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Xix
RESUMEN

El cultivo in vitro es una técnica innovadora, permite la reproduccién masiva de
plantas en un medio nutritivo con condiciones controladas. Esta técnica,
combinada con técnicas nucleares que aprovechan la energia del nucleo
atomico dirigida hacia sistemas biologicos ofrece la herramienta ideal para
generar ventajas genéticas competitivas de una especie. Saintpaulia ionatha es
una especie ornamental ampliamente cultivada por su excelente potencial
regenerativo y capacidad de adaptacion. El uso de radiacion sobre cultivos
ornamentales es bastante aplicado por la alta probabilidad de generar
variedades diferenciadas en su fenotipo. La presente investigacion esté dirigida
a conocer los efectos de la radiacion gamma del ®Co en el desarrollo y
supervivencia de plantas in vitro de Saintpaulia ionatha. Se irradiaron explantes
con dosis desde 0 a 100 Gy in vitro y se evaluaron el indice de supervivencia,
namero de hojas y produccion de brotes. La DLsg para los explantes fue de 53
Gy, el numero de hojas y produccién de brotes es estimulado con dosis de 10
Gy. Los explantes con dosis desde 0 a 30 Gy fueron aclimatados en un sustrato
compuesto por tierra negra, turba y cascajo en una proporcion de 2:1:1 y se
evaluaron; supervivencia, numero de hojas y tamafio de la roseta durante 6
semanas. La supervivencia de explantes disminuye con 30 Gy mostrando una
supervivencia de 64%. Los ensayos realizados en preparacion de muestras

para cortes ultrafinos, indicaron una alta susceptibilidad del tejido.

Palabras clave:  mutagénesis, in vitro, cobalto 60, aclimatacion,

radiosensibilidad
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ABSTRACT

The in vitro culture is an innovative technique, allows mass reproduction of
plants from any small portion in a nutrient medium with controlled conditions.
These techniques, combined with nuclear techniques that exploit the energy
from the atomic nucleus directed toward biological systems provide the perfect
genetic tool to generate competitive advantages efficiently. The African violet
(Saintpaulia ionatha) is ornamental specie widely cultivated for its excellent
regenerative potential and adaptability to interior spaces. The use of radiation on
ornamentals is applied for the fairly high probability of generating differentiated
phenotype varieties. This research aims to understand the effects of the gamma
isotope 60Co radiation in the development and survival of in vitro African violet
(Saintpaulia ionatha) plants. In vitro explants were irradiated with doses ranging
from O to 100 Gy and survival rate, number of leaves and shoot production were
evaluated. The LD50 for the explants was 53 Gy, the number of leaves and
shoot production is stimulated with a dose of 10 Gy. Explants with doses from 0
to 30 Gy were acclimated in a substrate composed of black soil, peat and gravel
in a ratio of 2:1:1 after plantin; survival , number of sheets and size of the rosette
were evaluated for 6 weeks. Survival explants 0 Gy is 88 % and severely
diminishes with 30 Gy dose showing a 64 % survival. Trials in preparing
samples for ultrathin sections indicated a high susceptibility to damage by

irradiated tissue to fixing solutions.

Key Words: mutagenesis, in vitro, cobalt 60, aclimatation, radiosensib



Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1FORMULACION DEL PROBLEMA

Pese a que la tecnologia de DNA recombinante se ha convertido en el eje
del mejoramiento genético en la actualidad, siendo la transgénesis la mejor
opcion para quienes buscan nuevas variedades con caracteristicas especificas,
el Ecuador, es considerado un pais libre de transgénicos ya que su constituciéon
en su articulo 401 menciona que: “Se declara al Ecuador un pais libre de
cultivos y semillas transgénicas. Excepcionalmente, y sé6lo en caso de interés
nacional debidamente fundamentado por la Presidencia de la Republica y
aprobado por la Asamblea Nacional, se podran introducir semillas y cultivos
genéticamente modificados”. Lo que reduce los programas de mejoramiento

genético de especies vegetales al entrecruzamiento, y mutagénesis.

La mutagénesis, junto con el mejoramiento clasico puede generar nuevas
variedades de las plantas. Las mutaciones pueden ser inducidas por mutagenos
fisicos o quimicos que se pueden aplicar a todas las especies de plantas y
animales. Los mutagenos quimicos incluyen una gran variedad de reactivos que
se clasifican en anélogos de bases, agentes que reaccionan con el DNA y
agentes intercalantes, el resultado de cualquiera de estos, tienen el mismo fin;

dafio al DNA Los mutadgenos fisicos consisten en radiaciones no ionizantes
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(rayos UV) o ionizantes (rayos X, gamma, alfa, beta y neutrones rapidos y
lentos) (Puchooa, 2005). El desarrollo de la tecnologia de irradiacion en el pais
empieza en 1981 liderada por el Departamento de Ciencias Nucleares de la
Escuela Politécnica Nacional, y sus investigaciones han sido reducidas a

estudios fitosanitarios. (Alcérreca, 2009).

El efecto de la mutacién en plantas ornamentales es muy visible, por lo
gue la seleccién para cambio en el color de la flor, sin necesidad de analisis
comprobatorios. La generacién de nuevas variedades con radiaciones gamma
de 60CO esta bien establecido, existen distintos cultivos tratados con esta
técnica como en Jatropha curcas (Songsri, P. 2011), Nardo (Polianthes
tuberosa) (Estrada J., 2011); Anturios (Anthurium andreamum), (Puchooa,
2005), entre otras. Donde los resultados alcanzados han otorgado al producto
ventajas competitivas muy importantes, como la aceleracion de germinacion,

obtencion de nuevos colores de flor, induccién a mejor crecimiento.

La Violeta Africana fue descubierta en 1892 en el este de Africa, por el
Baron Walter von Saint Paul, el género fue nombrado en su honor, pertenece a
la familia de las Gesneriaceae, siendo la especie mas comun la Saintpaulia
ionatha. Este género estd formado por seis especies de plantas herbaceas
procedentes de Africa tropical, siendo esta la especie méas cultivada (Espinoza-

Reyes et al, 2007).



1.2JUSTIFICACION DE PROBLEMA

En la actualidad las plantas ornamentales son muy cotizadas en el
mercado mundial, aportando buenos ingresos a los paises productores y
exportadores (Espinoza A., 2007). El mejoramiento clasico, como se le conoce
al cruzamiento entre especies, es un proceso continuo, acumulativo,
competitivo y lento. Se necesitan entre 5 a 10 afios para lograr nuevas
variedades, segun la especie, es por esto que la ciencia a lo largo de la historia
ha propuesto distintas maneras para generar nuevas variedades en menor
tiempo siendo el uso de tecnologia nuclear en combinacion con técnicas de

cultivo in vitro una de ellas (Cornide, M. 2001).

Hoy en dia las mejoras genéticas no solo permiten mejorar la calidad de
los cultivos, sino que ademas ofrece ventajas competitivas para su éxito en un
mercado floricultor tan variado. La obtencion de nuevos linajes de flores
ornamentales es un ejemplo de mejoramiento genético que tiene como fin
otorgar a la flor caracteristicas diferentes que potencien su comercializacion en

un mundo cada vez mas exigente y competitivo (Cornide, M. 2001).

El cultivo in vitro es una técnica innovadora que permite la reproduccion
masiva de plantas a partir de cualquier porcién pequefia de las mismas en un
medio nutritivo con condiciones controladas, brindando una ventaja frente al

cultivo convencional por su rapida capacidad de regenerar plantas nuevas a
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partir de cualquier segmento, asegurando que sus caracteristicas sean

idénticas a las de la planta madre.

Las técnicas nucleares por su parte aprovechan la energia producto
de la fision nuclear para utilizarla en distintos fines como la generacion de
electricidad, para diagnoéstico médico, aplicaciones en la agricultura y en la
industria. La utilizacion de técnicas nucleares en el campo de la agricultura es
de importancias primordial para el mundo en desarrollo por su capacidad de

generar variabilidad. (Cornide,M. 2001)

La combinacion entre las técnicas nucleares y de cultivo in vitro, ofrecen
la herramienta ideal para que las ventajas genéticas competitivas de una
especie puedan ser inducidas, de una manera eficiente, lo que es mas
conveniente comparado con un tratamiento in vivo, ya que existe una alta
posibilidad de que las células mutadas expresen la mutacion en el fenotipo,
asegurando que la variante seleccionada pueda ser mantenida en cuantos
ejemplares sean necesarios. Ademas que el cultivo in vitro permite la
separacion de quimeras, la capacidad de producir grandes poblaciones en poco

tiempo y la posibilidad de obtener clones de un solo brote (Rubi M., 1995).

Finalmente, el uso de herramientas como la microscopia electrénica es
una puerta al entendimiento del comportamiento celular, aunque se conoce que
los efectos de los rayos gamma generan mutaciones al azar, y muchas de ellas

pueden identificarse por su influencia en el fenotipo del individuo no se conoce
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a ciencia cierta el efecto de estas mutaciones en la estructura celular (Puchooa,

D. 2005).

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo general del proyecto

Evaluar los efectos de la radiacion gamma cobalto 60 en el desarrollo y

supervivencia de plantas in vitro de Violeta Africana (Saintpaulia ionatha).

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Aplicar la tecnologia de radiaciones gamma °°CO para el tratamiento de
explantes in vitro de Violeta Africana (Saintpaulia ionatha) con el uso del
irradiador J.L. Shepherd modelo 109, que pertenece al laboratorio de
mutaciones genéticas del ministerio de Electricidad y Energia renovable

2. Determinar la dosis letal media para una poblacion in vitro de violeta
Africana (Saintpaulia ionatha)

3. Comparar 11 tratamientos de radiacion, evaluando el nimero de hojas,

de brotes, tamafo y supervivencia de los mismos.



4. Aclimatar, y evaluar el efecto de las radiaciones gamma 60CO en la
supervivencia y desarrollo de las plantulas ex vitro.

5. Describir la morfologia foliar de violeta africana (Saintpaulia ionatha)
sometidas a radiacion 60CO mediante cortes ultra finos por microscopia
electrénica en el laboratorio de microscopia de la Escuela Politécnica de

las Fuerzas Armadas ESPE.

1.4 MARCO TEORICO

1.4.1 Descripcion Boténica

Saintpauilia ionatha es una planta herbacea perenne, baja y compacta,
pubescente, de tallo ausente muy corto, miembros del género Saintpaulia son
caracterizadas por peddnculos que provienen de la corola o de las yemas
axilares de las hojas a lo largo del tallo. Los pedunculos sostienen entre 2-10 o
mas flores. Las hojas, pedunculos, y peciolos son usualmente cubiertos con
pelos. Las flores de Saintpaulia son azules, azul violeta, bicolor o blanco, con
apariencia zigomorfas y bilabiadas con 5 lobulos redondos. Las anteras son
unidas en las puntas y estan una frente a la otra y el polen no esta disperso

aleatoriamente, por el contrario se encuentra confinado en sus anteras.

Los estambres, por su parte, estan representados por dos a tres papilas en

el tubo de la corola. Un anillo de color anaranjado o amarillo rodea la base



superior del ovario, que encuentra inserto ligeramente a un lado del centro de la
corola. El estilo y estigma usualmente tienen el mismo color de los pétalos, el
estigma es pequefio, terminal y generalmente tiene una depresion, como se

ilustra en la figura 1 (Henny & Chen, 2012).

Fig. 1: Corolla, vista frontal

Fig. Z: Corolla vista dorsal

Fig. 3: cdlizde figura 1y 2

Fig. 4: Corolia

Fig. 5: cdliz perspectiva agrandada

Fig. &: corolla, corte longitudinal

Fig. 7: Estambras, vista dorsal y forntal
Fig. 8: Fruta inmaduro

Fig. 9: Fruto inmaduro con visto sin cdliz
Fig. 10: Corte transveral de fruto

Figura 1.- Dibujos de las partes que conforman la flor de Saintpaulia ionatha.
Tomado y editado de

Fuente: (Randall & Vasquez, 1994).

Esta especie ha dado origen a través de los afios a una gran cantidad de

variedades y formas, algunas enanas o colgantes con flores sencillas,
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semidobles o dobles, asi como diversas formas de hoja. Para florecer necesitan
como minimo catorce horas de luz diarias, siendo este requisito mas importante
aun que la intensidad luminica (Clarke, G. 1998). Muy pocos cultivos de violeta
provienen de semillas, la mayoria proviene de propagacion por estacas y cultivo

in vitro. (Henny & Chen, 2012).

Saintpaulia fonatha
| Reino “Plantae
" Division " Magnoliophyta
Clase | Magnoliopsida
| Orden 1 Scrophulariales
| Familia | Gesneriaceae
| Genero | Saintpaulia
| Especie | ionatha
| Nombre Comin | Violeta Africana

Figura 2.- Ficha Botanica de Saintpaulia ionatha

Fuente: (Clarke, 1998)



1.4.2 Cultivo de Saintpaulia ionatha

Las violetas africanas se cultivan como plantas de maceta, tienen una
buena adaptacion a diferentes condiciones ambientales, sin embargo requieren
de 16 horas luz, con una intensidad entre 8000 y 10000 y un porcentaje de
humedad entre 50 y 70%, para asegurar su crecimiento y floracion (Dana, et al,

2001).

La temperatura ideal para Saintpauilia ionatha es alrededor de 16 °C por
la noche y entre 20-25 ° C durante el dia. El crecimiento de la planta se detiene
a temperaturas bajas menores a 4° C y el proceso de recuperacion de latencias
es lento, en contra parte son susceptibles a deteriorases con temperaturas altas
(sobre 30°C). El suelo debe mantenerse himedo todo el tiempo, con una
humedad relativa que no supere el 70%, asegurando que el follaje se mantenga
seco, gotas de agua sobre las hojas causan decoloracion en las hojas o

manchas (Henny & Chen, 2012).

La intensidad luminica es otro factor a tomar en cuenta en la produccion
y propagacion de Violetas, se recomienda entre 8000-10000 Lx. La intensidad
luminica influencia en la apariencia foliar de Saintpaulia. Plantas que presentan
hojas verde obscuras con peciolos largos requieren mas luz, mientas que
variedades con follaje verde claro, necesitara reducir su nivel de luz. Las

plantas que reciben mucha luz tienden a marchitarse produciendo hojas débiles,
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peciolos cortos y follaje blanqueado. El exceso de luz, incluso por poco tiempo,

puede quemar flores y hojas (Henny & Chen, 2012).

Cassells, A & Plunkett, A. (1984) describieron el ciclo de crecimiento de
violetas Africanas a partir de su propagacion por esquejes de hojas en campo,
el proceso implica que entre las cinco a seis primeras semanas de siembra se
generan las raices, a partir de las siguientes 17 semanas se generan la
cantidad de hojas suficientes para ser trasplantada a un nuevo sustrato, y en las
siguientes 27 semanas podra ocurrir su floracion, este fenébmeno depende
Unicamente de que la planta y tenga las adecuados condiciones de riego, luz,
nutrientes, temperatura y humedad. A partir de la primera floracion, con el
cuidado adecuado la planta es capaz de mantener sus inflorescencias a lo largo
del afo, sin necesidad de una época especifica, siempre y cuando se cuente

con los requerimientos de luz, temperatura y nutrientes (Dana, et al, 2001).

Uno de los mayores problemas asociados al cultivo de violetas es la
susceptibilidad de las raices y la corona de la planta por exceso de humedad
gue permiten el crecimiento del hongo Pythium ultimum. La corona y raiz de
estas plantas infectadas se tornan verde obscuro con una contextura suave,

generando hojas marchitas. (The American Phytopathological Society, 1999).

La Brotitis es otra enfermedad que se ha reportado con gran frecuencia
en el cultivo de Violeta Africana se caracteriza por la presencia de un moho
polvoriento de color gris que puede afectar a toda la planta, suele morir la parte

afectada. Se debe en general a excesos de humedad en el substrato. Alta
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humedad, poca iluminacion, poca circulacién de aire contribuye a la aparicion
de esta enfermedad. Las esporas del patdgeno son esparcidas por contacto
directo entre hojas. Acompafando la infeccion generalmente aparecen dafio por
nematodos, controlando la plaga ayuda también a la enfermedad, aun asi no se
puede descartar el uso de fungicidas foliares (The American Phytopathological

Society, 1999).

Existe también la posibilidad de que haya dafios a la altura del peciolo,
este se reconoce por la coloraciéon café-anaranjado, o como un color de
oxidado, alrededor de las zonas donde el peciolo este con contacto con el borde
de la maceta o con el suelo. Esto es agravado por la acumulacion de
fertilizantes o sales en el sustrato, o en el borde de la maceta, es posible
prevenir este efecto cubriendo el borde de la maceta con aluminio, o con riego

intermitente (Espinoza, et al, 2005).

Otro dafio en la fisiologia de la planta puede ser un repente aparicion de
anillos amarillos o blancos, que ocasionalmente aparecen sobre las hojas,
debido a un estrés por un cambio de temperatura extrema, esto puede ser
cuando se ha dado riego con agua mas fria a la temperatura ambiente. Esta
condicion es conocida como clorosis y puede ser evitada regando
cuidadosamente las plantas, con agua ligeramente mas caliente que el

ambiente (Soto & Vega, 2011).

Las violetas que han sido infectadas por nematodos que atacan a

segmentos nodales de la raiz tienen una apariencia débil, y la formacion de
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protuberancia en la raiz o en hojas. Oidio es una enfermedad flngica que se
caracteriza por el brote de una substancia grisacea clara, de consistencia
polvorienta que crece a lo largo de los tallos y peciolos. Las consecuencias es
la disminucion en la vida de las flores y no permite el crecimiento de la violeta.
Oidio crece a temperaturas bajas, alta humedad, y aire estancado. La mejor

cura es la circulacion de aire (Soto & Vega, 2011).

Una plaga predominante en estos cultivos también es la presencia de
Mosca Blanca que son pequefios insectos voladores de color blanco, casi
transparentes, absorben las partes tiernas de las plantas y la debilitan. Suelen
situarse en grupos en el envés de las hojas (The American Phytopathological

Society, 1999).

La cochinilla algodonosa por su parte se reconoce por las hojas con el
envés cubierto de pequefios insectos algodonosos, blancos y blandos, que
desprenden melaza y se protegen con una capa de cera. También pueden
situarse a lo largo de los tallos de la planta. Los pulgones y las cochinillas se
pueden eliminar facilmente con productos fungicidas e insecticidas especificos

(The American Phytopathological Society, 1999).
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1.4.3 Descripcion histolégica de hojas y peciolo de Saintpaulia ionatha

La violeta Africana, ha sido blanco de diferentes estudios pues ha
despertado especial interés por la facilidad con la que puede regenerar plantas

a partir de una seccion de peciolo o hoja (Naylor & Jhonson, 1937).

Figura 3 Corte trasversal del peciolo, indicando formacion de raices y de
hebras formadoras de hojas (Naylor & Jhonson, 1937).

En un corte transversal de peciolo se puede observar que esta
compuesto de células parenquimatosas a través de las cuales existen hebras
de tejido vascular que se extiende entre el haz vascular dl peciolo y una hoja, a
partir del cual se generan nuevas hojas, estas hebras se encuentran dispuestas
en forma de media luna, con las puntas dirigidas hacia la superficie superior del
peciolo. Las puntas de las hebras se encuentran muy cerca de la superficie y

son mucho mas pequefas que las otras (Naylor & Jhonson, 1937).
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Las células del xilema con pared celular delgada son abundantes,
especialmente en las hebras vasculares mas largas, y son encontradas siempre
dentro del margen de la media luna y hacia la parte superior del peciolo. El
floema no es altamente diferenciado, contiene algunas células parenquimatosas
y otras células pequeiias dificiles de identificar. Células con pared celular
delgada se encuentran en pequefios grupos distribuidos entre las hebras
vasculares de hojas, entre estas se puede distinguir células alargadas de pared
celular delgada, en las cuales el origen de la nueva planta tiene lugar. La
presencia de este tejido en hojas y la distribucion de los elementos vasculares

en los peciolos es un campo largo de estudio (Naylor & Jhonson, 1937).

La epidermis de la lamina de la hoja de Saintpaulia se distingue por
células grandes, con enormes vacuolas, con una delgada capa de citoplasma
periférico y un nucleo prominente, debajo de esta encontramos una capa de
tejido empalizado, reducido a una pequefia capa de ceélulas con forma de cono,
gue estan alternadas con abundantes cloroplastos; es interesante sefialar que
en las zonas jaspeadas de la zona laminar de las hojas las células empalizadas
son encontradas mas pequefias en tamafio y con menos cloroplastos que en

las zonas verdes (Naylor & Jhonson, 1937)

Pequeias hebras vasculares, son vistas directamente debajo de la capa
de tejido empalizado. Internamente estd compuesto por células
parenquimaticas, con forma irregular, distribuidas sin un orden especifico, y con

unos cuantos cloroplastos dispersos.
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1.4.4 Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos in vitro es una definicion genérica que incluye el
cultivo de protoplastos, de células, de tejidos, de érganos y de plantas. Estos
diferentes tipos de cultivo tienen como factor comun, el crecimiento en
condiciones estériles, en un medio nutritivo, generalmente gelificado, y en
condiciones ambientales controladas (temperatura, humedad y luz), y éptimas

(Pérez, 1998).

El cultivo in vitro constituye un conjunto de técnicas cuyas aplicaciones
son muy utilizadas en la actualidad, gracias a lo cual se ha podido obtener
distintos tipos de cultivos partiendo de cualquier tipo de explante (una seccién
de la planta madre o donadora) en un medio nutritivo artificial y con condiciones
controladas imitando, en lo posible, las condiciones originales del campo (Roca

& Mroginski, 1993).

El cultivo de tejidos es de mucha utilidad en la micro propagacion,
permite la multiplicacion masiva de una especie de interés, o de un individuo
especifico cuyas caracteristicas sean de utilidad mantener, importante también
para el saneamiento y conservacion de nuevas variedades especialmente
aquellas susceptibles a determinadas patologias. Las plantas con estas
caracteristicas, libres de patdgenos, adquieren un alto valor comercial, y son

requeridas por agricultores a pesar de su costo (Pérez, 1998).
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Otra ventaja desde el punto de vista comercial es que la
micropropagacion es una técnica de clonaje con la cual se necesita poco
espacio y se puede obtener plantas durante todo el afio. Desde el punto de
vista fisiologico los explantes adquieren un aumento en la produccion de brotes
laterales y de la tasa de mutilacion; hojas pequefias, entrenudos mas cortos y
tallos méas finos; una alta capacidad para enraizar y de formar raices

adventicias; y una buena recuperacion del vigor en el crecimiento (Pérez, 1998).

Dentro del proceso de cultivo de tejidos, podemos diferencias varias
etapas, que abarcan el ciclo completo de la multiplicacion de plantas in vitro; La
mayoria de especies vegetales cumplen plenamente con el esquema, sin
embargo de acuerda a las caracteristicas de la planta pueden sufrir
adaptaciones o simplificaciones. La primera etapa, también conocida como fase
0 es la seleccion de la planta madre, donde se elige la planta donadora de
explantes, que por lo general es escogida por ser una planta élite, o con
caracteristicas de interés, con el fin de obtener cultivos asépticos es
recomendable mantener durante algun tiempo a la planta donadora en un
ambiente controlado, con un grado nutricional monitoreado para permitir asi un

crecimiento vigoroso Y libre de patdgenos (Castillo, 2008).

En seguida tenemos la etapa de desinfeccion, o fase 1, en la que la
porcion de la planta que se va utilizar pasa por un proceso de desinfeccion que
permite eliminar los contaminantes mas comunes como son bacterias, hongos,

insectos y rastros de tierra, para luego ser introducido al ciclo del cultivo in vitro
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en una segunda fase conocida como establecimiento, donde se busca la
sobrevivencia, regeneracion y crecimiento del explante en un medio de cultivo
estéril adecuado, si el explante sobrevive y su indice de contaminacion es
inferior al 10% se procede a la multiplicacién de brotes, en esta tercera fase se
espera que las porciones de plantas introducidas generen brotes, axilares o
adventicios, con varias hojas, para ser cultivados en un nuevo medio,
permitiendo asi generar el nUmero de plantulas requeridas, con las mismas

caracteristicas de la planta madre (Henny & Chen, 2012).

Cunado las plantas hayan alcanzado un tamafio aproximado de 2 cm se
lleva a una cuarta fase donde se busca un medio de cultivo adecuado que le
permita generar raices con el fin de obtener plantas completas que sean capaz
de captar sus propios nutrientes y que al finalizar la quinta y dltima fase, de

aclimatacion, sean capaz de sobrevivir en el campo (Castillo, 2008).

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios
ambientales, de manera que este proceso de adaptacidn es critico para el éxito
de cualquier ensayo. En la fase de aclimatacién, las plantas sufren cambios de
diferente tipo que permitirdn la adaptacion para vivir en condiciones naturales,
se debe considerar que las plantulas in vitro estdn adaptadas a ambientes con
humedad relativa muy elevada, y generalmente tienen estomas que son
completamente funcionales, haciendo mas dificil que la planta se adapte
facilmente a bruscos descensos de humedad (Castillo, 2008). Se debe tomar en

cuenta que hay una gran cantidad de tejidos que no crecen en medios
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Unicamente con sales minerales y vitaminas ya que Unicamente creceran
cuando se les suministre alguna sustancia reguladora de crecimiento como las

auxinas, citoquininas, giberelinas y sustancias similares.

1.4.4.1 Medio de Cultivo

Cuando un porcién de la planta ha sido aislado, con fines de su
regeneracion, no puede recibir por si solo los nutrientes u hormonas de la
planta, por lo que se debe proveer al explante las sustancias necesarias para

gue pueda crecer in vitro (Roca & Mroginski, 1993).

La composicion del medio nutriente, dependera de lo que se quiera lograr
con el explante, como puede ser obtener un tejido des diferenciado (callo),
crecer yemas y raices, u obtener embriones somaticos para producir semillas
artificiales. Para crecer, las células requieren una variedad de nutrimentos
organicos e inorganicos; estos requerimientos se demuestran faciimente en
organos y tejidos extirpados de plantas superiores e inferiores (Roca &

Mroginski, 1993).

Los medios comunmente son suplementados con hormonas, cuando se
desea un crecimiento o una diferenciacion celular. El medio base contiene
macro nutrientes (H, O, P, K, N, S, Ca y Mg) y micro nutrientes (B, Zn, Mn, Cu,

Mo, Fe, Cl), sales, una fuente externa de carbén como la sacarosa, y una o dos
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vitaminas, en especial tiamina. La seleccion y modificacion de un medio de
cultivo apropiado ha sido simplificado gracias a los esfuerzos de Philp R., White,
K.V. Thimann, Flke Scoog, Carlos O. Miller, Toshio, Murashige, y sus
estudiantes y colegas. La formulacién de sales en el medio conocido como MS
(Murashige y Skoog), publicado en 1962, representa uno de los mayores logros,
facilitando grandes avances a la agricultura y a la biologia (Roca & Mroginski,

1993).

Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que tienen en
comun la capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento celular; sin
embargo, se ha encontrado al mismo tiempo que promueven la division celular
en el cultivo de tejidos; como ejemplos representativos tenemos: AlA (Acido
indolacético), AIB (Acido indolbutirico), 2,4-D (Acido 2,4 diclorofenoxiacético),

entre otros (Roca, W. & Mroginski, L., 1993).

Las citoquininas comprende el conjunto de sustancias que promueven la
division y la diferenciacion celular, entre los mas utilizados tenemos: BAP
(Bencilaminopurina), ZEA (Zetina), KIN (Kinetina), entre otras. Las giberelinas
comprenden un grupo muy selecto de sustancia que provienen del hongo
Gibberella fujikuroi. Estas sustancias son capaces de intervenir en el
crecimiento de muchas plantas ocasionando especialmente un alargamiento

celular que de otra forma no ocurriria (Roca & Mroginski 1993).

El etileno es una molécula gaseosa, presente en algunos seres Vvivos

como las plantas, bacterias, ademas de musgos, helechos y otros organismos,
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dentro de las especies vegetales esta molécula actiia como una hormona en el
reino animal actla como una hormona cuyos principales efectos son la

expansion celular y la induccion a la floracion (Beyer, et al, 1990).

La expansion celular genera un efecto conocido como “triple respuesta”
gue se da como resultado de la expansion en hojas, la expansion lateral en
plantulas en germinacion con inhibicibn de la elongacion del epicotileo y
radicula y el incremento en la curvatura a nivel de la porcién cotiledonar (Jordan

& Casaretto, 2006).

El etileno no solo es conocido por su gran influencia en la floracion, sino
gue a nivel comercial ha sido de gran ayuda para la sincronizacion del tamafio y
madurez de la fruta, para lograr que las cosechas se puedan realizar en una

sola recoleccién (Jordan & Casaretto, 2006).

El hecho de que el etileno se encuentre de forma gaseosa, facilita su
transporte, incluso puede llegar a lugares mucho mas distantes a el lugar donde
se produjo la sefial que estimulo su produccion, conjuntamente ha sido de
interés la forma de causar efectos con concentraciones tan bajas, comiunmente
son encontradas concentraciones menores a 1 ppm. Se presume ademas que
estaria relacionado con la accion de auxinas dado que en presencia de ésta,

etileno incrementa sus efectos (Jordan & Casaretto, 2006).

El &cido abscisico por su parte es también una fitohormona que esta

implicada en multiples procesos fisiolégicos como regulacién de crecimiento,
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dormancia de semillas, germinacion, senescencia, divisién celular, control de la
apertura de estomas y respuestas a estreses ambientales como sequia,
salinidad, baja temperatura, atagque por patdgenos y radiacion ultravioleta

(Jordan & Casaretto, 2006).

En 1960 fue reportada por primera vez la hormona ABA (acido abscisico)
tras estudios realizados en dormancia de yemas y abscision de frutos los
estudios fueron realizados en algodoén. (Addicott & Carns 1983; Leung &
Giraudat 1998; Assmann & Shimazaki 1999). ABA controla muchos aspectos
importantes del desarrollo de la planta, incluyendo la sintesis de proteinas y
lipidos de almacén en semillas, la adquisicion de la tolerancia de semillas a la
desecacion y la inhibicibn de la transicion a germinacion y crecimiento

reproductivo.

En los afios 70, fue descubierta una nueva hormona, extraida del polen
de nabo (Brassica napus), al descubrir que sus extractos promovian la
elongacién de entrenudos en plantulas de frejol. Se estima de 40 kg polen de B.
napus se pudieron aislar 4 mg de un compuesto cristalino activo, capaz de

inducir crecimiento (Jordan & Casaretto, 2006).

La primera brasinolida identificada fue en 1979, seguida de castasterona
en 1989; para el 2013 se conoce alrededor de 60 brasinoesteroides en diversas
especies vegetales. Muchas de ellas han sido aisladas de brotes apicales y
tejidos vegetativos activos de plantas jovenes, y de semillas (Bajguz & Tretyn

2003).
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Sus efectos fisioldgicos son variados, entre los mas destacados
encontramos el crecimiento, diferenciacién, Morfogénesis, tolerancia a estrés
bidtico y abidtico y genera un aumento de la productividad en cultivos. Se cree

ademas que es un potenciador de auxinas y citoquininas (Hoyos, et al, 2008).

Las poliamidas son un grupo de reguladores de bajo peso molecular,
alifaticos nitrogenados con diversos efectos sobre el crecimiento, la division, y la
diferenciacion celular, estan presentes en concentraciones mas altas que el
resto de hormonas. Sin embargo, se les considera también mediadores de la

accion de otras hormonas (Beyer, et al, 1990).

Una caracteristica importante de estas moléculas es su caracter
policatiénico que le permite unirse a moléculas de carga negativa con mayor
facilidad, siendo un buen enlace de union con los grupos fosfatos, de acidos
nucleicos, u otros compuestos como componentes de pared celular (Hoyos, et

al, 2008).

Su papel fisiologico ha sido cuestionado ya que no se ha logrado
establecer una relacion entre su produccion en respuesta con algun tipo de
estrés. Sin embargo gracias a técnicas moleculares se ha logrado identificar a
muchas de ellas actuar en la tolerancia a sequias y a otras formas de estrés

ambiental (Beyer, et al, 1990).

Los jasmonatos, son un grupo de moléculas de origen lipidico con una

estructura molecular similar a la de las prostaglandinas en animales, el acido
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jasmonico, el principal de este grupo es, encontrado en una serie de respuestas
de estrés de las plantas hacia sefiales como heridas, ataque por patégenos y
plagas, exposiciones a sequia y ozono. (Creelman & Mullet, 1997; Farmer et al,

2003).

Los primeros estudios llevados acerca de los jasmonatos revelaron su
efecto como inhibidores de crecimiento, y promotores de senescencia en varias
de las especies vegetales, sin embargo se sabe ahora, que a méas estos efectos
el acido jasmodnico y sus estéreo isémeros, contribuyen también con el
desarrollo de las plantas (Creelman & Mullet, 1997). Por ejemplo se presume
gue el acido jasmonico (JA) contribuye a la germinacion de semillas, promueven
el cierre de estomas en condiciones de estrés, y la produccion de etileno, por
ende esté involucrado en los procesos de maduracién de frutos. Su ausencia en
contra parte afecta al desarrollo normal del polen e inhibe la germinacién del

mismo (Jordan & Casaretto, 2006).

Dentro de los efectos fisiologicos mas sobresalientes del &cido
jasmonico (JA) y sus derivados encontramos, el desarrollo de un sistema de
defensa a el ataque por agentes patdgenos, en hojas de papa por ejemplo,
estimula la resistencia al ataque de insectos otros efectos son muy parecidos a
los del acido abscisico (ABA), como la inhibicion de germinacién en semillas, la
degradacion de clorofila, senescencia y abscision de hojas (Creelman & Mullet

1997).
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1.4.5 Mejoramiento Genético

Considerada la gran importancia de las plantas, no sorprende que el
hombre se haya preocupado desde hace miles de afios por obtener tipos de
plantas superiores para satisfacer sus necesidades, mediante la aplicacion
intuitiva de procesos de seleccion. Sin embargo, estos intentos se
sistematizaron con el desarrollo de la genética (Cornide, 2001).

Los métodos convencionales para el mejoramiento genético han sido los
cruzamiento y la seleccion; complementados en ocasiones con técnicas
citogenéticas y de mutagénesis artificial. Sin embargo a medida que la década
de los ochenta avanzo, con ella el desarrollo cientifico, se inici6 la aplicacion de
la ingenieria genética molecular en la mejora de especies vegetales mediante la

utilizaciéon de plantas transgénicas (Novak & Brunner, 1992).

En los programas de mejoramiento de especies vegetales, se requiere un
sistema que involucre herramientas complementarias al sistema de mejora
convencional, buscando el aprovechamiento adecuado de la variabilidad
genética que se cuenta. En este grupo de herramientas se encuentran el cultivo
de tejidos in vitro, la induccion de mutaciones y la transformacion genética

(Novak & Brunner, 1992).
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1.4.6 Induccion de mutaciones

Las mutaciones inducidas en especies vegetales son procedimientos
utilizados desde hace mas de ochenta afios, que emplea mutagenos para
reorganizar la composicion genética sin modificar el genoma de las plantas que

permitan aumentar y mejorar su rendimiento (Novak y Brunner, 1992).

El cultivo de tejidos in vitro permite el manejo de grandes poblaciones y la
seleccion y clonacion de las variantes seleccionadas. Ademas, ofrece la
posibilidad de realizar en forma rapida los ciclos de propagacion con el
propésito de separar los sectores mutados de los no mutados del tejido tratado,
y permite un control de las condiciones fitosanitarias durante todo el proceso

(Predieri y Zimmerman, 2001; Ahloowalia, 1998).

Estas mutaciones no pueden ser dirigidas a un gen especifico, solamente
se limita al genoma preexistente, es decir que los genes que no existen no
pueden ser mutados ni eliminados. Entre los mutagenos que se utilizan para
esta técnica de generacion de variabilidad podemos encontrar agentes fisico o
guimico capaz de alterar o cambiar la informacion genética de un organismo e
incrementa la frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural (Konzak et

al., 1965).
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1.4.6.1 Mutadgenos quimicos

Se conocen varios productos quimicos que son mutagenicos, clasificandose
segun su modo de accion en (Novak y Brunner, 1992). Analogos de bases:
debido a su similitud estructural los analogos de bases como el 5-Bromouracilo
o la 2-Aminopurina se incorporan en el ADN que se replica en lugar de las
bases correspondientes timina y adenina. Cuando uno de estos analogos de
bases se incorpora en el ADN, la replicacion puede ocurrir normalmente aunque
ocasionalmente, ocurren errores de lectura que resultan en la incorporacion de

bases erroneas en la copia de ADN (Pabodn, 2011).

Existen una serie de agentes quimicos que reaccionan directamente sobre
el ADN gue no se esta replicando ocasionando cambios quimicos en las bases,
lo que provoca un apareamiento incorrecto, a continuacion se nombran algunos

agentes que reaccionan con el ADN:

Acido nitroso (HNO2).- Desamina la adenina a hipoxantina y la citosina a
uracilo. Debido a las distintas propiedades de apareamiento de los productos de

des-aminacion, se producen transiciones.

Hidroxilamina (NH20H).- Reacciona con la citosina donde el grupo amino
es reemplazado por un grupo hidroxilamino. Este derivado de la citosina se

aparea con adenina produciéndose transiciones GC ----> AT
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Otro grupo de productos quimicos que afectan al ADN que no se replica son

los agentes alquilantes, que incluyen el etil metano sulfonato (EMS), metil
metano sulfonato (MMS), dietil sulfato (DES), diepoxi butano (DEB), Nmetil-N-
nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), N-metil-N-nitroso urea y gas mostaza. Un grupo
interesante de sustancias, acridinas y bromuro de etidio, son moléculas planas
gue se insertan entre dos pares de bases del ADN, separandolas entre si.
Durante la replicacion, esta conformacién anormal puede conducir a micro

inserciones o micro elecciones en el ADN (Pabén, 2011).

1.4.6.2 Mutégenos fisicos

Entre los mutagenos fisicos méas importantes utilizados en radiobiologia
encontramos a los rayos X, La radiacion gamma, la radiacion beta, radiacion UV
y neutrones. El Cesio'®’ y ®°CO son las principales fuentes de rayos gamma
utilizados. El Cesiol37 es usado en muchas instalaciones teniendo en cuenta

que tiene una vida media mas larga que el ®°CO (Robert & Cherry, 2001).

En cuanto a la radiacién ultravioleta tiene una limitada habilidad de
penetracion en los tejidos por lo que el uso en experimentos biolégicos esta
restringido al tratamiento de esporas o granos de polen (Robert & Cherry,

2001).
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La radiacidén beta por su parte esta compuesta de particulas (electrones)
generadas en radiois6topos como el **P (Fosforo 32) y *S (Azufre 35).
Producen un efecto similar a los rayos X o gamma, pero con mas baja habilidad
de penetracion. Los neutrones, tienen un amplio rango de energia 0.1 a 10 eV y
son obtenidos de la fisién nuclear en un reactor nuclear con #*°U. Los neutrones
han mostrado ser muy efectivos en la induccion de mutaciones en plantas

(Robert & Cherry, 2001).

1.4.7 Radioactividad

La radioactividad fue descubierta en 1895 por H. Bequerel en Paris. La
existencia de nucleidos espontaneamente inestables se revela porque cuando
estos nucleidos se trasforman en otros diferentes emiten particulas
subatémicas dotadas de energia cinética elevada, las cuales pueden ser
detectadas directa o indirectamente gracias a los efectos que producen sobre el

medio circundante.

El fendbmeno de las transformaciones es conocido como radioactividad
(Rodriguez, 1978). Las publicaciones de Bequerel, interesaron a Maria
Sklodowska Curie y a Pierre Curie, quienes establecieron que la radiacion

emitida era proporcional a la masa del elemento radioactivo presente, y
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descubrié dos elementos quimicos radioactivos que hoy en dia los conocemos

como radio y polonio (***Ra, ?°Po) (Rodriguez, 1978).

La emision de radiaciones ionizantes es una caracteristica comun a muchos
atomos en cuyo nucleo el nimero de neutrones resulta escaso o excesivo, lo
gue les hace inestables. Esos atomos son llamados “radiactivos”. En ellos, las
ligaduras nucleares se transforman en busca de configuraciones mas estables,
a la vez que se libera energia, asociada a la radiacion emitida. Esta puede ser
de cuatro tipos fundamentales: particulas alfa (a), que consisten en dos
protones y dos neutrones, con capacidad limitada de penetracién en la materia,
pero mucha intensidad energética; particulas beta (), que son electrones o
positrones procedentes de la transformacién en el nucleo, algo mas penetrantes
aunque menos intensas; radiacion gamma (y), que es radiacion
electromagnética del extremo mas energético del espectro, por tanto muy
penetrante; y neutrones, que al no poseer carga eléctrica también son muy
penetrantes (Rodriguez, 1978). La intensidad de las transformaciones
radioactivas disminuye con el tiempo segun las leyes fijas (Rabin & Gonzalez,

2011).

Los sefiores Curie concluyeron que ningun agente fisico tal como
temperatura, presion, electricidad, magnetismo, etcétera, era capaz de afectar
la intensidad de las transformaciones, lo que nos permite, hoy en dia, entender
la diferencia entre trasformacion quimica y radioactiva. La primera es una

trasformacion interatomica y la segunda es nuclear (Rodriguez, 1978).
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El tiempo requerido para la actividad de una masa cualquiera de un
determinado nucleido radioactivo decrezca una fraccion determinada, por
ejemplo 20% de la actividad inicial, es siempre el mismo. Esto significa que
cada nucleido tiene un ritmo propio, constante de trasformacién. Se acostumbra
a adoptar la fraccién %2, es decir, la disminucién a la mitad de la actividad
original. El tiempo necesario para que eso ocurra se denomina periodo de semi

desintegracion (Rabin & Gonzalez, 2011).

La radiacion produce a su paso electrones, iones y moléculas excitadas. La
energia de la radiacion incidente en un medio es en parte gastada en la
ionizacion, en parte “reaparece” como parte energia cinética de iones y
electrones, y en parte como energia de excitacion. La repeticion secundaria, de
los procesos conduce a la disipacion final de gran parte de la energia como
calor; el resto produce cambios quimicos y, en solidos, cambios en la estructura

cristalina del material (Robert & Cherry, 2001).

1.4.7.1 Efectos biolégicos de la radiacion.

La absorcion de la radiacion por la materia viva depende tanto de la calidad
y cantidad del haz de radiacion como de la estructura y composicion del tejido
absorbente. Mediante dos procesos: ionizacion y excitacion. Aunque la

excitacion de a&tomos y moléculas, en caso de que su energia supere la de los
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enlaces atdbmicos, puede causar cambios moleculares, el proceso de ionizacion
resulta cualitativamente mucho mas importante, puesto que necesariamente
produce cambios en los atomos, al menos de forma transitoria y, en
consecuencia, puede provocar alteraciones en la estructura de las moléculas a

las que éstos pertenezcan (Rodriguez, 1978).

Si las moléculas afectadas estan en una célula viva, la propia célula puede
verse dafiada, directamente si la molécula resulta critica para la funcion celular,
o indirectamente al provocar cambios quimicos en las moléculas adyacentes,
como por ejemplo mediante la formacion de radicales libres. El dafio celular es
particularmente importante si la radiacion afecta a las moléculas de acido
desoxirribonucleico, ADN o al acido ribonucleico mensajero mRNA. Estos dafios
pueden llegar a impedir la supervivencia o reproduccion de las células, aunque
frecuentemente sean reparados por éstas. No obstante, si la reparacion no es
perfecta, pueden resultar células viables pero modificadas (Robert & Cherry,

2001).

Una dosis absorbida de radiacion lo bastante grande para matar la célula
media en division de tejido animal, 2 gray (Gy), basta para originar centenares
de lesiones en sus moléculas de ADN (Ward 1988). La mayoria de estas
lesiones son reparables, pero las producidas por una radiacién ionizante
concentrada por ejemplo, un proton o una particula alfa, son en general menos
reparables que las generadas por una radiacion ionizante dispersada (por

ejemplo, un rayo X o un rayo gamma) (Goodhead 1988).
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“El dafio del ADN que queda sin reparar o es mal reparado puede
manifestarse en forma de mutaciones, cuya frecuencia parece aumentar como
una funcién lineal de la dosis, sin umbral, en alrededor de 5-10 por locus y por
Gy. El hecho de que la tasa de mutaciones parezca ser proporcional a la dosis
se considera indicativo de que una sola particula ionizante que atraviese el ADN

es suficiente, en principio, para causar una mutacion” (Robert & Cherry, 2001).

1.4.7.2 Efectos de radiacion ionizante en las plant  as

Se ha reportado que la radiacion ionizante induce respuestas morfolégicas
anormales, que no necesariamente estan relacionadas con aberraciones
cromosOmicas por si solas. De igual manera, algunos estudios en células
vegetales indican que dosis no letales de radiacion a células formadoras de
callo en plena actividad de division presentan mayor resistencia a dafios que
células de un meristemo marginal, esta afirmacion coincide con estudios
reportados por Bloom (1997) quien afirma que la mitosis celular, como se
conoce al ciclo de division celular, no es un factor de predisposicion a dafios por
la radiacion, se puede concluir basados en este hecho que el fenomeno de
division celular entonces no es un factor determinante en cuanto a la radio
sensibilidad de tejidos, todo indica que tanto la radio sensibilidad y el ritmo de

crecimiento dependen netamente de las condiciones fisiol6gicas del organismo.
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En cuanto a el tejido meristematico se hablan de dos efectos importantes en
cuanto a la radio sensibilidad del mismo, la primera, basada en distintos
estudios que van desde 1906 por Tribondeu y Bergonie quien realizé los
primeros de radiosensibiliad en planta a la actualidad, los autores de
investigaciones coinciden en que las células meristematicas presentan mas
dafio que células con una actividad celular menor y segundo se afirma que
existe la posibilidad que durante el crecimiento varios sistemas interinos o
componentes celulares son facilmente modificables que en otras células

(Bloom, 1997).

El patron de desarrollo de las células meristeméticas apicales empieza con
la division de células completamente uniformes en tamafio y contenido proteico,
seguido por células en division con sintesis de proteinas considerable e
hidratacibn moderada hasta llegar a elongacién sin divisién celular con poca
hidratacion con un aumento notable de proteinas y nitrégeno para finalmente
completar el proceso con un rapido aumento de hidratacion, y carbohidratos
pero una perdida completa de proteinas (Sparrow, 1989). Con tantos cambios
fisiologicos durante el proceso, no es extrafio encontrar distintos efectos de
varias células frente a distintos niveles de ionizacion, en este proceso se
sugiere que los efectos de dosis menores a letales se presentan como dafios
fisiolégicos en si, que a efectos genéticos irreversibles. Otro fenomeno que
debe ser puesto a consideracién es la reduccién en la produccién de auxinas

después de la exposicién a la irradiacion del tejido vegetal (Gordon, 1994).



34

Es importante tomar en cuenta que todos los cambios visibles, o palpables
son consecuencia de una secuencia de micro eventos, los fotones de la
radiacion ionizante son lo suficientemente poderoso para no discriminar
especies moleculares con las que interactia, dado que el citoplasma es una
estructura coloidal compuesta por tres cuartos de agua, por lo que se asume
gue la mayor parte de energia es trasferida a un sistema biologico se lo hace

por medio del agua (Sparrow, 1989).

El proceso se da por la eyeccion de un electron de la molécula de agua por
la colisién de un foton de alta energia, dando como resultado la formacion de
radical hidroxil, luego de varias colisiones el electron es finalmente capturado
para ceder un atomo de hidrogeno o radical. Los radicales sin carga (H, OH)
guimicamente son muy reactivos, son agentes altamente oxidantes y
reductores, que rapidamente pueden romper enlaces carbono-carbono o

carbono-nitrégeno (Sparrow, 1989).

En especies diploides una clara relacion fue expuesta entre el promedio del
volumen nuclear de células apicales meristematicas y la toleracion a la
exposicion cronica de radiacion gamma. Entre mayor es el volumen nuclear,
mayor es la sensibilidad a radiacion del nacleo y por ende de toda la planta. La
frecuencia de mutaciones somaticas por dosis de radiacion y el tamafio nuclear

estan directamente relacionadas (Gunckel, 1997).

Se ha descrito algunas mutaciones somaticas en cultivos vegetales cuyo

origen suponen una alteraciéon molecular sencilla, como es el cambio de color
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en los pétalos de muchas especies florales heterocigotos; en su mayoria, este
tipo de mutaciones son causadas por una delecion del locus dominante, en
muchos aspectos este evento se asemeja a las causadas por rompimientos de
cromosomas y no como mutaciones puntuales. la frecuencia de mutaciones
somaticas y deleciones cromosémicas es mayor durante periodos de

crecimiento lento, que en periodos de crecimiento rapido (Gunckel, 1997).

En el caso del desarrollo de estacas de flores, una respuesta interesante se
ha documentado durante el desarrollo de las estacas la mayor actividad de
crecimiento se da entre la segunda y cuarta semana de radiacion continua,
mientras otras mantuvieron un crecimiento acelerado durante tres meses, y
doblaron el tamafio de las plantas normales. Lo cual indica una clara

estimulacion de crecimiento (Gordon, 1994).

La exposicion cronica de varias planta usualmente expuestas a radiacion de
cobalto 60 ha producido en general la misma respuesta que aquellas expuestas
a rayos Xx., desde luego con algunas excepciones la respuesta en comun de

ellas ha sido la disminucién en la altura de las plantas (Sparrow, 1955).

Evidencias definitivas de los efectos de la acumulacion de radiacion fueron
descritas en Pino y Taxo, estas especies fueron expuestas durante un periodo
de 6 meses a bajas dosis de radiacion, (0,05 Gy) cuya respuesta fue la
expresion de efectos acumulados como severas deformidades morfoldgicas,
una grave inhibicion de crecimiento e incluso efectos letales. Existe una

correlacion para la dosis necesarias para generar un efecto inhibidor de
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crecimiento entre una exposicion aguda y una exposicion cronica, entiéndase
por exposicion crénica la exposicion continua de dosis baja, se requiere de
alrededor de 13 veces de la dosis cronica, para que las dosis agudas tengan el

mismo efecto (Gunckel, 1997; International Atomic Energy Agency, 2013)

1.4.8. Rayos Gamma

La radiacibn gamma es de naturaleza similar a la luz visible o a las ondas
de radio, se diferencia de estas por su longitud de onda muy corta (10"** m), por
tanto, un nivel de energia mas alto que la luz. Estas diferencias facilitan la
penetracion profunda de la radiacion gamma dentro de ciertos materiales

(Garcia, at al, 1989).

Tienen su origen en el nucleo excitado. A menudo, tras emitir una particula
alfa o beta, el ndcleo tiene todavia un exceso de energia que elimina en forma
de ondas electromagnéticas de elevada frecuencia. Cuando un ndcleo excitado
emite esta radiacién no varia ni su masa ni su hiumero atémico, solo pierde una
cantidad de energia proporcional a la frecuencia de la radiacién emitida (Garcia,

et al, 1989).

Como todas las demas formas de radiacion electromagnética, estas ondas

no tienen masa ni carga, e interaccionan con la materia colisionando con las
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capas electronicas de los atomos con los que se cruzan, perdiendo lentamente
su energia, por lo que pueden atravesar grandes distancias son capaces de
atravesar cientos de metros en el aire, el cuerpo humano y las materias de poca
densidad, asi como laminas de acero de hasta 10 cm de espesor y son
detenidas solamente por capas grandes de hormigén, plomo (espesores de 12
mm), o0 agua. Frente a su alto poder de penetracion, posee menor capacidad de

ionizacion que las particulas alfa y beta (Garcia, et al, 1989).

Es producida por materiales radiactivos como el tecnecio 99 o el °°CO
utilizados en medicina nuclear, o en distintas investigaciones en el area de

13

agronomia, y el cesio ™’ que se usa sobre todo para la calibracién de

instrumentos de medicion de radioactividad (Rodriguez, 1978).

1.4.7.3 Magnitudes y unidades de la radioactividad.

Las radiaciones ionizantes carecen de propiedades fisicas perceptibles para
los sentidos humanos, no poseen olor, sonido no son visibles ni tangibles, por lo
gue se pensar que no existen, o que no poseen ningun efecto biolégico. Sin
embargo, es posible identificar su existencia y energia por los efectos que
ocasionan, por su capacidad de ionizar la materia y de ser absorbidos por la

misma (IAEA, 2013).
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Para caracterizar de forma cualitativa y cuantitativa la radiacion y sus
efectos es necesario definir un conjunto de magnitudes con sus
correspondientes unidades. Los organismos encargados de esta materia cuyas
recomendaciones son ampliamente aceptadas son la Oficina Internacional de
Pesas y Medidas, son: la Comision Internacional en Unidades y Medidas de la
Radiacion (ICRU), y la Comision Internacional de Proteccion Radioldgica (ICRP)

(International Atomic Energy Agency, 2013).

Las principales medidas en radiobiologia son la exposicion, la dosis
absorbida y la dosis equivalente. Las magnitudes y unidades de exposicion son
las encargadas de valorar la capacidad de ionizacion que posee un haz de
radiacion, sus unidades son Culombio/kilogramo (C/kg). La unidad antigua es el
Roentgen definido como la exposicion producida por un haz de radiacion X o
gamma, que es absorbida en 1 cm?® de aire seco, en condiciones normales de
presion y temperatura. Sin embargo, las unidades de radiacion deben de
expresarse en tasas de dosis, es decir, dosis de radiacion por unidad de tiempo

(Robert & Cherry, 2001).

La dosis de absorcion, de cualquier tipo de radiacion ionizante, pretende
valorar la cantidad de radiacion que es absorbida por la materia. La absorcion
esta representada por una cesién de energia al medio, que conlleva la

desaparicion o pérdida de parte de su intensidad (Robert & Cherry, 2001).

La unidad antigua es el rad, extraiio nombre formado por las iniciales de

dosis de radiacion absorbida (radiation absorved dose). Surge por la necesidad
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de crear una unidad que sirviera para cualquier tipo de radiacién, y se definia
como la dosis de radiacion que depositaba 100 ergios de energia por cada
gramo de tejido. La unidad moderna en el Sl es el Gray (Gy) = 1J.kg-1. La
definicion de esta nueva unidad es sencilla: El gray es la dosis de radiacion
absorbida que equivale a 100 rads. La dosis absorbida, que es la magnitud
dosimétrica de mas interés, resulta valida para cualquier tipo de radiacion y
requiere la especificacion del material en el que se produce la interaccion

(Robert & Cherry, 2001).

La dosis letal media (DL50) es utilizada para expresar “aquella para la cual
la supervivencia es del 50% de los individuos 30 dias después de ser

irradiados” (Rodriguez, 1978).

La radio sensibilidad del material biolégico expuesto, nos permite determinar
la dosis apropiada a ser utilizada, esta viene dada por la respuesta fisiolégica
del material, lo primero es determinar la dosis que causa el 50% de reduccién
del crecimiento vegetativo. La condicion fisiologica de la planta, el dafio fisico
gue pueda recibir el explante por la manipulacién del mismo, contribuyen a la

radio sensibilidad de la especie (Predieri & Zimmerman, 2001).

Otra unidad muy considerada en la radiobiologia es la dosis equivalente,
esta unidad sefala la magnitud de los efectos biologicos, segun el tipo de
radiacion recibida. Esta diferencia de comportamiento ha llevado a definir una
cantidad llamada factor de cualidad (Q) para cada tipo de radiacion (Rodriguez,

1978).
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Se ha determinado un factor de Q = 1 para rayos x y gamma, y para las
otras radiaciones sus valores se puede conocer con detalle en la tablal. El
factor de cualidad es una medida de los efectos biolégicos producidos por las
distintas radiaciones, comparados con los producidos por los rayos X y gamma,
para una dosis absorbida dada. La unidad en el sistema internacional es el

Sievert (Sv)

Tabla 1.- Factores de cualidad de acuerdo al tipo de radiacién, para el calculo
de la dosis equivalente

TIPO DE RADIACION FACTOR DE CUALIDAD,
F.Q.
(rems/rad)
Rayos X, y rayos y 1
Particulas B y electrones 1
Particulas a 10-20°
Neutrones térmicos 5
Neutrones rapidos 10

*El valor depende de la

energia de las particulas alfa

Fuente: Rodriguez, 1978

Finalmente, es importante conocer la actividad (A) de un radionuclido, la
cual se define como el nimero de las transformaciones nucleares espontaneas
gue se suceden en el mismo en una unidad de tiempo, siendo su unidad de
medida en el sistema internacional (SI) el bequerelio (Bq), que corresponde a
una desintegracion por segundo. La unidad en el sistema cegesimal es el Curio

(Ci) que equivale a 3,7x1010 Bqg (Rodriguez, 1978).
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1.4.8 Microscopia Electronica

El principio de un microscopio electrénico es similar al de microscopio de
luz, pero, a diferencia de este, utiliza un haz de electrones para iluminar el
espécimen, esto es posible a causa de la longitud de onda de un haz de
electron, que es aproximadamente cien mil veces menor que de la longitud de
onda de la luz, esta diferencia permite revelar estructuras mucho mas

pequeias, como estructuras virales (Albretchsen, 1974; Hajibagheri, N. 1999).

Otra importante diferencia entre el microscopio 6ptico y el electrénico es el
uso de lentes electromagnéticos ajustables, a diferencia de los lentes de vidrio
ocupados para el microscopio 6ptico. La imagen dada por ME es visualizada ya
sea directamente por una pantalla fluorescente, o indirectamente por un
monitor, o fotografias tomadas con una camara interna. En el campo biolégico
nos brinda una herramienta util para identificar estructuras y componentes
celulares, en muestras vegetales, por ejemplo, se pueden observar desde una
fina capa de savia de una planta, hasta secciones ultra finas de tejido, cubierto

en resinas de epoxi o material similar (Albretchsen, 1974).

Existen dos tipos de microscopios electronicos, el microscopio electrénico
de transmision, TEM, por sus siglas en inglés (Transmission Electron
Microscope), el microscopio electronico de barrido, SEM, por sus siglas en
inglés (Scanning Electron Microscope). La diferencia radica en que mientras

gue en el microscopio electrénico de transmision la luz pasa atreves del
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espécimen y delinea su forma, en el de barrido, examina la superficie. La
resolucion de la imagen de un SEM es mas pobre que de un TEM, sin embargo
dado que la imagen generada por SEM se basa en un proceso en la superficie
a diferencia del de transmision, permite hacer buenas representaciones en tres

dimensiones de las formas (Albretchsen, 1974).

Los protocolos utilizados para estudios vegetales en microscopia electrénica
pueden variar notablemente en tiempo y recursos, mientras que la preparacion,
por ejemplo, de sabia puede ser realizada en 2 minutos, la preparacion de
secciones ultra-finos toma varios dias, la muestra debe ser estabilizada, o
llevada a un estado sélido donde se preserve la estructura de la muestra viva,
con una forma que permita el paso de electrones para su adecuada
observacion, para este fin se han propuesto distintas fases para la preparacion
de la muestra conocidas como fase de fijacion, deshidratacion, infiltracion y
embebimiento. Al finalizar estas fases las secciones deben tener un grosor
menor a 100 nm. Es importante sefialar que sin importar el tipo de espécimen,
las estructuras organicas, solo pueden ser vistas por un microscopio electrénico

de trasmision (Albretchsen, 1974).

La fase conocida como fijacion y pos fijacion tiene como fin la estabilizacion
del material biologico para detener la actividad celular sin alterar la estructura
interna y externa de la muestra. Seguida de una fase de deshidratacion cuyo
objetivo es la sustitucion graduada del agua presente en la muestra por un

solvente compatible con la resina, como alcohol o acetona. Finalmente para el
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embebimiento se necesita la infusion del material bioldgico con un soporte duro,
gue luego nos permita hacer los cortes ultra finos para observar su estructura

(Hajibagheri, N. 1999)

El material para ser procesado puede ser, suspensiones celulares,
particulas, cultivos, o tejido derivados de Organos. Para el microscopio
electrénico las ultra estructuras deben ser conservadas lo mas parecido a su
estado in vivo posibles. Esto se puede obtener ya sea por una fijacion quimica
como por una criofijacién; los aldehidos que forman enlaces con las proteinas
son los éptimos para la fijacion quimica, el glutaraldehido, es un dialdehido que
preserva bien la ultra estructura, pero penetra mas lento que los monoaldehidos
como es el caso del paraformaldehido. Cuando la preservacion es de pedazos
de materia, el glutaraldehido es recomendado, sin embargo es recomendable
usar una mezcla de los dos aldehidos para la fijacion de tejidos mas grandes

(Hajibagheri, N. 1999).

La fijacion secundaria o pos-fijacion es obtenida con tetra oxido de osmio
gue reacciona con lipidos no saturados, que brinda adicionalmente una tincién a
los fosfolipidos de a las membranas celulares. Este proceso es seguido de la
deshidratacion que se logra con una serie ascendiente de diluciones de alcohol,
atravesando diluciones con solventes que permita la fase d infiltracion de la

resina (Kuho, 200
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Capitulo 2: METODOLOGIA

2.1 Seleccion del material vegetal

Como material vegetal se utilizd plantulas in vitro, de Violeta Africana
obtenidas de las investigaciones del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales,
de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia, de la Escuela Politécnica de las

Fuerzas Armadas.

Fueron seleccionadas plantulas vigorosas de hasta 1 cm de alto, se
micropropago los ejemplares hasta asegurar homogeneidad en los individuos y
la asepsia del cultivo (Fig.2.1.1) ElI medio de cultivo que se utilizé para la
multiplicacion in vitro de violetas fue un medio sélido desarrollado por
Murashige y Skoog (1962), suplementado con 0,2 mg/l de kinetina; 2 mg/l de
AlA y 16 mg/ de tiamina, esterilizado en autoclave a 121 °C y 15 PSI por 30
minutos (Pierik, 1990). Los frascos permanecieron a una temperatura de 25 £ 1

°C y entre 50 y 60% de humedad relativa con un control total de asepsia.
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Figura 4. Explantes de Violeta Africana, material vegetal preparado para ser
irradiado

2.2 Célculo de la taza de dosis del irradiador

Para conocer la tasa de dosis al momento de la irradiacion, se hizo el
calculo basado en la ultima calibracion del equipo, el 22 de Octubre de 2007 en
el Informe Final de la Misién; “Evaluacion de las condiciones del Irradiador J.L.
Shepherd and Associates Inc. Modelo 109-68 No. 3003 de la CEEA y su
calibracion”, donde la tasa de dosis para esa fecha fue de 14.42 Gy/min. Para el

calculo se utilizé la siguiente expresion:

_En(Z)

T i
D:L.r = Do,r ¥ g ilz
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Donde, D,,= tasa de dosis al momento de la irradiacion, 2., = taza de dosis

inicial, para este caso en especifico se utilizara: 14.42 Gy/min, Ty, = tiempo de

vida media, (**Co: 5.271 afios) y t = tiempo transcurrido desde D, hasta
D,

(Rodriguez, 1978)

2.3 Dosis letal media

Los explantes de Violeta Africana fueron sometidas a 10 dosis de
radiaciones gamma: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 Gy, utilizando el

irradiador J.L Shepherd modelo 109 (Fig. 5), con su respectivo control (0 Gy).

Figura 5 : Irradiador de 60Co J.L. Shepherd modelo 109
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Inmediatamente después del proceso de irradiacion, los explantes fueron
subcultivados en un nuevo medio de micropropagacion detallado con
anterioridad (Pabon, 2011). Se sembrd un explante por frasco, que represento

la unidad experimental durante el ensayo

Se evaluaron, 220 explantes de violeta africana (20 por cada dosis) se
medid el crecimiento longitudinal, el nUmero de brotes de cada explante, el
namero de hojas y el porcentaje de sobrevivencia de cada plantula sometida a
radiacion, a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias después de haber recibido sus

respectivas dosis.

Para controlar el crecimiento longitudinal del explante, con ayuda de un
calibrador se midi6 el crecimiento vertical semanalmente durante 28 dias, tal

como se indica en la figura 6
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Figura 6.- Técnica utilizada para medir el crecimiento longitudinal de los
explantes

Para el conteo de hojas, se tomd en cuenta solo aquellas que conformen el
explante original, las nuevas hojas generadas pertenecientes a los brotes

adventicios no se tomaron en cuenta (Fig. 7)
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Figura 7.- Técnica utilizada para medir el crecimiento longitudinal de los

explantes
La taza de brotes se midi6 semanalmente, contando las porciones vegetales lo

suficientemente robustas para regenerar una nueva planta (Fig.8)

Figura 8.- Porciones robustas, consideradas como nuevos brotes

Al cabo de 35 dias se contabilizé el nimero de explantes sobrevivientes

para cada dosis, con el fin de establecer una curva de sobrevivencia (DL50) y
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extrapolar la dosis a la que el 50% de los individuos no sobreviven. Los datos

fueron linealizados mediante una regresion lineal.

Simultaneamente fueron cuantificadas bajo un disefio estadistico
completamente aleatorizado las variables: nimero de hojas, nimero de brotes y
crecimiento longitudinal. Para determinar el mejor tratamiento, que asegure, la
viabilidad, el crecimiento y la reproductividad de los explantes. Los datos
obtenidos fueron sujetos a un andlisis estadistico no paramétrico, para lo cual
se utilizé la prueba estadistica de Krustal Wallis con un nivel de probabilidad

p=0.05 evaluando cada una de las variables de respuesta por separado.

2.4 Evaluacion de efectos de dosis de radiacién no letales en el ciclo de

reproduccion in vitro de Violeta Africana

Una vez establecida la curva de dosis letal, se irradid 20 explantes, de
aproximadamente 1 cm de alto, con cada dosis que permitiéo una supervivencia

entre 70 y 100% incluyendo un blanco (0 Gy) (ver resultados, tabla 2).
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2.4.1. Micro propagacion

Los explantes irradiados fueron sembrados en medio para multiplicacion
de violeta, detallado al inicio de este apartado. Los brotes generados a partir de
las plantulas irradiadas fueron separados y subcultivadas en el mismo medio
de multiplicacién hasta alcanzar una poblacion de 50 nuevos individuos (M1V1)

para cada dosis de radiacion.

2.4.2 Enraizamiento

Luego de 60 dias de haber permanecido los explantes del subcultivo M1V1
en medio de multiplicacidn, se transfirio los explantes a un medio para enraizar,
para esta fase se utiliz6 un medio soélido desarrollado por Murashige y Skoog
(1962), enriquecido con 0,1 mg/lI de Tiamina, 0,5 mg/ml de acido nicotinico; 0,5
mg/l de piridoxina; 0,2 mg/l de BAP; 0,3 mg/l de AIB; 100 mg/l de mioinositol;
300 mg/l de carboén activado y 25 g/l de sacarosa; esterilizado en autoclave a
121 °C y 15 PSI por 30 minutos (Pierik, 1990). Se mantuvo los frascos a una

temperatura de 25 + 1 °C y entre 50 y 60% de humedad relativa.



52

Figura 9 .- Plantulas irradiados de Saintpaulia ionatha, en medio MS enriquecido
con 0,1 0,1 mg/l de Tiamina, 0,5 mg/ml de &cido nicotinico; 0,5 mg/l de
piridoxina; 0,2 mg/l de BAP; 0,3 mg/l de AIB; 100 mg/I de mioinositol; 300 mg/I
de carbon activado y 25 g/l de sacarosa,;

En esta fase de cultivo in vitro se llevd un control continuo de los
subcultivos, y se aislé quimeras, que fueron llevadas a un nuevo medio para
observar su comportamiento in vitro y en campo y describir su morfologia

celular mediante microscopia electronica.

2.4.3. Aclimatacion

Al cabo de 60 dias mas las plantulas in vitro fueron trasplantadas a un

sustrato de suelo compuesto por: tierra negra, cascajo y turba en una
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proporcion 2:1:1, respectivamente, la mixtura se autoclavé a 121 °C y 15 PSI

por 30 minutos.

Figura 10.- Preparacion de sustrato para aclimatacion de Saintpaulia ionatha.
A) Tamizado de Tierra negra B) Tamizado de Turba C) tamizado de cascajo D)
mixtura final del sustrato requerido para la aclimatacion.

Se aclimato las plantas en condiciones controladas, con una temperatura
de 25+2°C; una humedad relativa de 70-80%. La humedad relativa fue
alcanzada ya que se envolvi6 durante 31 dias los explantes en una bolsa
plastica, (fig. 11) y fueron regados 2 veces por semana (Norhayati D., et al

2008).
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Figura 11.- A) Primera semana en la aclimatacion de Saintpaulia ionatha, uso
de frasco de vidrio invertido B) dia 8-28 en la aclimatacion de Violeta Africana,
uso de bolsa plastica

Durante 60 dias, se valoré las variables porcentaje de supervivencia,
tamafio de la roseta, y numero de hojas, de las plantulas aclimatadas, se

realizaron cuatro tratamientos incluyendo un blanco.

Para medir el tamafio de la roseta, se utilizO el programa informatico
INFINITY ANALYZE, el crecimiento de la planta fue foto documentado a los O,

15, 30, 45 y 60 dias.
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Figura 12 .- Uso de Software para mediciones digitales de diametro A)
Programa Infinity Analyze, usado durante el andlisis B) Medicidon de fotografias
de explantes de Violeta africana con el Paquete Infinity Analyze.

El conteo del nimero de hojas se hizo de manera manual, recopilando datos

cada 15 dias durante 2 meses.

Figura 13- Numero de hojas durante la fase de aclimatacion de Saintpaulia
ionatha
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La supervivencia de las plantulas fue valorada quincenalmente, aquellas

cuyo sistema vascular estan dafiadas son consideras como no viables.

R/ /% 7 =
| = I 0 L

- ‘Ii{L

Figura 14.- A) Saintpaulia ionatha con el sistema vascular no viable, Necrosis
avanzada del tejido vegetal a los 21 dias B) Violeta Africana vigorosa a los 21
dias de aclimatacion

Con el fin de conocer las diferencias significativas entre las medias de
cada tratamiento los resultados, se sometieron a un andlisis no paramétrico
Krustkal Wallis, con un nivel de probabilidad de 0,05. La unidad experimental

fue un envase plastico de 0.25 litros, sembrado con 2 explantes
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2.5. Cortes ultra finos para observar la estructura vegetal con microscopio

electrénico de transmision.

El protocolo utilizado para observar cortes ultra finos de una seccion de
hoja de Saintpaulia ionatha, comprendié cuatro fases: Acondicionamiento

quimico, infiltracion y polimerizacion y cortes finos.

En la primera fase, de acondicionamiento quimico, se realizé cortes frescos
del material vegetal, en un tamafio inferior a 1 cm por lado, y se sumergié en
una solucion de glutaraldehido al 2% durante 16 horas, seguida de 2 lavados
con buffer fosfato acompafiada de una etapa de post fijacion donde se utilizé
tetra oxido de osmio (TOO), al 1% durante 60 min, seguida de dos lavados con

agua destilada (Del Hierro 2013).

Para culminar la primera fase se realizé la deshidratacion del material
vegetal con diluciones seriadas de etanol, para lo cual se sumergid las
muestras en una solucion de etanol al 30, 50,70, 80, 90 y 99,9% durante 1 hora,

la dltima concentracién se hizo por duplicado con un tiempo de 16 horas.
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Figura 15- Muestras vegetales utilizadas para realizar cortes ultrafinos. A)
Violeta Africana in vitro irradiada con 30 Gy B) Violeta Africana in vitro irradiada
con 30 Gy C) Violeta Africana in vitro sin haber sido expuestas a radiaciones. D)
Violeta irradiada con 20 Gy

Para la segunda fase, de infiltracion y polimerizacion, las muestras
deshidratas fueron suspendidas en una solucion 1:1 de acetonitrilo: etanol,
durante 1 hora en agitacion constante, a continuacion se sumergié la muestra

en acetonitrilo al 100%, 1 hora en agitacion, para luego ser llevada a una
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solucion de acetonitrilo: resina en una proporcion 2:1, durante toda la noche en

rotacion.

Pasadas 16 horas aproximadamente, se cambid la muestra a una solucion
de acetonitrilo: resina en una proporcion de 1:1 durante 8 horas en rotacion,
seguida de una proporcion 2:1 resina: acetonitrilo durante 16 horas mas. Para
finalizar esta fase se embebio las muestras en resina al 100% durante 8 horas,
seguida de una dultima transferencia a resina pura para ser llevada a la

incubadora durante 72 horas para la polimerizacion.

Figura 16.- Resina epoxi con muestra vegetal infiltrada



60
La infiltracion graduada se hizo con una resina epoxi de dureza mediana,
compuesta por 44.15% de EPON, 35,32% de DDSA, 17,7% de MNA y 2.83%

de BDMA (Kuho, 2007).

Finalmente la fase de cortes finos, requiri6 de la preparacion previa de
algunos materiales, entre ellos la elaboracion de cuchillas de vidrio para los
cortes. El equipo utilizado para este proceso, fue un cortador para vidrio de
microscopia RMC, cuyo producto es cuchillas triangulares de vidrio (Fig. 2.5.3).

Paralelamente se prepard los soportes para las muestras, mesh, bafiados en

oro (Fig. 2.5.3.)

Figura 17: A) Proceso de elaboracion de cuchillas de vidrio B) cuchillas de
vidrio para cortes de secciones finas
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Figura 18: Proceso de revestimiento de soportes de cobre con oro.

Para realizar los cortes finos con la ayuda de un micrétomo fue necesario
el tallado de la resina en forma de un trapecio, con la ayuda de un estéreo
microscopio se tallo la cara frontal de la resina procurando dejar una superficie

lisa, con la muestra en el centro del paralelogramo.

Los cortes fueron realizados por un ultramicrétomo, los primeros cortes semi
finos se lograron programando la consola electronica del ultra micrétomo de la
siguiente manera: la ventana superior e inferior de corte, la velocidad de corte
de 1.5 mm/s y el espesor de 0.5 a 1uy. Las secciones ultra finas fueron
obtenidas después de localizar en los cortes semifinos el area de interés para el
seccionamiento. Posteriormente, se programé en la consola electronica del ultra
micrétomo: la ventana superior e inferior de corte, la velocidad de corte de 1.0

mm/s y el espesor de 50 a 100 nm.
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Figura 19 .- Proceso para realizar cortes ultrafinos a) Tallado de la punta de la
resina en forma de un trapecio, visto a través de microtomo b) cortes ultra finos
con espesor de 70 nm vistos a través de microtomo, el color dorado de los
cortes indica

Luego de obtener los cortes, fueron fijados a los soportes o mesh, para que
las estructuras celulares puedan ser observadas se realiz6 una tincion doble
con acetato de uranillo al 1% vy citrato de plomo al 2%. Las muestras
previamente tefiidas, fueron introducidas en la porta muestras del TEM para
buscar y captar imagenes de cortes ultra finos que muestren la estructura

interna de las hojas.
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Figura 20 .- Tincion doble negativa. a) Cortes ultra finos sostenidos en un mesh
sumergidos en acetato de uranillo. b) Lavados con agua destilada, para la
remocion de exceso de los quimicos d) Tincion con citrato de plomo
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Determinacion de la dosis letal media sobre una poblacion de

Saintpaulia ionatha in vitro

El valor de la DLsp fue calculado sobre la base de la reduccion del 50% de
la regeneracion de las plantulas evaluado 5 semanas después de recibir las
dosis de radiacion; el mayor indice de mortalidad se present6 en la dosis de 90
Gy, con un porcentaje de supervivencia de 0%. La tabla 2 muestra los
porcentajes de mortalidad en cada dosis de radiacion, situando los valores de

DLso en las dosis de 53 Gy, al ajustar los datos a una regresion lineal.

Tabla 2.- Porcentajes de supervivencia de explantes in vitro de Saintpaulia
ionatha después de 5 semanas de evaluacion.

Dosis Plantulas Plantulas %
irradiadas sobrevivientes supervivencia

Blanco 20 20 100
10 GY 20 20 100
20 GY 20 18 90
30 GY 20 17 85
40 GY 20 13 65
50 GY 20 12 60
60 GY 20 9 45
70 GY 20 6 30
80 GY 20 1 5

90 GY 20 0 0

100GY 20 0 0
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En la presente investigacion se evidencio que el crecimiento de las plantas
decliné a medida que aumentaban las dosis de radiacion. En la grafica 3.1 se
observa que a partir de 40 Gy se produce una drastica disminucion en el
crecimiento de los explantes; se observa también la disminucién gradual en el
porcentaje de supervivencia a medida que la dosis de radiacién aumenta hasta

no presentar supervivenciaa 90y 100 Gy.

La curva de ajuste en base a la ecuacion de regresion mostro una alta
correlacion entre la mortalidad de plantas y la dosis de radiaciones gamma
aplicada, entre mas aumenta la dosis, menor es el porcentaje de supervivencia,
el coeficiente de determinacion para esta relacion (R2) fue de 0.9673. Los
explantes no irradiados (blanco), presentaron un 100% de regeneracion con

plantas de aspecto normal.

120
110
100
90 4 y=-11.682x+122.82
80 RZ*=0.9673

7O
60 -
50
40
30 -
20 -
10

Porcentaje de Supervivencia

-10
20 4

Dosis de radiacién

Grafico 1.- Curva de radiosensibilidad de cultivo in vitro de Saintpaulia ionatha
expuesta a radiacion gamma Co60
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3.2 Efectos de la radiacion sobre el coeficiente de multiplicacién in vitro

Se evalud la tasa de produccion de brotes, o coeficiente de multiplicacion
durante 5 semanas, y se observo que es dependiente de los tratamientos de

irradiacion.

Tasa de Brotes VS Dosis de Radiacion

Numero de Brotes
N

0 0 0 ! |
0 D 4 Y
0gy 100Gy 20gy 30gy 40gy 50gy 60gy 770Gy 80gy 90gy 100gy
Tratamiento

Grafico 1.- Diagrama de cajas representando la distribucion de datos para el
indice de brotes en cada dosis de irradiacion aplicada sobre el cultivo in vitro de
Saintpaulia ionatha evaluadas 5 semanas después de la irradiacion.

Los datos obtenidos fueron distribuidos para la tasa de brotes en un
diagrama de cajas que brinda la informacién sobre los valores minimos y
méaximos en la distribucion de los datos, e indica la existencia de valores

atipicos. Los puntos localizados fuera de la simetria de la distribucion sefalan
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la presencia comportamientos atipicos, es decir que dieron como resultado
valores muy alejados al resto de datos, lo que sugiere un comportamiento
unico de ciertos individuos de poblacion, en este caso frente a los efectos de la
radiacion. En el grafico 3.2 se presentan las medinas para el coeficiente de
multiplicacion, y la influencia de la dosis de radiacion sobre el mismo. Se
observé una disminucion de los brotes a medida que aumenta la dosis de
radiacion. La mayor tasa de brotes se registrd en la dosis de 10 Gy con un
coeficiente de 4 brotes por explante. Mientras que las dosis de 0 y 30 Gy
presentaron una mediana de 2 brotes por explantes y la dosis de 20 y 40 Gy
registraron una tasa de 1 brote por explante. A partir de estas dosis se puede

notar que la produccion de brotes es nula.

En la tabla 3 se enmarcan los resultados de un andlisis estadistico no
paramétrico del coeficiente de multiplicacion o niumero de brotes utilizando la
prueba Kruskal Wallis para conocer si los tratamientos tienen una diferencia
significativa entre sus medias, con un nivel de probabilidad de p=0.05. Los
resultados del analisis dividieron a los tratamientos en 5 grupos estadisticos
donde sus medias no tienen una diferencia estadistica significativa. El
tratamiento de 0 y 10 Gy pertenecen al mismo grupo estadistico presentando un
indice de produccion de brotes homogénea, simultdneamente 0 Gy pertenece al
mismo grupo estadistico que 30Gy mientras que 30, 20, y 40 Gy conforman un

distinto grupo estadistico, en cuanto a las dosis de 20, 40, 50, 60, 70 Gy se
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ubican dentro del cuarto grupo estadistico dejando a las dosis de 50, 60 70, 80,

90 y 100 Gy en el quinto grupo estadistico.

Tabla 3- Prueba de contrastes Krustkal Wallis para la variable Numero de
Brotes en las distintas dosis de radiacion evaluada a las 5 semanas despueés de

la irradiacion

Prueba de Krusgkal Wallis

Semana Variable tratamiento Medias D.E. Medianas H ja]
5 Numero de Brotes 0 gv 2,05 1,00 2,00 101,16 <0,0001
5 Numero de Brotes 10 Gy 4,05 1,19 4,00

5 Numero de Brotes 100 gy 0,05 0,22 0,00

5 Numero de Brotes 20 gy 1,40 2,21 0,50

5 Numero de EBrotes 30 gy 2,10 2,12 2,00

5 Numero de Brotes 40 gy 0,90 0,97 1,00

5 Numero de Brotes 50 gy 0,52 0,87 0,00

5 Numero de Brotes 60 gy 0,63 0,89 0,00

5 Numero de Brotes 70 Gy 0,35 0,49 0,00

5 Numero de Brotes 80 gy 0,00 0,00 0,00

5 Numero de Brotes 90 gy 0,05 0,22 0,00

Trat. Ranks
a0 gy e, 00
100 gy 63,88
o0 gy 63,88
70 Gy 27,13
50 gy 91,24
60 gy 99,09
40 gy 112,88
20 gy 114,43
a0 gy 143,86
0 gy 165,28 E
10 Gy 199,98 E

S
L= B B B B

Lo I |

=

Medias com wumae lebtra comins mo son sigmificativamente diferentes (p = 0, 05)

3.3 Efecto de la radiacion sobre el crecimiento lon

gitudinal in vitro
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Se valoro el crecimiento longitudinal de los explantes in vitro los resultados
reflejaron que a medida que aumenta la radiacion el crecimiento longitudinal se
ve afectado. La gréafica 3 representa en su diagrama de cajas las diferencias
entre las medianas del crecimiento apical, medido en centimetros, para cada
explante. Se puede observar la presencia de comportamientos atipicos para
esta variable en las dosis de 0, 20, 40, 50, 60, y 80 Gy, estos comportamientos
representan resistencia de ciertos individuos de la poblacién a los efectos de la
radiacion. Se puede identificar también un crecimiento homogéneo entre las
dosis de 0 a 30 Gy, y un decrecimiento a partir de 40 Gy hasta registrar valores

negativos a partir de las dosis de 80 Gy.

Tamario Vs Dosis de Radiacion

2,0
1,6
1,2

08 ]
08 06 0,6 06
03 . ]

0,4 0,0 0,1

0,0 0,2 0,1
0,0 §-0,2 :
0,4 1
08 1
12
16
2,0

C. Tamafio (cm)

0gy 10 Gy 20 gy 30 gy 40 gy 50 gy 80 gy 70 Gy 80 gy 90 gy 100 gy
Tratamiento

|:| C. Tamario {cm})

Grafico 2.- Diagrama de cajas para el crecimiento longitudinal de explantes in
vitro de Saintpaulia ionatha para varias dosis de radiacion gamma 60Co
evaluadas 5 semanas después de la irradiacion
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Estos datos fueron analizados con la prueba estadistica Krustkal Wallis para
identificar las diferencias estadisticas que puedan existir entre los distintos
tratamientos. En la tabla 4 se indican los resultados del analisis estadistico con

un nivel de probabilidad p=0.05.

Tabla 4 - Prueba de contrastes Krustkal Wallis para la variable Crecimiento
Apical en las distintas dosis de radiacion

Prueba de EKruskal Wallis

Semana Variable tratamiento Media=s D.E. Medisnas H jul
5 Z. Tamafio (cw) 0 gy 0,62 0,41 0,60 124,43 <0,0001
5 C. Tamafio [cw) 10 Gy o,52 0,27 0,60

5 C. Tamafio (cw) 100 gy -0,16 0,40 -0,10

5 C. Tamafio (cw) 20 gy o,79 0,41 0,65

5 C. Tamafio (cm) 30 gy 0,61 0,31 0,60

= C. Tamafio [(cm) 40 gy 0,42 0,33 0,30

5 C. Tamafio (cm) S0 gy -0,03 0,41 o,ao0

= C. Tamafio [(cm) 60 gy -0,05 0,85 0,00

5 Z. Tamafio (cw) 70 Gy -0,05 0,53 0,05

= C. Tamafio [(cm) 80 gy -0,11 0,25 -0,15

5 C. Tamafio (cm) 90 gy -0,20 0,16 -0,20

Trat. ERanks
a0 gy 44,70
100 gy 59,25
a0 gy 61,83
60 gy 76,75
5O gy a0,08
70 Gy G0, 55
40 gy 134,85
0 gy 159,23
10 Gy 160,90
30 gy 162,45
20 gy 176,20 C

Madias con wuna lebtra cominl no soi2 significativamente diferentes (p = 0, 05)

o

m o mm
11

El andlisis congreg6 los tratamientos en 3 grupos estadisticos con
comportamientos homogéneos. La dosis de 0, 10, 20 y 30 Gy no presentaron
diferencias significativas durante su crecimiento, siendo estos los de mayor

crecimiento apical. Simultdneamente las dosis de 0, 10 y 30 Gy pertenecen al
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mismo grupo estadistico conjuntamente con 40 Gy. Mientras que 50, 60, 70, 80,
90 y 100 Gy conforman el tercer grupo estadistico sin diferencias significativas

entre sus medias.

3.4 Efecto de la radiacion sobre el nimero de hojas in vitro

El nimero de hojas se evalud con el fin de conocer los efectos de la
radiacion durante el desarrollo del crecimiento in vitro de plantulas de violeta
africana. Para esta variable, el gréafico 3.4 registra la distribucion del variable
namero de hojas para las distintas dosis de radiacion. Se puede identificar
como a medida que la dosis de radiacion aumenta el namero de hojas
disminuye, y pese a que 0 Gy registr0 el mayor nimero de hojas en su
mediana, la dosis de 10 Gy tiene un maximo con un valor mas alto que el resto
de tratamientos, indicando que sus individuos registraron mayor numero de
hojas que el resto de tratamientos. De igual manera se reconocen

comportamientos atipicos para la dosis de 20, 30, 50, 60 y 80 Gy.
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Nuamero de hojas VS Doésis de radiacion
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-12,0
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Tratamiento

D Variacion ndmero de hojas

Grafico 3.- Diagrama de cajas para el Numero de hojas de explantes in vitro
de Saintpaulia ionatha para varias dosis de radiacién gamma ®Co

Con el fin de identificar las diferencias entre cada tratamiento, los datos
obtenidos fueron comparados con la prueba de contrastes no paramétrica de
Krustkal Wallis, cuyo resultado dividio a los tratamientos en 6 grupos cuyas

medias no son significativamente diferentes (tabla 5).

En el grupo A, se encuentran los tratamientos de 60 a 100 Gy, en el grupo B
se encuentran los tratamientos de 50, 60, 70, 90 y 100 Gy. Mientras que el
grupo C reune a las dosis de 50 y 40 Gy, el grupo D esta compuesto por las
dosis de 40 y 30 Gy, simultdneamente 30 Gy pertenece al mismo grupo con 20
y 10 Gy conformando el grupo D. Finalmente el grupo F estd compuesto por las

dosis de 20, 10y 0 Gy.
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Tabla 5- Prueba de contrastes Krustkal Wallis para el variable nimero de hojas
en las distintas dosis de radiacion in vitro evaluadas 5 semanas después de la
irradiacion

Prueha de Kruskal Wallis

Semana Variable tratamiento Medias D.E. Medianas H o
5 Variacion numero de hojas 0 gy 10,05 4,50 10,00 134,06 <0,0001
= Variacion niwero de hojas 10 Gy 9,20 5,99 7,80
5 Variacion numero de hojas 100 gy -0,25 1,07 0,00
5 Variacion niwero de hojas 20 gy 7,40 4,44 6,50
= Variacion nuwero de hojas 30 gy 4,90 3,28 5,00
5 Variacion numero de hojas 40 gy 3,30 2,98 3,00
= Variacion nuwero de hojas 50 gy a,90 1,89 1,00
5 Variacion numero de hojas 60 gy -0,31 3,53 0,00
5 Variacion niwero de hojas 70 Gy -0,10 3,81 0,00
= Variacion nuwero de hojas 80 gy -1,10 2,61 -1,00
5 Variacion nimwero de hojas 90 gy -0,60 0,82 -0,50
4rat. Ranks

50 gy 47,30 A

o0 gy 3,03 4 B

100 gy 65,20 4 B

70 Gy 71,18 L E

60 gy 72,72 A B

50 gy Sa.av E C

40 gy 125,93 C

30 gy 145,76 E

20 gy 167,78 E F

10 &y 172,28 E F

0 gy 155,08 F

Madias con wma letre comimy no son siguificativamenmte diferentas (p » O, 05)

3.5 Aclimatacion

Para conocer como afecta la irradiacion de los explantes in vitro a su

adaptacion en campo se evaluaron durante 45 dias las variables supervivencia,

namero de hojas, y tamafio de la roseta.

Las dosis que se escogieron para esta fase de la investigacion son aquellas

gue presentaron un porcentaje de supervivencia mayor al 70% (tabla 2). Estas

dosis son 0, 10 20 y 30 Gy.
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Durante el ensayo, se tomé en cuenta el indice de mortalidad de los
explantes aclimatados. La tabla 6 enlista los indices de supervivencia para cada
dosis durante la fase de aclimatacion. Se registré un indice de 0.88 de
supervivencia para los explantes que no han recibido dosis de radiacion alguna
(0 Gy), mientras que el menor indice de supervivencia se da con la dosis de 30
Gy registrando un indice de 0.64. EIl grafico 3.5 representa los porcentajes de

supervivencia para cada dosis.

Tabla 6.- indices de supervivencia en la fase de aclimatacion de explantes
irradiados in vitro con dosis de 0, 10, 20 y 30 Gy.

Tratamiento Explantes Explantes Explant es indice de
aclimatados viables no supervivencia
Viables
0 Gy 50 44 6 0.88
10 Gy 50 42 8 0.84
20 Gy 50 40 10 0.80

30 Gy 50 32 18 0.64
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% supervivencia
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Grafico 4.- Porcentajes de supervivencia en la fase de aclimatacion de
plantulas de Saintpaulia ionatha irradiadas in vitro.

3.6 Efectos de la radiacion sobre el numero de hoja s en fase de

aclimatacion

El nimero de hojas, alcanz6 su indice maximo a la dosis de 10 Gy. La
grafica 6 muestra el comportamiento de los explantes irradiados para cada
dosis de radiacion documentado cada 15 dias. Se puede observar como a partir
de la semana 0 de aclimatacion la dosis de 10 Gy presenta medias mayores
para el nimero de hojas, registrando de igual manera maximos en su
distribucion mas altos que para el resto de tratamientos de radiacion. Las dosis
de 0, 20 y 30 Gy, presentan un comportamiento bastante uniforme para esta
variable. De igual manera se observdé como a medida que las dosis aumentan el

rango de distribucién de los datos aumenta registrando valores negativos.
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Niamero de hojas Vs Radiacion

NUmero de Hojas
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Grafico 5.- Diagrama de cajas representando la distribucién de los datos
obtenidos cada quince dias para el niamero de hojas de los explantes
aclimatados previamente irradiados in vitro con las désis de 0, 10, 20 y 30 Gy
evaluado cada 15 dias

En la tabla 7 se indican los resultados de los datos llevados a un analisis
estadistico comparativo no paramétrico, en donde divide a los tratamientos en 2
grupos estadisticos, sin diferencias significativas entre sus medias. En el grupo
B se encuentra la dosis de 10 Gy, indicando que su comportamiento tiene una
diferencia significativa con el resto de tratamientos que se encuentran
agrupados en el grupo estadistico A. La media para estos tratamientos oscila

entre 10 a 13 hojas por explante
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Prueba de contrastes Krustkal Wallis para el variable nimero de
hojas de los explantes aclimatados previamente irradiados in vitro con las
dosis de 0, 10, 20 y 30 Gy, evaluados cada 15 dias

Pruebha de Kruskal Wallis

Variahle Dosiszs Medias D.E. Medisnas H 1]

i hojas 0 Gy 10,45 3,69 10,00 24,99 <0,0001
# hojas 10 Gy 14,29 7,61 13,00

# hojas 20 Gy 11,12 4,50 11,00

# hojas 30 Gy 11,76 6,37 11,00

Trat. Ranks=

0 Gy 565,04 A
20 Gy 389,07 4
30 Gy 410,60 4
10 Gy 489,67

B

Madias com wie letra comim no son siguificetivamente diferentes (p > 0, 08)

3.7 Efectos de la radiacibn sobre el tamafio de rose

aclimatacion

ta en la fase de

El tamafo de la roseta indica el area helicoidal de los explantes, que es

directamente influenciada por el area foliar de las hojas que conforman la

planta. Esta variable fue evaluada durante 6 semanas, y el analisis exploratorio

gue se pudo obtener de los datos tomados, registraron la media mas alta, 13,95

cm?, para la dosis de 20 Gy, tal como lo indica la figura 7. En esta figura el

diagrama de cajas sefala el proceso de crecimiento de la planta cada quince

dias para cada dosis de irradiacion recibida. El crecimiento de la roseta es

proporcional al tiempo, al igual que a la dosis de radiacion absorbida, entre

mayor es el tiempo y menor la dosis, mayor es el area de la roseta. Sin
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embargo la dosis de 10 Gy a lo largo de las semanas indica la presencia de
muchos individuos con comportamientos atipicos que alcanzan areas de roseta

mucho mas altos que el resto de individuos irradiados con diferentes dosis.

Tamaro Foliar Vs Radiacion

55,00
46,25
37,50
28,75

]

1395
20,00 s

Area cm?2

11,25 450330

2,50

-6,25

-15,00

Semana

E War Area-0 Gy I:‘ ar Area-10 Gy D War Area-20 Gy I:‘ ar Area-30 Gy

Grafico 6.- Diagrama de Cajas representando la distribucion de los datos
obtenidos cada quince dias para el tamafio de roseta de los explantes
aclimatados previamente irradiados in vitro con las dosis de 0, 10, 20 y 30 Gy
evaluada cada 15 dias

De igual manera, con el fin de conocer si los tratamientos de irradiacion
generan un comportamiento distinto en los explantes, se sometieron los datos a
un andlisis no paramétrico de Krustkal Wallis (Tabla 8) para este analisis se
considero la variacion de tamafio que presentaron las plantas entre cada
medicion hecha. Como resultado se dividieron a las medias en dos grupos
dejando la dosis de 20 Gy en un grupo estadistico distinto al del resto de

tratamientos, registrando la media mas alta. Mientras que 0, 10 y 30 Gy
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conforman un distinto grupo estadistico sin presentar una diferencia significativa

entre sus medias.

Tabla 8.- Prueba de contrastes Krustkal Wallis para el tamafio de la roseta de
los explantes aclimatados previamente irradiados in vitro con las dosis de 0,
10, 20 y 30 Gy evaluada cada 15 dias

Prueba de Kruskal Wallis

SJemana Variable Dosis Medias D.E. Medianas H .

& Var Area 0 Gy 6,153 11,01 4,50 17,54 0O,0005
G Var Area 10 Gy 4,53 9,12 3,31

& Var Airea 20 Gy 14,71 12,83 15,11

7 Var Airea 30 Gy 10,54 13,57 7,69

Trat. Ranks

10 Gy 85,26 &

o Gy 91,13 A

30 Gy 108,17 &

20 Gy 132,10 i

Medias com we letra comiml o 508 siguificativemente diferentes (p = 0,05)

3.8 Microscopia electronica

Ciertos explantes sometidos a irradiacion presentaron diferente
pigmentacion en la superficie de sus hojas, la pigmentacion foliar de explantes
gue no han recibido radiacion gamma exhiben una coloracion verde obscura
(figura 21 B), mientras la dosis de 30 Gy en uno de los individuos irradiados
presentd un color verde claro, incluso en algunas de sus hojas la mita color

verde obscura y la otra mitad color verde claro (fig 21 A).
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Figura 21.- Hojas de explantes in vitro A) muestra de hoja después de haber
recibido una dosis de 30 Gy, muestra Q1 B) muestra B1, hoja de explantes que
no han recibido radiacion in vitro

Las muestras preparadas para obtener cortes ultrafinos y ser observadas
por Microscopio Electronico de Transmisién (TEM) fueron procesadas con
distintos tratamientos con el fin de alcanzar una estabilizacién celular que
permita describir la morfologia celular lo mas parecido a su comportamiento in
vivo posible. EI primer ensayo, ensayo A, descrito en el apartado material y
métodos, permitid describir la estructura ultra fina de las células de hojas de un
explante testigo, o blanco (B1) es decir sin dosis de irradiacion. En las figuras
22 y 23 se ven los componentes celulares de la muestra blanco 1 (B1), las
organelas celulares en la muestra en la figura son; N: nucleo; P: pared celular;

ClI: cloroplastos; Mt: mitocondrias. El espesor de los cortes fue de 90 nm.
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Figura 22.- Célula vegetal de una seccion de hoja de Saintpaulia ionatha sin
tratamientos de radiaciéon con gran acumulacion de cloroplastos (Cl), con
presencia de mitocondrias (Mt), un nucleo prominente (N) y pared celular bien
definida (P). Bar=5 um

Figura 23 Citoesqueleto de célula vegetal de una seccidbn de hoja de
Saintpaulia ionatha sin tratamientos de radiacién con presencia de cloroplastos
(CI) y mitocondrias (Mt), un nucleo prominente (N). Bar= 2 um
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La figura 24 indica cortes de 1000 nm vistos con un microscopio Gptico con
un objetivo de 100x y 40x. La figura 24A muestra la estructura celular de la hoja
identificada como Q1, donde se puede identificar las paredes celulares, con
bordes irregulares vistos con un lente de 100x. En la figura 25B se puede
observar la estructura celular del tejido parenquimatico de reserva de la muestra
B1 a una magnificacion de 40x, mientras que la figura 25C permite ver las
células del tejido en una magnificacion de 100x indicando la gran cantidad de

plastos en su interior.

Figura 24.- Cortes de 1000 nm de seccion de hojas. Ensayo A A) Q1
magnificacion 100x B) B1 con magnificacion 40X C) B1 un objetivo de de 100x.
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Para el siguiente ensayo, ensayo B, se probé una infiltracién
experimentada para tejido humano (Guerra, 2012). En la figura 25 se ve la
estructura celular de una seccion de hoja de la muestra Q1 y la muestra B1. La
figura 25A indica células de la muestra Q1, cuya estructura no ha sido
conservada, se aprecia una fusion celular y una pérdida completa de la forma.
Las células son vistas con una magnificacién de 100x a un corte de 1000nm de
espesor. La figura 25B indica la estructura celular de una seccién de hoja de la
muestra B1, las células conservan su pared celular, y no se aprecia fusion entre
sus células, se distingue ademas dentro de las estructura acumulacion de
organelas celulares. El tejido es visto con un lente en aumento 100x a para

corte de 1000 nm de espesor.

) PORRTLA Y
& 3\

Figura 25.- Ensayo B. Cortes de 1000 nm de seccién de Hojas para A) Q1
vistas con un aumento 100x B) B1 vistas con aumento 100x.
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Con el fin de conseguir cortes apropiados para observar la estructura celular
se probé distintas durezas de resina, se prob6é una resina de consistencia

suave, media y dura. Los resultados de los ensayos C, D y E estan

representados en la Figura 26, la Figura 27 y la Figura 28

Figura 26.- Ensayo C con resina suave cortes de 1000 nm de seccion de
Hojas A) Q1 vistas con un aumento 100x B) B1 vistas con aumento 100x.

La Figura 26A indica un corte de 1000 nm de una seccion de hoja de Q1 con
una resina suave, se aprecia una deformacion celular y no se puede identificar
ningun organelo dentro de la célula. En la figura 26B se observa un corte de
1000 nm infiltrado con una resina suave donde con una magnificacion de 100x
se puede apreciar la forma celular, con un patrén reiterado de organelas al

interior de la célula.
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Figura 27.- Ensayo D con resina media, cortes de 1000 nm de seccion de
Hojas A) Q1 vistas con un aumento 100x B) B1 vistas con aumento 100x.

La figura 28 A y B indica cortes de 1000 nm de una seccion de hoja de Qly
B1 respectivamente con una resina de consistencia dura. Se aprecia en ambos
casos una deformacioén celular con la diferencia que en caso de la muestra B1
conserva sus organelas, en la figura B se identifica la presencia de cloroplastos

a su interior.

Figura 28.- Ensayo E con resina dura, cortes de 1000 nm de seccion de Hojas
A) Q1 vistas con un aumento 100x B) B1 vistas con aumento 100x.
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El ensayo F engloba los tratamientos realizados con una fijacién prolongada
con glutaraldehido al 5% en un buffer PBS 0.2M, durante 96 horas con
diferentes infiltraciones. La figura 29 indica cortes de 1000 nm vistos con un

aumento de 100x.

Figura 29.- Ensayo F que relne los tratamientos realizados con fijacion por un
tiempo de 96 horas con Glutaraldehido, lo cortes tienen un espesor de 1000 nm
A) seccion de Q1 vistas con un aumento 100x tratamiento Acetonitrilo como
agente de transicion B) Seccién de B1 vistas con aumento 100x tratamiento con
acetonitrilo como agente de transicién C) seccion de Q1 vista con un aumento
100x tratamiento con Oxido de Propileno como agente de transicién D) Seccién
de B1 vistas con aumento 100x tratamiento con oxido de propileno como agente
de transicion
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La figura 29 A y B indican secciones de hoja Q1 y B1 respectivamente,
infiltradas con acetonitrilo como agente transitorio. Se puede apreciar en el
corte de Q1 una deformacion celular mayor a la observada para el corte de B1,
gue conserva a mas de su forma celular, una acumulacion de organelas en su
interior. La figura 29 C y D indican secciones de hoja Q1 y B1, infiltradas con
oxido de propileno como agente transitorio. Se puede reconocer en la figura 29
C un estructura celular difusa, a comparacion de la figura 29 D que mantiene la
forma de sus células conservadas con una gran presencia de organelas en su
interior. La figura 30 indica un corte ultra fino de 170 nm de Q1, donde se
observd lo mismo que con cortes de 1000 nm, células deformes algunas de
ellas fusionadas, sin embargo se puede distinguir la pared Celular (P) y el

nacleo (N). El tejido es parte del ensayo F.

Figura 30.- Corte de 170 nm de la muestra Q1. El corte indica una deformacion
celular se reconoce la pared celular. (P) y el Nacleo (N). Bar: 2 um
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Para el ensayo G se probé con buffer cacodilato 0.1M para una concentracion
de glutaraldehido de 3%, sugerido en diversas bibliografias para cortes
ultrafinos (Penttila, A. et al 1975) realizando distintos tratamientos. La figura 31

ilustra los cortes de 1000 nm observados con un lente de 100x.

Figura 31.- Ensayo G que reune los tratamientos realizados con fijacién con
Glutaraldehido 3%, en buffer cacodilato 0.2 M lo cortes tienen un espesor de
1000 nm A) seccion de Q1 vistas con un aumento 100x tratamiento acetonitrilo
como agente de transicibn B) Seccion de Bl vistas con aumento 100x.
Tratamiento con acetonitrilo como agente de transicién C) seccién de Q1 vista
con un aumento 100x tratamiento con oxido de propileno como agente de
transicién D) Seccidn de B1 vistas con aumento 100x tratamiento con Oxido de
propileno como agente de transicion.
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Finalmente el ensayo H engloba distintos tratamientos con glutaraldehido al
2,5% adicionado con sucrosa al 4% (Fig 3.12 A y B) el proceso de fijacion
conservo la estructura celular del tejido parenquimatico de la hoja, en la figura
32 A se puede apreciar los nucleos y la pared celular, mientras que en la figura
32 B se observa la estructura celular, con presencia de organelos indefinidos en
su interior. En cuanto al tratamiento realizado con glutaraldehido al 2,5%,
Formaldehido al 1,5% y sucrosa al 4% (figura 32 C), se observa una buena

conservacion de la estructura celular con presencia de células nucleadas.

Figura 32.- Ensayo F reune los tratamientos realizados con fijacion con
Glutaraldehido 2.5%, en buffer PBS 0.1 M durante 2 horas los cortes tienen un
espesor de 1000 nm A) seccion de Q1 vistas con un aumento 100x B) Seccién
de B1 vistas con aumento 100x. C) seccién de Q1 vista con un aumento 100x.
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Capitulo 4: DISCUSION

4.1 Determinacion de la dosis letal media sobre un a poblacion de

Saintpaulia ionatha in vitro

Se ha reportado durante muchos afios que la exposicion de especies
vegetales a la radiacion gamma produce alteraciones capaces de generar
mutantes morfolégicos mutantes fisioloégicos y mutantes bioquimicos. Muchas
de las alteraciones confieren caracteristicas Unicas a los individuos expuestos.
Algunas de estas alteraciones pueden ser fatales, pero se ha reportado también
gue podrian ser beneficiosas; como en el caso de crisantemos, (Dendranthema
grandiflora) donde la radiacion ha generado nuevos colores de flor con dosis de
10 Gy (Othola-Gomez, et al, 2001), o la aceleracion en la germinacion de

Jatropha curcas con dosis de 425-430 Gy (Songsri, et al. 2011), entre otras.

Estudios anteriores en violeta Africana, (Wongpiyasatid, et al., 2007)
reportaron que la dosis Dlsp es de 56 Gy sobre esquejes de hojas irradiados con
dosis entre 0 a 100 Gy en campo, estos resultados son similares a los
reportados en la presente investigacion. Dlsy para una poblacion de Saintpaulia
ionatha in vitro fue de 53 Gy, es importante resaltar ademas que en los dos
estudios no se reportd supervivencia a dosis mayores de 80 Gy. Se ha

reportado para otras especies como Torenia fourmieri una disminucion de
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crecimiento a partir de 20 Gy. (Anchalee, 2011), Mientras que para un cultivo in
vitro de Anubias congenias irradiado con dosis de 0 a 100 Gy se reporté una
dosis DLsg 32.12 Gy, para especies irradiadas en su estado de semillas se
reportan DLsy de hasta 425 Gy para la germinacion de Jatropha curcas
(Songsri, et al., 2011) fortaleciendo lo publicado por Sparrow et al, (1961) que
mencionan que la rediosensibilidad en plantas es diferente para cada etapa de
crecimiento y que en general, el tejido vegetal de rapido crecimiento es
altamente sensitivo a dosis de irradiacion agudas, evidenciado también en la
presente investigacion, asegura también que el buen estado fisiologico de un

individuo contribuye a disminuir la rediosensibilidad de especies vegetales.

4.2. Efectos de la radiacién sobre el coeficiente d e multiplicacién in vitro

El coeficiente de multiplicacion es un parametro que permite tener nocion
del efecto de la radiacion a nivel bioguimico la produccién de brotes. Esta
directamente relacionada a la sinergia de dos reguladores hormonales,
citoquininas y auxinas, la accion conjunta de estas fitorhomonas permiten el
origen de diversos fendbmenos. El caso de encontrar una mayor concentracion
de citoquinas que auxinas el resultado sera la generacion de brotes, en contra
parte una mayor concentracion de auxinas dard como resultado la dominancia

apical y generacion de raices (Gordon, 1957).
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El cultivo in vitro puede controlar estas condiciones acelerando el proceso

de produccion de brotes, ciertas investigaciones dedicadas a conseguir una alta
produccidon de brotes en la propagacion de Saintpaulia ionatha han reportado
coeficientes de multiplicacion promedios de hasta 15 brotes por explante en un
medio MS enriquecido con 1.0 mg L* de AIAy 2.0 mg L* Zetina (Norhayati, et
al, 2008). El medio utilizado en el presente estudio fue un medio MS
suplementado con 0,2 mg L* de Kinetina; 2 mg L* de AIA, cuya tasa de brotes
para explantes sin irradiar (Blanco) es de cuatro por explante, resaltando asi la

importancia de los reguladores hormonales en la produccién de Brotes.

El grafico 5 indica el decrecimiento de la tasa de brotes a medida que
aumeéntalas dosis de radiacion. Gordon (1957) explica las posibles causas de
este fendmeno en su publicacion sobre los efectos de la radiacion ionizante en
plantas. Se ha evidenciado una disminucion en la produccion de fitohormonas
endogenas en plantas sometidas a radiacion, dando como efecto secundario la
disminucion de brotes, raices, o crecimiento lo cual es congruente con lo
expuesto en la presente investigacion donde a partir de la dosis de 20 Gy se
identifica una disminucion para el numero de brotes. Es importante recalcar,
gue las radiaciones ionizantes, en dosis altas causan dafos a nivel celular y de
DNA irreparables que no permiten la supervivencia de las plantulas, y por ende
en la produccion de Brotes, reflejado en la grafica 5 donde la produccion de
brotes a partir de 80 Gy es nula, la combinacién de estos dos efectos,

disminucion de hormonas y letalidad contribuyen a la disminucion de brotes
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Se conoce también que la radiacion puede ejercer un efecto de estimulo en
bajas dosis sobre la division celular (Sparrow, et al, 1961) en el presente
estudio se reportd que la dosis de 10 Gy presenta la mayor tasa de brotes,
destacando el aumento de actividad celular en los meristemos laterales que son

los directos responsables en la produccion de brotes.

La tabla 3 detalla los grupos estadisticos con comportamiento afines para el
namero de brotes, aquellos que registraron una tasa de brotes nula se
encuentran dentro de un mismo grupo. Sin embargo dentro de las dosis de 60 y
70 Gy existen individuos con un coeficiente de multiplicacion diferente a cero
pese a presentar media de cero, permitiendo que estas dosis pertenezcan
simultaneamente a otro grupo estadistico. La aleatoriedad de los efectos de la
radiacion (Kovacs & Keresztes, 2002) hacen posibles la sobrevivencia de
algunos individuos permitiendo incluso su propagacién, la curva de
radiosensibilidad modelada en la grafica 4 sefiala una sobrevivencia del 45 y
30% para las dosis de 60 y 70 Gy respectivamente explicando la presencia de

brotes en estas dosis.

Los comportamientos atipicos dentro de los individuos, descritos por puntos
fuera de la distribucion de los datos en el diagrama de cajas, como en el caso
de la dosis de 20 y 30 Gy, reiteran la aleatoriedad de los efectos de la radiacién
sobre cada individuo irradiado, generando comportamientos inusuales, es decir
distintos a la mayoria de individuos congregados dentro de un rango de

distribucion, como un coeficiente de multiplicacion de ocho brotes por explante
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registrado para la dosis de 30 Gy (fig. 3.2) estos comportamientos atipicos
indican la presencia de mutantes a lo largo de las dosis de irradiacion utilizadas

(Gunckel, 1957).

4.3 Efecto de la radiacion sobre el crecimiento lon  gitudinal in vitro

El crecimiento de las plantas esta determinado por la actividad de células
meristematicas, ubicadas en los apices de tallos y raices las mismas que en
respuesta a estimulos quimicos expresan division y elongacion celular. En el
proceso de crecimiento la elongacion celular es definido por movimientos
dirigidos por la luz, este fenomeno es conocido como fototropismo, resaltando
asi la importancia que tiene la luz en este proceso. La temperatura, también
juega un papel importante en el proceso, ya que se asocia una disminucién de
crecimiento con bajas temperaturas (Sparrow, et al 961). Sin embargo estos
factores, luz y temperatura, han sido excluidos en el analisis del crecimiento de
los explantes, ya que durante el proceso de investigacion las temperaturas
ambientales fueron controladas teniendo una temperatura constante de 25 + 1
°C y una intensidad luminica de 1000 Lx y 18 h diarias de iluminacién. No se
puede desconocer la contribucion de auxinas y giberelinas, dos reguladores de
crecimiento involucrado en el crecimiento apical de explantes, sin embargo ya

gue el medio de cultivo fue enriquecido con una alta concentracién de auxinas
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un dafo sobre su ruta metabolica solo podra ser evaluado en campo (Gunckel,

1957).

El indice de crecimiento de explantes de Violeta Africana mostré diferencias
casi imperceptibles durante el proceso de evaluacion de los efectos de la
radiacion gamma. En la grafica 3 se puede distinguir medias aritméticas
homogéneas, junto con una distribucion simétrica para las dosis de 0, 10, 20 y
30 Gy, sugiriendo asi que estas dosis de radiacidbn no ejercen ningun efecto
sobre la elongacion celular responsable del crecimiento. El decrecimiento a
partir de 40 Gy mostrado en la gréfica 3 esta directamente relacionado con la
radiosensibilidad de los explantes. Es reiterada la acumulacién de eventos
atipicos para la dosis de 20 Gy, al igual que en el caso de la tasa de brotes

donde se evidenci6 el mismo fendmeno.

La tabla 3 dividi6 los tratamientos de irradiacién en 3 grupos, el grupo A que
registro los menores medias para el crecimiento, el grupo B que representa las
dosis con crecimiento homogéneo, y el grupo C que incluye la dosis de 20 Gy
pero excluye a la dosis 40 Gy, recalcando la diferencia entre los dos
tratamientos, debido a la letalidad de ciertas aberraciones inducidas por la

radiacion a partir de esta dosis.
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4.4 Efecto de la radiacion sobre el nimero de hojas in vitro

Violeta Africana es una especie vegetal compacta, de tallo corto que forman
racimos ovalados de flores cerca al suelo. La morfologia propia de la planta no
permite identificar con claridad brotes laterales, debido a la cercania entre
ellos. Se considerd durante la investigacion un brote al conjunto robusto de
hojas capaz de ser sub cultivado, por esta razén el nimero de brotes con el
namero de hojas esta intimamente relacionado, los dos provienen del mismo

tejido meristemético (Norhayati, et al, 2008).

Estudios similares sobre efectos de la radiacion ionizante en diferentes
especies cultivadas in vitro (Anchalee, 2011; Othola-Gomez, et al, 2001) han
reportado disminucién del nimero de hojas a medida que la radiacion aumenta,
evidenciando nuevamente los dafios mortales de la radiacidon sobre los
explantes. Durante la presente investigacion se vio que el necrosamiento de los
explantes por efectos de la radiacion empieza en el tejido vascular (tallo)
permitiendo que las hojas sean la ultima parte de la planta en ser afectada, es
por esto que los resultados mostrados en la tabla 4 divide a los tratamientos en
seis grupos estadisticos pues la aparente resistencia de las hojas a la radiacion
hace que los resultados presenten comportamientos distintos para los
tratamientos. El tiempo de valoracidon para esta variable, no permitié establecer

el ciclo final de los efectos letales de radiacion sobre las hojas.
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La tabla 4 indica que las dosis de 10 y 20 Gy no tienen una diferencia
significativo en cuanto a la produccién de hojas comparado con 0 Gy. No
obstante es importante revisar los expuesto por el analisis exploratorio (grafica
4) donde indica que pese a que el tratamiento de 0 Gy presenta la media mas
alta, 10 hojas por explante; la dosis de 10 Gy registra una distribucion mas
amplia indicando que parte de sus individuos alcanzaron valores maximos de
hasta 20 hojas por explante siendo este un valor mucho mas alto que lo
registrado por el resto de tratamientos. Este analisis exploratorio es reciproco
con lo reportado para el nimero de brotes donde los resultados sugieren que la
dosis de 10 Gy generan un estimulo en la division de te meristemos laterales

encargados de este fenomeno, produciendo mayor nimero de brotes.

La grafica 4 indica también comportamientos atipicos en la dosis de 20 Gy
para esta variable, congruente a lo expuesto anteriormente para el niumero de
brotes y el tamafio, los comportamientos atipicos sugieren grandes
probabilidades de encontrar mutantes, coincidiendo con lo expuesto por
Gonzéalez, (2005) quienes reportan una nueva variedad de Violeta Africana,

“Delia” obtenida a una dosis de 20 Gy (Gonzalez, at al., 2005).
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4.5 Aclimatacion

El proceso de cultivo in vitro inicia con la introduccion de explantes a
condiciones controladas y termina con la regeneracion de plantulas completas
capaces de sobrevivir en campo, es decir con la aclimatacion; la Udltima etapa
es la mas critica del proceso, ya que las condiciones fisiologicas de las plantas
son diferentes a la de plantas multiplicadas en campo, por ejemplo, la alta
humedad que hay en las condiciones in vitro provocando un escaso desarrollo
de cuticula que trae como consecuencia, una transpiracion extra cuticular el
momento de llevar los explantes a campo. Existen otras alteraciones
involucradas como el dafio sobre estomas que incide en dafios para el
intercambio gaseoso de la planta, sin mencionar que se vuelven seres
heterétrofos, ya que su medio de cultivo provee de todo los nutrientes
necesarios. La division celular, es otra funcion que también se ve afectada, por
el uso de fitohormonas que pueden acelerar el proceso de division celular

(Saifullah, at al, 2007).

Se debe asegurar un buen sistema radicular de las plantulas antes de ser
llevadas a campo, ya que de todos los factores mencionados dificultan su
adaptacion y si no posee un sistema que le permita absorber nutriente y
adherirse a su medio las posibilidades de sobrevivencia disminuyen,

confundiendo el efecto de la radiacion sobre estos (Lincon & Zeiger, 2006)



99

Existe poca literatura acerca de los efectos de radiacion de especies in vitro
comparando con su crecimiento in vivo, (Anchalee, 20110 ;Othola-Gomez, at al,
2001); sin embargo en base a lo expuesto reiteradamente acerca del dafio que
la radiaciones generan sobre las rutas metabdlicas (Gordon, 1957) de
reguladores de crecimiento, la presente investigacion pretendio identificar tales
alteraciones al aclimatar los explantes irradiados y comparar los parametros

supervivencia, nimero de hojas, y tamafio de roseta.

En cuanto a la supervivencia de los explantes, como se menciono
anteriormente al ser una etapa critica es posible encontrar un indice de
mortalidad para plantulas que no han sido irradiadas, como se indica en la tabla
6 donde para la dosis de 0 Gy se registra un 88% de supervivencia.
Publicaciones hechas sobre la regeneracion de cultivos in vitro de Saintpaulia
indican que el indice de regeneracion obtenido es bastante bueno
encontrandose en los rangos esperados. Taha, at al, (2008) reportaron una
supervivencia del 84% para Violeta Africana, otros estudios, en Anthurios por
ejemplo, publican porcentajes de 81% de sobrevivencia en esta fase (Morales,
et al, 2008), y diversa literatura manifiesta que los rangos esperados para una

buena aclimatacion van del 80 al 90%

La tabla 6 indica como los indices de sobrevivencia disminuyen conforme
aumentan las dosis de radiacién, No obstante las dosis de 0, 10 y 20 Gy se
encuentran dentro de los valores esperados, con sobrevivencias sobre el 80%.

La dosis de 30 Gy por otra parte presenta un porcentaje de sobrevivencia
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menor a lo esperado, sugiriendo la presencia aberraciones bioquimicas o
morfologicas que solo pueden ser identificadas en esta fase de crecimiento, que
podran ser mejor explicadas analizando el nimero de hojas asi como el tamafio

de la roseta.

4.6.- Efectos de la radiacion sobre el nimero de ho jas en fase de

aclimatacion

Como se ha mencionado, el tejido encargado de la regeneracién de la
planta, incluida la formacién de hojas es el meristematico; desde los inicios de
la radiologia estudios realizados en plantas, registran que este tejido es mas
sensible a efectos de radiacion que tejidos con una actividad celular menor de
igual manera se ha visto que durante el crecimiento muchos sistemas internos u
organelas celulares pueden ser afectados dando como consecuencias

diferentes patrones de crecimiento (Lincon & Zeiger, 2006) .

Tomando en cuenta que el efecto de la radiacion sobre ciertas rutas
metabolicas involucradas en la produccion de hormonas pueden ser afectadas,
o incluso la misma hormona puede ser modificada reduciendo su capacidad de
estimulo de crecimiento, el comportamiento homogéneo de la dosis de 20y 30
Gy es entendible, las primeras semanas presentan un pico de crecimiento

seguido de un crecimiento constante hasta la sexta semana de evaluacion,
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menor a el crecimiento de la dosis de 0 Gy. No se observa un decrecimiento
pese a la alta mortalidad registrada para la dosis de 30 Gy, esto refuerza lo
expuesto acerca de la capacidad de retencion de los reguladores de
crecimientos adicionados en el medio por parte de los explantes (Maike &

Alfermann, 2002).

El gréfico 3.6 permite observar que la dosis de 10 Gy presenta un
mayor numero de hojas desde la primera semana de aclimatacion
manteniéndose hasta el final de las observaciones; este resultado es similar al
comportamiento de las plantas in vitro donde la media mas alta de brotes y el
mayor numero de hojas se registré para dosis de 10 Gy. Indicando que dosis

bajas de radiacion estimulan division celular y la produccion de hojas.

4.7.- Efectos de la radiacion sobre el tamano de ro seta en la fase de

aclimatacion

El tamafio de la roseta se refiere al area que ocupan las hojas para formar
la parte area de la planta, esta afectada por dos caracteristicas importantes; el
namero de hojas y el area foliar. Los resultados indicados para esta variable
(tabla 8 y grafico 7) muestran un fenomeno interesante, pese a que el mayor
namero de hojas se evidencié en la dosis de 10 Gy, el mayor tamafio de

roseta se registra en la dosis de 20 Gy. Este resultado es comparable a
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estudios similares realizados en estacas de hojas de Saintpaulia ionatha con
tratamiento de radiacion gamma; donde los resultados indican que diametro de

roseta mas alto fueron obtenidos a 20 Gy (Wongpiyasatid, et al., 2007).

El area foliar de las plantas estéd relacionado con el desarrollo, es un
parametro muy importante dado que las hojas sintetizan los carbohidratos que
van a repartirse en los diferentes Organos ademas de ser las directas
responsables de la fotosintesis, por ende entre mayor es la superficie, mejor
eficiencia en el proceso (Kozlowsky, et al., 1991). La floracion, por ejemplo, es
un evento que depende claramente del area foliar ya que se requiere de mucha
energia para la maduracion de yemas florales, esta energia es producida al
interior de las hojas (Warnock et al, 2006). Estos resultados implican que ambas
dosis de radiacion ejercen un estimulo en la division celular de la planta, cada

uno en diferentes tejidos.

4.8 Microscopia electronica

La presencia de quimeras no es mas que un indicativo de la coexistencia de
distintas lineas celulares en un mismo organismo. Cuando se habla de lineas
celulares, se refiere a células con contenido de informacion genética distintas
unas de otras. La figura 21 indica una mutacion en una de las lineas celulares

gue conforman las hojas y muestran albinismo, la falta de color indican que no
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hubo una diferenciacion de cloroplastos sobre la capa dérmica trayendo como
consecuencia una nula produccion de clorofila, es interesante ver como la
distribucion de las dos lineas estan limitadas por la nervadura principal de la

hoja (Lincon & Zeiger, 2006).

A nuestro conocimiento no se ha reportado literatura sobre estudios en la
estructura ultrafina de hojas quimeras vistos por microscopio electrénico de
transmision. Los esfuerzos dedicados a este fin, han abierto un gran desafio
durante la presente investigacion sugiriendo que el albinismo encontrados esta
acompafado de diferentes alteraciones morfologicas y bioquimicas en los
componentes celulares, que dificultan su estabilizacion quimica, en las
siguientes lineas se buscara explicar las diferentes condiciones en las que las

muestras han sido procesadas con el fin de analizar su estructura.

El primer ensayo realizado (Fig. 3.8), fue elaborado con el protocolo
reportado en polen de tomate de arbol (del Hierro, 2013). Las diferencias
estructurales entre el polen y hojas han generado dificultades en la aplicabilidad

del protocolo en las muestras analizadas.

El polen es un dérgano expuesto a condiciones extremas durante largos
periodos después de ser liberados de las anteras, lo que conlleva una
estructura celular capaz de resistir tales dafos, la barrera de proteccion para
estas células es conocida como esporodermis. Las células vegetales de una

seccion de hoja por su parte, son la frontera de la planta con el medio ambiente,
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y las encargadas de asegurar el intercambio de gases, luz y nutrientes lo que
implica una pared celular constituida de celulosa un polisacarido altamente
selectivo que confiere rigidez a la célula, sin embargo no tan resistente como la
esporodermis, que estad constituida por exina e intina, péptidos sumamente

resistente a dafios (Lincon & Zeiger, 2006).

Entre las principales diferencia encontramos la presencia de cloroplastos y
una vacuola extensa para células de hojas, mientras que para las células de
polen una marcada diferencia es la presencia de dos nucleos, uno vegetativo y
otro germinativo. Estas caracteristicas confieren un gradiente osmotico distinto
para cada célula, dando como resultado el dafio celular al usar el mismo
protocolo para muestras como las obtenidas de los ensayos de irradiacion in

vitro (Maike & Alfermann, 2002).

Cabe resaltar, que en el ensayo A, las muestras blanco (B1) no reportaron
las mismas deformaciones que las muestras quimeras (Q1). La muestra B1
indica ademas (fig 3.2) gran presencia de plastos en su interior con un alto
contenido de granos de almiddn, este fendmeno es consistente con lo descrito
por Maike & Alfermann (2002) quien menciona que se ha observado para
varios cultivos que las fuentes de azucares Yy fuentes de carbono en general,
provistas por el medio, es absorbido por los tejidos para sintetizar polisacaridos
y en especial formacion de almidones como fuente de reserva en la estructura

celular.
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Las diferencias en las respuestas de las células de B1 y Q1 pueden ser
explicadas en base a las alteraciones fisiologicas que sufren las células en su
crecimiento in vitro y que pueden ser potenciadas por efectos de la radiaciéon
como se ha observado en el proceso de preparacion de estas muestras. Las
capas de células epidérmicas poseen paredes celulares rigidas con capas de
cutina, suberina o ceras a lo largo de la hojas, formando una gran barrera al
dafio ambiental, sin embargo las células encontradas en cultivo in vitro han
perdido estas caracteristicas estructurales presentando una capa de proteccion
mas delgada, evidenciado en las diferencias estructurales que pueden
aumentar la radiosensibilidad de las células (Fig 3.2; 3.3 y 3.4). El dafo
causado en las células de Q1 no permite realizar cortes ultra finos porque
implica ruptura celular por este motivo la grafica 3.4 indica cortes de 1000 nm

vistos en microscopio optico (Maike & Alfermann, 2002).

Los ensayo B, C, Dy E pretenden superar las dificultades presentadas para
realizar cortes ultrafinos, el ensayo B sigue el protocolo sugerido por Guerra
(2012) quien sugiere que para tejidos delicados, se debe probar con una
infiltracibn graduada que asegure el reemplazo completo del agente
intermediario (acetonitrilo) sin que la viscosidad de la resina cause dafios sobre

la célula.

Por su parte John & Luft (1961) menciona que si el momento de realizar
corte la resina se rasga es muy probable que la muestra sea mas dura que la

resina, o que su infiltracion a sido pobre por la visocidad del polimero. Se probo
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tres tipos de resinas de consistencia, suave, media y dura. Los resultados
indicaron nuevamente la suceptibilidad de las células a el proceso de
preparacion, manteniendo un patron claro a lo largo de los ensayos, la
estructura celular de Q1 es vacia se identifica paredes celulares, mientras que
los controles (B1), aunque no muestran una estructura definitiva su contenido
celular es evidente en todos los casos, con gran presencia de plastos y almidon

en su interior.

La hoja es una parte muy importante de la planta, a mas de lo ya
mencionado, juega un papel muy importante en el intercambio gaseoso, que da
como resultado una gran difusién de gases en su interior. Cuenta ademas con
un sistema vacuolar que ocupa hasta el 90% del tamafio total de la célula.
Estas caracteristicas presentan un desafio enorme para los fijadors que buscan
mantener la esrructura celular intacta, pues la accion de los fijadores es disuelta
al interior de la célula. Kuho, (2007) incluso asegura que “ Las membranas
vacuolares son altamente sensibles a fijadores, tienen facilidad de ruptura
durante este proceso, liberando el contenido vacuolar en el citoplasma. La
presencia de vacuolas y paredes celulares delgadas han llevado que las células
tengan una presion osmoética considerablemente alta en relacién al medio que
la rodea. Desafortunadamente, no se ha descubierto agentes fijadores efectivos

para solucionar los problemas de rompimientos vacuolares” (Kuho, 2007).

No obstante, el ensayo F prueba con un periodo de fijacion extendido, con

resultados poco promisorios en cuanto a la conservacion de la estructura celular
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pero reveladores en relacion a la diferncia entre Q1 y B1. Las celulas con un
menor dafio pertenecen al tejido B1 y persite la presencia de estrucutras
internas en las células, a diferencia de las células Q1 que no presentan

contenido celular.

Es importante resaltar que durante el ensayo F se probd un nuevo protocolo
de deshidratacién eliminando la concentracion del 30% de etaanol ya que se
presume puede producir maceracion en los tejidos, y deshidrataciones
prolongadas pueden generar deformaciones celulars irreversibles (Vazquez &

Echeverria, 2000).

Varias publicaciones sobre metodos de microscopia electronica, hacen
referencia de igual manera, a la importancia de la solucion amortiguadora
utilizada para la difusion de el fijador en la célula y como su osmolaridad
previene dafos celulares o causa dafos (Kuho,2007; Penttilat, at al, 1975). El
ensayo G y H buscan distintos vehiculos osmolares para disminuir este efecto,
el ensayo G utilizo buffer cacodilato 0.2 M, al igual que Finer & Smith, (1982) en
su estudio de celulas epidermicas de Saintpaulia ionatha de un cultivo in vivo.
Los resultados mostrados en este ensayo reunen la evidencia para asegurar
gue las condiciones fisiologicas de las células in vitro son mas complejas que lo
gue se ha reportado en la literatura y el dafio de la radiacién sobre tejido va mas
alla que la influencia en la pigmentacion de las hojas, ha generado
modificaciones morfolégicas, fisiologicas y bioquimicas que no permiten un

correcto procesamiento de sus células.
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El ensyo H es prueba de lo expuesto, pese a que la osmolaridad del
vehiculo amortiguador da muestras de no alterar la estructura celular, (fig. 3.12)
conservando incluso los nucleos celulares, los cortes ultafinos vistos en TEM
dieron como resultado una ruptura celular donde la identificacion de células fue

invalida.

En base a lo evidenciado a lo largo de los ensayos realizados para
microscopia electronica se puede resaltar la diferencia morfologica de el tejido
B1 con Q1, mostrada en la resistencia de las celulas al procesamiento quimico,
y por la demostracion de contenido celular en su interior. El factor delimintante
en los protocolos de microscopia electrénica es la fijacion una vez estabilizadas
las estrucuras celulares el procesamiento de la muestra no causaria dafios
severos. Existen diverson amortiguadores quimicos disponibles de acuuerdo al

pH y la concentracion molar que se requieran. (Vazquez & Echeverria, 2000)
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Capitulo 5: CONCLUSIONES

El estudio de radiosensibilidad realizado en explantes in vitro de Saintpaulia
ionatha revela que la dosis para la cual la supervivencia fue del 50% (DLso) es
de 53 Gy y asegura que no hay sobrevivencia con dosis superiores a 80 Gy

después de 30 dias de recibir irradiacién gamma Co®

La produccion de brotes y el nimero de hojas disminuyen a medida que la
dosis de radiacion aumenta. La dosis de 10 Gy estimula la division celular
incrementando la produccion de brotes y el nUmero de hojas en explantes in
vitro y en campo. La disminucion de produccion de hojas y brotes se da a partir

de las dosis de 40 Gy.

La tasa de crecimiento longitudinal no es directamente afectada por la

radiacion ionizante recibida.

El porcentaje de supervivencia de explantes de Saintpaulia ionatha
aclimatados en un sustrato compuesto por tierra negra, turba y cascajo en una
proporcion de 2:1:1 es de 88%. La dosis de 30 Gy disminuye la supervivencia
de explantes en su fase de aclimatacion presentando apenas 64% de

sobrevivencia
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La acumulacion de eventos atipicos para la dosis de 20 Gy aumenta las
probabilidades para encontrar mutantes con gran capacidad regenerativa en

campo. El porcentaje de supervivencia en campo es de 80%.

El tamafio de roseta esta directamente influenciado por el area foliar, la
dosis de 20 Gy presenta el mayor tamafo de roseta a los 45 dias de

aclimatacion de plantulas irradiadas in vitro.

El tejido vegetal cultivado in vitro sufre alteraciones fisiolégicas, que son
intensificadas por la irradiacion, confiriendo potenciales osmaticos variados al
tejido traducidos en dafio celular en presencia de soluciones fijadores
hipertonicas, razon por la cual no permitieron realizar cortes ultrafinos del tejido

vegetal.

El tejido vegetal in vitro proveniente de explantes no irradiacion mantiene
una estructura conservada con gran presencia de organelas celulares frente al
tejido de explantes irradiados que no presentan contenido celular en su interior

y alta susceptibilidad a plasmdlisis
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Capitulo 6: RECOMENDACIONES

Debido a que la radiacion genera mutaciones y dafios al azar para
determinar un patron de sensibilidad claro es preferible realizar los ensayos de

exposicion con al menos 100 individuos para cada dosis.

El proceso de necrosamiento o muerte celular de hojas en los explantes de
Saintpaulia ionatha es lento. El estudio de radiosensibilidad debe ser extendido

a 60 dias de observaciones.

Con el fin de establecer dafios sobre las rutas metabdlicas de los principales
reguladores del crecimiento, se recomienda sembrar los explantes irradiados en

un medio MS sin adicién de fitohormonas.

Para medir efectos de la radiacién ionizante gamma Co® los estudios
pueden ser complementados con analisis citogenéticas que permitan

determinar la frecuencia de poliploideas.

Siendo la fijacién el proceso determinante para realizar cortes ultrafinos, es
importante conocer el comportamiento osmolar de las células estudiadas. La
osmolaridad de la solucion portadora del fijador puede causar plasmdlisis por lo
gue es importante el uso de distintas soluciones amortiguadores con distintos

rangos de pH y concentraciéon molar.
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El uso de resina EPON 812 es ampliamente utilizado para infiltracion de tejidos
animales, humanos y vegetales, sin embargo para tejidos vegetales se
recomienda el uso de resina Spurs por tener una viscosidad menor la resina

EPON.
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