:'>: :'.'.,~~>-" -'"-"'-

~~~~~=~;::::t:i{1f:~~J:::?:J!f(tjg~:nfi~ª~~~i ,:!ª:t,amiento a una 

~-- .... - , ·- = -· --- ---= -- __ ,.,,., -L~~- ·"t-} ·~~,·; __ -.. -~ 
20. Ei:~~:,.··;~;;.¡s:~·~;~-¡';" en-;;este-".:'caso - la zOna· t~.;~~~·~_da~ ti~ne la 

-·-- p~opt~d~d~'". de-· -~~¡·absórt>'~~"°~-,_- =-ios·~ ---~-~-~iJ~iOS y "é-XP"J:~=sa~iO'S casi 

iríiiiedía:tain'erite -debid6--a ·su_ -carácté~ -~o-tip~.tei~te ~(!'fá3:9~_ra·, 1988). 

P_Or. otro_· 1ad0, cualquier explante sembrado in vitro necesita, una 

vez. c:Jue se ha ambientado a su medio artificial~ alimentarse para 

poder realizar la di visión celular o mi tos is; puede pensarse que 

el ciclo de vida de las células meristemáticas se haya retardado 
por la radiación en la etapa de sintésis de proteínas, idea que 
con'cuerda con los estudios realizados por Nybom ( 74 ) , quien 

menciona que las radiaciones gamma tienen una al ta 

penetrabilidad, lo que permite ionizar elementos como bases y 

protelnas del DNA y alterar con ello, cualquier etapa del ciclo 

celular. 

Los resultados obtenidos en la disminución del porcentaje de 

crecimiento reafirman las observaciones realizadas por varios 
autores ( 75 y 76 ) los cuales mencionan que una respuesta 

.• com\'.in.. en los organismos vegetales irradiados a cierta dosis 

(variando de acuerdo a la especie con la que se trabaje), es la 

alteración en cuanto a su t~lla. Lo anterior nos hace suponer que 

es la slntesis de substancias implicadas en el crecimiento como 

el AGJ uno de los procesos alterados al irradiar las petunias in 

vitro, provocando con ello la producción de plántulas 11enanas 11 , 

después de 6 meses de realizado el tratamiento. Parece ser que 
tal efecto recae en un gen único que regula la s!ntesis de dicha 
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~. ~ .lA ~1;( sJ.i¡ lliJ;. h.Qiru¡ Y. ~ sl.é. il.lrumA 
~ra·a1C\i1a-r 

Las auxinas intervienen en la estimulación del alargamiento 

celular, en la plasticidad de la pared celular y en la formación 

y morfologla del sistema radicular. Además la interacción de 

diversas fitohormonas permite la producción de otros órganos como 

las hojas. su concentración es especifica en cada zona de la 
planta, sea alargamiento del tallo, de la hoja, división de las 

células meristemáticas o producción de ra1z. A pesar de que no 

todos los procesos anteriores han sido confirmados, podemos 

asumir que la producción, s1ntesis o absorción del AIA (auxina 

natural presente en altas concentraciones en los meristemos) 

fueron alteradas por los rayos gamma en las plántulas 

irradiadas; en los primeros d1as de desarrollo ésta pudo ser 

parcialmente inacti ~ada lo que conjugado con la auscencia de 

ácido giberélico, retardó la división celular y por lo tanto el 

crecimiento de las plántulas. 

Es posible que, el AIA se reactivó en los meristemos y promovió 

con ello, un alargamiento celular desordenado, lo que di6 origen 

a la producción de hojas con caracterlsticas diferentes a las 

paternas, en cuanto a su forma y plasticidad, hojas pequeñas con 

pedünculo delgado, hojas anchas y encorvadas, estas alteraciones 

se han observados en plantas de chicharo tratadas con altas 
concentraciones de AIA ( 77 ) , asl como en plántulas de avena 

(78). 
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Por -QltiñlC,.. ~e ha mencionado -que durante el proceso de rizogénesis 

es necesario. una baja concentración de -AIA, en· relación con la 

reque~ida· __ para·_:activar la división en los meristemos, ésto nos 

con~.u~~-:.:_a P~n"_á~r que el Al~_ se incrementó en dicha etapa lo que 

provo~6; ~no :una :aceleración de este proceso sino por el contrario 

una·· -inh'ibición total de rizogénesis originandose por otro lado 

una· división anárquica y desmesurada de células, formando una 

masa 'informe, lo que en cultivo de tejidos recibe el nombre de 

callo. Lo mencionado por diversos autores respaldan esta 

- hipótesis puesto que cuando en sus cultivos la concentración de 

Auxinas es muy alta se encuentra tendencia hacia la formaci6n de 

callo ( 79 y 80 ) • 

Beaotiyaqión 9.g ,l.Q§ meristemos adventicios y ~6n gg 
multimeristemos. 

Gambor en 1975, recomendó que para el éxito del cultivo de 

tejidos vegetales, el medio nutrivo debe contener una proporción 

alta de citocininas en comparación con las concentraci6n de 

auxinas, ya que ésto inducirá a morfogénesis de cualquier 

explante ( 81 ) . Sin embargo, Rosas y Quiróz (82} han reportado 

la obtención de plántulas completas y sanas en ausencia de éstas. 

Los estudios sobre f isiolog1a vegetal han revelado que 

efectivamente las citocininas inducen la división celular y que 

se encuentran en altas cantidades en las 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 s1ntesis de 

las fitohormonas en un equilibrio óptimo; sin embargo cuando no 

se produce la activación es necesario la aplicación externa de 

estas sustancias para que inicie la morfogé!lesis 

meristemá ti ca. 
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se asume que en lOs ll'!eristemos irradiados a 7. 5 Gys. aumenta la 

concentración de -:citoquiriina~,. ~in embargo no se debe en modo 

alguno a un incremento-en su ·s1ntesis sino por el contrario, como 

se ha mencionado anteriormente, a - la baja concentración de 

auxinas. Esto concuerda con los estudios realizados por Rao ( 84 

) acerca del control hormonal sobre el desarrollo de los tallos, 

ra1ces y hojas en los explantes de algunas especies de Petunia, a 

diversas concentraciones de AIA, BAP, ANA. Cuando existe una gran 

cantidad de benzil amino purinaen comparación con las 

concentraciones de AIA se induce la actividad de los meristemos 

adventicios. 

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

multimeristemos se induce por altas concentraciones de 

citoquininas en medios suplementados con BAP. 
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E>mer imento . lll..d. 

~·~·.)fu~:·~¡a:Dt~·~ .·i~r·~diad~~ -~_:±;_a·~·~ 

::t::~~:l~~~:;i~n~i".t~~i{~;~:}jfr6Ef I~ofü11~=~0:::0:: ~~eh~~: 
a~~-~ .~~-~~º~«·~· .. e_?-~-~"~~~:~.~-~~.~-~~~"~.~:?~~-{~-~}-~~~~~~~ .;'r~d~-~-~la~ es. el Acido 
indolacético;····:EL:.'.,medi0. 5· :'provocó·-·.una;-_. inducción de raíz en un 
p'6rce'ntaj·~·.·._._~ié·~adó:- eii · ·'1'a

1

~·:" Píánt~út"s::. fra't~das, sin embargo la 
coilstit-~Ci6n <de d'icha. - ~st'ruCti..trá·, :· .. no>-- era:,, de·r todo favorable. 
ReCo~-demos . -.que .-ia·s:. auxinas· CoTI\o tcidas. las fitohormonas se 

recÍu~~en .. ~n···:··pioporcio~es ..... es'P~~1ficaS;: dependiendo de la zona 

vegetal. involucrada y que de acuerdo a la proporción en que se 

encuentren modifican, impiden, aceleran o alteran la producción y 

estado fisiológico del sistema. Tal vez la concentración de AIA 

utilizado en el medio nutritivo 11 5 11 sea la correcta para inducir 
rizogénesis en estas plántulas, sin embargo podr1a ser posible la 
determinaci6n de un nuevo medio que indusca mayor porcentaje de 

ralz mas fuerte y numerosa que la encontrada en este experimento. 

Dentro de las alteraciones observadas por algunas especies 

vegetales irradiadas, han presentado ciertas respuestas 

negativas, como la dismunuci6n 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 
tuberosuml ( 86) y el toloache roatura stramoniuml ( 87 ) . 

Esto nos hace pensar que tal vez la alteración en la 

resistencia de los organismos se ve afectada no sólo por la falta 

de un sistema radicul adecuado, sino también por modificaciones 

genéticas no manifestadas en esta generación ya que, de acuerdo a 

lo mencionado en el Manual Mutations Breedings ( 88 ) cuando el 
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plastidom, lieien6i~ .ix~r~~Jcii~r, ·L ~lte~~~o· p~r al~ún.mutiigeno 
el v.igo~, .. de '1a ·."~_la-~.ta · ·, p~~~e· ,:y~?:'.~.~ .' ~~dif~6ad·~, p·~·s·i~i:V'.l .o 

negatiya~Cnté·. 
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Experimen.to .·III. S Resiembra Q.g .l.Q.§. minimeriStemos 

Óhtenid~s.::Q.g-~ántulas irradiadas·ª 1...s..2. ~ 

Este experimento ·,se realiz6 en Virtud de· lii ·'.. dificUltad~; que 

prese_nt~ro~ ~as :piántUÍás_ refrnl~arit~s ~~:_ :·_1_~-~·,:_"ir:~~~-~~-~i~~·~'._:·~'~· 7. S 

Gys. -· ~urante : la· er- est~dC:-: IV, -es. de~ir ~-~a·· ~~~~~~~~.~-~§ri ~'.~!.·~~~\~~-n~~~-
pa~~e __ ~ -~~r_ -~-~- o~r~ ~-· l~ qu_e- -~1_·-·ir=~~-~;l=?..~~2-~J-~~~.Á?~J:,~~~~f~~~t-- _ 
mencionó durante el - Seminario sobre . el--.. uso -- de;_.la's:~,-;"radiaciones 

9amm~ ( 49 ) , "las alteraciones .~º~~t-~c¿~:·':~:l~~;,~~:~b~'~~-~~~~~~~~~:~~~~-~-
por la aplicaci6n de un mutág~no .pued_~~- ~->::~~!i~~-r{~-~:~~:~~~~-~-~."'·~~\~.~
primera o segunda generaci6n 11

• P~:C: _ ~~~~jcJ_~~:~,~~-eJ;~~/:~~-~j~~~~).,~~,~:·.:~~ ·_;~ 
::::e:::::e :~n:~s:~:u;;a dge:ntea;a:i6~~s. a!f.;~.;~ii~~~: 9~'~ r,~~J:~."a~~. 

~ .. >:~·::, /'.:.'' :·--- ' 
Los resultados nos hacen suponer que en esta .. segunda genel-a~-i~n .. · 

los meristemos recuperaron el equilibrio hormOnal Pllestc><"que .. _)a·s 

etapas del desarrollo como morfogi!nesis, crecimiento .Y floración 
se presentaron normalmente. 

Las deficiencias clorofllicas en los meristemos irradiados a 7. 5 

Gys. y resembrados, pudieron deberse a alteraciones en el 

material genético extranuclear, plasm6n o el plastidom. Como se 

mencionó anteriormente parece ser que estas unidades genéticas 

influyen en los cloroplastos. Es interesante observar que Cornli 

encontr6 estos mismos cambios pero en un porcentaje menor al 

encontrado en el presente trabajo, cuando irradió semillas de 
~ a latas dosis de rayos gamma ( 4-6 Krad). 

Asl mismo las alteraciones en la coloración de los pétalos de las 

plántulas, pueden ser el resultado de la expresión de quimeras 

periclinales, en este caso las células periféricas del meristemo, 

las que presentan alteración en su material genético pero por ser 
tan s6lo un grupo reducido , la selección provoca limitación en 
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su expresión- al" realiza'rs·e "-1a · ·selé~ci6n d~Pi"6~_tic~-~ B;roertjes ha 
encontrado 'resultados .similares .en 'semillas ·irradiadas crisantemo 

a dosi~. ext~emada~en~~-,~le,vad~~- p.o_;O?_O:_K~~d)--~'.. (~9) .•. 
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IV .1 •. peterminaci6n s1ª la LM.Q "in Yi.Y.,Q 11 

La dosis·-. -letal ·so-~· es~, e'SPiaci.fica"> para -cada especie y estado 

fisiolÓgic~\.cOn" el qµe se·~~ trab~je. Nuestros resultados revelan 

que ·Í~·~~d~.~{~\-i~~·~{}~:~i'~)~i~\,.i:~:~,;_:;~~ra::-~iailtás- de Petunia hybrida es 

muy - ª-~~~~J-~-~~~-~~~{~-;~~~~-~~~~-ih~~~-~~~~-~~-~ ~-a~~ Plántulas 11 in vitre" en 

estado :fisl~.ló~icC>z~adu~o .. 

~ª1'.:?_ ---~-~Si~i~_!'1~~t-~·- ~~ debe ·a que· 1aS p1antas se mantuvieron en e1 

misÍno _ -su-strato en el que fueron irradiadas. Recordemos que la 

radiadi6n provoca ionización lo que implica la liberación de un 

sinnQmero de moléculas que pudieron provocar la desecación de 

la· tierra en las plantas .. in vivo ..• 

Por otro lado las respuestas obtenidas a 15 Gys. son objeto de 

atención ya que a pesar de obtener una baja tasa de sobrevivencia 

esta es mayor que la obtenida a dosis de 10 Gys. Como se mencionó 

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 explicación alguna a este fenómeno pero 

prodriamos hacer una extrapolación 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 mutágeno, es decir un tratamiento 

crónico ó agudo. 
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- - ·- - - - .... - -

Experimento IV.2 Determinaci6ll ·s!g,.-JJul .~ 
dosis 6a.t..imru! ºin ~11~ 

. . . . . 

i.a·s--~ onciU1ci.ciOnes - en las hojas-- de las--· piantE.s·v irradiadas 11 in 

vivoº> suponemos que fueron_ or~g}~~~~~ :· ~~-~ .. ~~~:~~~ ._ ,r~_~f,~e~_t_a ~ -- la 
alteración del- medio ambiente --en. cua~-tO -~~~~-~i~~;~c·~h~eñfraci6n .. de 

partículas .. ajenas .. , producidas Por 'i_~-~ -i;.~~-~-i~~~¡5~·r Y·-~·. no· a una 

alteraci6n qu1mica o genética, ya que·:_:estos; cambi~s .desaparecen 

poco tiempo después del tratamiC:I'!~~· ~{'.~s"tª~---_~'r:~s~u·~·s_ta~ __ se há.n 
observado en plantas desarrolladas éi1 >medios. ·-cont-~;"!"nad~~
diversos elementos cuando se realf~~ -_bi~~~~it~;~~-: a~kii'ent-~i 
ellas (93). 

por 
con 

En relación a la tendencia observada por las plantas a la 

resistencia al fr1o, no es posible asegurar que la dosis de 7. 5 

Gys. incrementa dicha resistencia ya que para demostrarlo 
necesario realizar experimentos dirigidos hacia este punto. 

Los resultados obtenidos en este experimento permiten confirmar 

que la irradiac6n 11in vitro 11 produce un mayor nümero de cambios 

que los observados 11 in vivo 11 ; lo anterior se asume ya que las 

pequf\as alteraciones 11 sufridas 11 por el material tratado 11 in 

vitro", no son tan numerosas ni tan pronunciadas como las 

observadas 11 in vitro 11 • 
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Petunias obtenidas en medio "I." pasadas a tierra. 

Fotografía 2 
Formación de meristemos adventicios desarrollados 
los meristemos irradindos al 7.5 G. y s. 
Uno hoja y el meristemo se necrosan y ambos se 
ca.fes. 

122 



Fot03rnfía 3 
Forrr.aciún de multimcri~tl!t:lOB 11mini hoj,rn 11 

123 

Foto:;irafía 4 

Plántula 
obtenidn rJe 
meristemos 
adventicios. 

rotograffo. 5 
Hojas l!llroscadas y con 

dt.!prc¡¡ loncs, nl inicio dt!l 
dcsn rrollo. 



Fotografía 6 
Minihojas n¡;lutinndas en el tubo de ensaye 

'. 
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Form.1clón du 11 Cnllo". Ül!spués de 15 
semanas post-trntnmicnto se observa unn 
mnsa verde un la bnse de las pl.:íntulaa. 
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Potoqra [fo 11 

1'1.Ínlul.1 con hoj.1s vo1rlcg.'ldas 
y sistcr~a radical. 

Fotogru.fín 13 
Planta "In vivo" 
irradinda con 
pequeñas depresiones 
en las hojas, 



Q 
" b) 

d) 

-J?oru-11\ctcÑ'oiº1>I;11ilorui.ils Poii MEDIO 

DE -M~RISTEMOS ADVENTICIOS 

a) PLANTULA -NORMAL 

b) SIEMBRA DEL MERISTEMO CON
SUS PRIMORDIOS 

e) NECROSIS DE ÜNA IÍOJA Y EN 
MERISTEMO 
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d) APARECEN LOS 'MERISTEMOS 
ADVENTICIOS. 

e) FORMÁCION APROXÚ1ADA_ DE 
5 PLANTULAS CON CALLO 



FOR.'1ACION DE PLA!':TULMS POR 

MEDIO DE :.ii:LTI:>IERISTE.\\OS - -

a). PLANTULA NORMAL 

b} SIEMBRA DE ~IERISTE~tO -iQ!& 
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CONCLUSIONES. 

:,; : "-... -.-i::~ .. <. '·~:~:·,.·.-:<:.·~::·->: .. 
-_se_+··~~~-7r~~-:::.~,~:~,·-~:~~~~-~»~:·'.~~~ éi~:~arré)11Q·: 11 in.· :vitre'' ··de' lOs 

m~riste~O-~.-o ~~ ~-:~~-~~1l~--~ ~~fa§~~~~:.~~~- ~·ne~~-s~~-i~-.' ·-~·J.':_· b~iá1{é;9 .:~d-ecu~-do de 

~:;¿~~:~h::tt~!-',(Jff~fü~~~f:~~:fkf :fí"~~,~~=~~-'.~¡~¡fe~~~~~:: 
· LaS /niejcires-Lte;;~-~,~~~Ur~~-- -~~~_,: d~:~iJ:{~ ~2·4 ~- 0c·:[y- fOtopé:ri.ÓdO~jae d1a 

larg·o. ·:> ;--~ ·~:{.t·:-:'. l~_;;;:?: ,-;_~?· -c;}\i-:.: -~-~,~- ~,~,~~~~~,::- ,-";: ,/;-;;' ·-~,~g:-.-:;~f_:~~-.. ;_:~~'.-::- --~ 

g;~~~if J~~~~~~f8P1~{~!11J§f f ~~~ 
realizaci6n de· estudios· d ... mút~gén~:"i"'. ·· :,~J:. 21~ L ,/,;!.:ó_:. ~z-i:·· 

-Las dosis 6Ptimas ___ par~.- itlducil:-' -._: m~:-~c~~-ne_S·'·~ .. ·11~-ñ
1

/v~~~~'.r>ai:i 
~ ~ son 3 ._5 y. 7 ~ 5 Gys-. destacando ~a seg~·nda·· en ~~.1'.'C?S 
estados fisiol6gicos. 

- La irradiación a 7. 5 _Gys. en la primera generación·· inhibe 

la s1ntesis de acido giberélico provocada por la alteración de un 

gen único originando la producción de plántulas "enanas"; esto se 

concluye en virtud de que al asperjar flcido giberélico se 
recupera la altura normal de las plflntulas. Asi mismo se produce 
un retardo en la sintesis de proteínas, hecho que impide la 

división celular y por lo tanto el desarrollo; se demora la 

producción de auxinas lo que provoca por un lado, una alteración 

en la plasticidad de las hojas dando como resultado un 

crecimiento enroscado y por el otro se desencadena una división 

celular desordenada durante la rizogénesis la que da lugar a la 

producción de un callo en lugar de raíz. 

-La diferente concentración de auxinas, por la inhibición de 

·síntesis absorción de ésta, la baja concentración de 

giberelinas y la alta de citoquininas, conlleva a la formación de 

multirneristemos, en el momento de la morfogénesis así mismo se 
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activa la formación de meristeriios adventiCios~ Estos dos 
acontecim·ientOs p·ermiten , alterar::, la pi?~d~~cii'Ón-~'.:, de o.-: 1: 1: (!Jn 

o~·gan~i~~c{~~·~·n:i::'.~-~r-~~.-~eni~ú ~i?i.~n1.~.~~~ ··.-~~~, desar~_ollo_{ i:_4.»>Y. ,,,1: 1s 
-r-~Spe.Cti Va-~~·nte·.~ 

... En· .. ~.o~~=~f ;:>~nPÚ!:~ui:~P:i0n ~i~;:~;:.t;E~:.13i~:friti5~~ •·~~. 
;.odific~6l.6ri;ci~~tipo·:ep.i.genétfoo;;:i"' :•0•,,;~~;~j::;:/~i ;:¿····· 

Pl:'.od~~Ci6~r1: --de_;-p1á'htú1aS ·_:·.CCiz1-:;_pé~81o_S __ :~:'C;JJ.{~J;-p~·~-ffé'r.iá. ¡·moradá 
~r-:-i9irt~dá':por:·::ia· p·r~dü~cion-~i'e,-~:iuI~~~~--~:·:;:·~·; 

7 

"':.·--· 

En. cuantti.a'.1i.irradiaci6n ·"in viv~n·. ~~~e~irm~:6:J:tgm~~tc1~",~para: 
_e1 estado_-~f isiol6gico. ,inmad~ro_-~ un_· r~n9o,._:eritre_f-1<~y,~7-~ 5:~/Gy:~ .-~~ pQr ~;-_.:·~·~ 
otro 'iádo/-:~- n-~·-·fue posible dete~nÍinar · ·do·~¡~-,'..6Pt'im'~S ;'.~}.'i1 .. /Y_i~-~,-, ·-~-~i 
no-~· pro~~cirse ·,cambios evidentes a pes_ar. de· ~ab·e~.~; ~·pi-1'.~~d~ ,\ üi~-" 
mismas ·dosis Utilizadas 11 in vitro11 • 

Po~ consiguiente se demuestra que _la irradiaCi6n,. .11 in :; .. ~~~~:~~i~~- étS 
~á-ristenios permite obtener cambios significat.Í.V~s' B:\;~·j~~.- ci-O:~'is-·_y. 
en corto tiempo en comparación con la. irra'cÍia9Í.6~·:".~~Íri·:::.viY~.~!- <yci" 
que -es posible realizar un nl'imero considerable _·de-'.tr~táTI\ierit-o·s·"Y 
seleccionar los clones caracteristicas f~'Vor~·bi~~.-. sin 
invertir para tal efecto, una gran labor· espaCfO y tienl~~:;~ 
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