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Resumen.

Palabras clave: regeneracion directa, organogénesis, induccién de mutaciones, rayos

gamma, Limonium sinensis.

En este trabajo se aplicé la induccién de mutaciones mediante rayos gamma cobalto 60 en
Limonium sinensis, para la obtencion de un protocolo de irradiacion en especies
ornamentales; este trabajo incluye el analisis de las distintas dosis (0, 3, 6, 9, 12, 15) Gy
mediante el analisis de las variables: respuesta (crecimiento de meristemoides), brotacion,

contaminacion y mortalidad.

El estudio de las variables propuestas confirmé la hipétesis planteada para esta
investigacion; ante un incremento de las dosis de irradiacion se obtendrd un incremento en
la mortalidad de tejidos; se plantea esta hipotesis como un indicador de la frecuencia de
mutaciones, ya que segun la literatura revisada, la alta tasa de mortalidad comunmente esta
relacionada con un aumento en la frecuencia de mutaciones, cuando se aplican agentes

mutageénicos fisicos.

Uno de los resultados mas importantes encontrados es que en Limonium sinensis var A, se
obtuvo un buen indice de regeneracion entre las dosis utilizadas, ademas se pudo confirmar
la hipétesis de que ante un aumento progresivo de las dosis de irradiacion, la regeneracion

celular disminuye.

También se concluyé que el origen morfogenético de una especie es un factor importante a

tomar en cuenta al momento de realizar experimentos de regeneracion.

Xi



Abstract.

Keywords: direct regeneration, organogenesis, mutation induction, gamma ray, Limonium

sinensis.

In this work there had been applied the induction of mutations by cobalt 60 gamma rays in
Limonium sinensis, to obtain a protocol of irradiation in ornamental species, this work
includes the analysis of different doses (0, 3, 6, 9, 12, 15) Gy by analyzing the variables

response (meristemoides growth), budding, pollution and mortality.

The study of the proposed variables confirmed the hypothesis for this research to an
increase in irradiation dose will get an increase in mortality of tissues; this hypothesis as an
indicator of the frequency of mutations, since according to literature revised, the high
mortality rate is related to commonly an increase in the frequency of mutations, when

applied physical mutagenic agents.

One of the most important results that have been found is that in Limonium sinensis var A,
it is possible got a good regeneration rate between the doses used, could also confirm the
hypothesis that with a progressive increase in the dose of irradiation, decreases cell

regeneration.

It was also concluded that the morphogenetic origin of a species is an important factor to

consider when making regeneration experiments.

xii



Capitulo |

1.1 Introduccion

Dentro de la morfologia vegetal la organogénesis es el proceso mediante el cual las células
vegetales “experimentan una serie de cambios que tienen como resultado final la
formacion de una estructura unipolar, ya sea un primordio de brote o raiz” (Pliego &
Barcelé Mufioz, 2001).

La organogénesis directa es la via mediante la cual un tejido puede regenerar en ausencia
de callo (masa celular sin diferenciacion aparente) brotes idénticos al explante original; este
tipo de regeneracidn estd estrechamente relacionada con la accién y concentracion de
auxinas y citoquininas (George, 1993; Segura, 1993). Mientras que la organogénesis
indirecta es el proceso mediante el cual las células de donde se derivan drganos se forman a

través de un callo (George, 1993).

Este tipo de regeneracion ha sido conseguida en distintas especies; por ejemplo, Sheeba et
al. (2010) reporta que la regeneracion directa de brotes partiendo de segmentos de hoja in
vivo de Physalis minima, fue conseguida al cabo de cuatro semanas mediante la utilizacion
de hormonas vegetales: BAP bencil amino purina (5mg/L) y AIA 3-indol &cido acético
(0.25 mg/L) suplementadas en un medio basico MS (Murashige & Skoog, 1962).

Otro reporte interesante es el presentado por Hedayat et al. (2009) donde la regeneracion
directa a través de segmentos de hoja in vivo fue obtenida en Tanacetum cinerariaefolium
mediante la utilizacion de hormonas vegetales: 2,4-Dacido di cloro fenosa acético (0.2
mg/L) y BAP (4 mg/L) suplementadas en medio basico MS; obteniendo una frecuencia de

regeneracion de brotes adventicios del 70%.

Abu-Qaoud ( 2004), utilizo distintos tipos de explantes como: secciones de bulbo, peciolo y
hojas in vivo de Cyclamen Persicum Mill, siendo el explante con mayor frecuencia de
regeneracion de micro tubérculos los segmentos de hoja. En esta investigacion se utilizé

BAP y TDZ suplementado en un medio basico MS.



En los trabajos presentados por Jeong et al. (2001) Seelye et al. (1994) se logra evidenciar
la regeneracion directa partiendo de segmentos de hoja de Limonium sp, mediante la
utilizacion de distintas hormonas vegetales como: TDZ tidiazuron, ANA naftaleno &cido

acético, AlA.

Antes del inicio de esta investigacion no se tenian registros de trabajos similares en
especies ornamentales realizados en el Ecuador, sin embargo el grupo Esmeralda Breeding
& Biotechnology habia ya efectuado algunos ensayos de induccion de mutaciones in vivo;
es por esto que la realizacion de esta investigacion fue de suma importancia, tanto para el
investigador de la misma como para el laboratorio, ya que se logré implementar un

protocolo de irradiacion in vitro para Limonium sinensis.

En este trabajo se aplicé la induccidén de mutaciones mediante rayos gamma cobalto 60 en
Limonium sinensis, para la obtencion de un protocolo de irradiacion en especies
ornamentales; este trabajo incluye el analisis de las distintas dosis (0, 3, 6, 9, 12, 15) Gy
mediante el analisis de las variables: respuesta (crecimiento de meristemoides), brotacion,

contaminacion y mortalidad.

El estudio de las variables propuestas confirmo la hipdtesis planteada en esta investigacion;
ante un incremento de las dosis de irradiacion se obtendra un incremento en la mortalidad
de tejidos; se plantea esta hip6tesis como un indicador de la frecuencia de mutaciones, ya
que segun la literatura revisada, la alta tasa de mortalidad cominmente esté relacionada con

un aumento en la frecuencia de mutaciones, cuando se aplican agentes mutagenicos fisicos.

Una de las mayores dificultades fue el fendémeno de contaminacion in vitro dentro del
periodo de regeneracién directa, ya que resultaba contraproducente; el aumento de la
concentracion de soluciones al momento de realizar la desinfeccion impedia una

regeneracion de los explantes.



1.2 Objetivos.

1.2.1 Objetivo General:
o Desarrollar un protocolo de regeneracion e irradiacion con rayos gamma Cobalto 60

en segmentos de hoja Limonium sinensis, y realizar el estudio de los resultados

obtenidos durante el mismo.

1.2.2 Objetivos Especificos:
e Analizar el indice de regeneracion de los segmentos foliares entre las distintas dosis
de irradiacion empleadas y el grupo control.
e Comparar el indice de brotacion entre el grupo control y las distintas dosis
utilizadas, para analizar el comportamiento del tejido ante las distintas dosis de
irradiacion.

e Reportar la causa de la contaminacion in vitro obtenida dentro del experimento.



1.3 Justificacion.

La actividad de fitomejoramiento en Limonium sp., comenz6 desde 1998 en el Instituto
Experimental para floricultura en San Remo lItalia, donde se obtuvieron nuevas variedades

comerciales que fueron cultivadas en invernadero (Burchi et al., 2004).

Entre las especies mas representativas de Limonium tenemos L. vulgare, L. sinuatum, L.
ferulaceum, L. bellidifoliu, L sinensis. Estas especies son cultivadas alrededor del mundo
por su facil adaptabilidad a suelos pobres, poca necesidad de nutrientes y su estructura

floral que le hace atractiva en el comercio de flores (Mercuri et al., 1999).

Dentro del grupo Esmeralda Ecuador se siembran alrededor de 478.483 plantas de
Limonium, lo que representan 9,6 hectareas de terreno utilizado para este género.

El género Limonium es un importante cultivo dentro del mercado de flores de verano, es
por esto que para Esmeralda Breeding & Biotechnology (EB&B) (laboratorio especializado
en la investigacion y produccion de nuevas variedades en cultivos ornamentales), de la
empresa Hilsea Investments Ltd., la mejora en Limonium es importante por sus excelentes
caracteristicas agronémicas como son: alta produccién, altura promedio de tallo (100 cm.),
buena estructura floral, incremento en la densidad de infloresencia, ciclos de crecimiento de

15 a 18 semanas y su gran diversidad de flores tanto en color como en estructura.

En las ultimas décadas, la induccion de mutaciones ha sido estudiada en algunos cultivos
con fines de mejoramiento (van Harten, 1998). La induccion de mutaciones es una
poderosa herramienta en la bdsqueda de novedosas variedades dentro de cultivos
ornamentales; como lo reporta (Datta, 2009; De la Cruz Torres, 2008; Jompuk et al., 2008
Zalewska et al., 2008;).

La regeneracion directa a partir de segmentos de hoja es una técnica in vitro que permite
obtener excelentes frecuencias de regeneracion (Jeong et al., 2001; Hedayat et al., 2009;
Seelye et al., 1994; Sheeba et al., 2010) ademas, una de las principales razones para utilizar

la regeneracion directa a través de hojas después del proceso de irradiacion es que sera



posible obtener mutaciones puras; eliminando asi el fendémeno de “mosaicos genéticos”
(Kuo & Cheng, 2005).

Dentro de esta investigacion se optimizo el protocolo de establecimiento y regeneracion
directa de segmentos irradiados; para que de esta manera, Esmeralda Breeding &
Biotechnology posea un protocolo de irradiacion con rayos gamma Cobalto 60 y
regeneracion directa en Limonium sinensis, y de esta forma, intentar extrapolar estos

procedimientos a otros cultivos.

Con este trabajo se aumentd la diversidad genética dentro del género Limonium, se
optimizd el protocolo in vitro de regeneracién e induccién de mutaciones, y se pudo
analizar de manera cuantitativa el efecto de la irradiacién de rayos gamma Cobalto 60 sobre

los segmentos de hoja utilizados.



Capitulo 11

2. Marco Tedrico

2.1 Cultivo de tejidos vegetales.

Se puede definir como la ciencia o conjunto de técnicas que permiten el crecimiento de
células vegetales, tejidos, drganos tomados desde una planta donante o planta madre
(George, 1993).

El cultivo de tejidos es un conjunto de procedimientos que consisten en aislar una parte de
una planta (explante) y proporcionarle de las condiciones fisicas, quimicas y ambientales

adecuadas para que expresen su potencial regenerativo (Roca & Mroginski, 1991).

Existen diferentes objetivos en la investigacion en el cultivo de tejidos por ejemplo:
investigacion basica sobre procesos fisiologicos, bioquimicos, moleculares, genéticos de las
plantas, investigacion aplicada al mejoramiento o produccion comercial (Roca &
Mroginski, 1991).

2.1.2 Establecimiento de cultivos.

Nuevas plantas pueden ser obtenidas a partir de tres formas:

e Brotes, meristemos pre-existentes los cuales estan ambientados para crecer y
desarrollarse.

e A través de morfogénesis de nuevos brotes los cuales pueden ser inducidos a
crecer en forma de tejidos no diferenciados u organizados.

e A través de embriones somaticos, que crecen igual que los embriones

procedentes de semillas.

La principal razén por la cual distintos tejidos, 6rganos o incluso células vegetales pueden
regenerar y formar un organismo vegetal completo es la totipotencia que es la capacidad
celular de mantener latente la capacidad regenerativa de cada célula (George &
Sherrington, 1984).



2.1.3 Planta donante.

La seleccién de la planta donante o planta madre es uno de los factores més importantes en
las primeras fases del cultivo de tejidos. Se deben seleccionar organismos con las mejores
caracteristicas fenotipicas; dependiendo del fin con que se vaya a iniciar el cultivo de
tejidos; de igual manera la planta donante debe estar libre de enfermedades o plagas (Roca
& Mroginski, 1991).

Las plantas donantes que crecen en el exterior ya sea en el campo o en un invernadero estan
sujetas a estar contaminadas por microorganismos que en la mayoria de los casos se
asientan en la superficie; aunque también existen agentes fitopatdgenos enddgenos (Sugio
et al., 2011). La eleccion de la planta donante es un proceso muy importante en el cultivo
de tejidos ya que depende de esta eleccion las caracteristicas que se obtengan en las
plantulas producidas. Entre las caracteristicas que debe poseer la planta donante estan: buen
tamafo y vigor, carencia de enfermedades, estado fisiologico, edad y estado de las raices
(Roca & Mroginski, 1991), en resumen se podria decir que al momento de seleccionar una

planta donante esta debera poseer las mejores caracteristicas fenotipicas.
2.1.4 Tipo de explante.

El cultivo de tejidos se forma a partir de pequefias piezas que son de una planta entera;
estas pequefias piezas u 6rganos son llamados explantes (George, 1993), para tomar un
explante deben tomarse en cuenta las siguientes observaciones:

(George, 1993).

e El tipo de cultivo a iniciar
e El propdsito del cultivo

e Laespecie de planta a ser usada

Se pueden utilizar como explantes de partida:
e Callos
e Células en suspension

e Protoplastos



e Anteras

e Meristemos

e Brotes adventicios
e Nudos, entre nudos
e Embriones

e Segmentos de raiz, hoja, pétalos

2.1.5 Asepsia.

Una de las principales estrategias para tener éxito en el cultivo de tejidos es prevenir la
incidencia de contaminantes (Roca & Mroginski, 1991), las siguientes fuentes requieren
especial observacion al momento de iniciar el proceso de cultivo:

e Los tejidos: pueden llevar contaminantes en su superficie, interior o en ambas
partes. Los contaminantes que se encuentran superficialmente se pueden eliminar
siguiendo distintos protocolos de desinfeccidbn que generalmente utilizan:
detergentes, hipoclorito de sodio (Na O CI), etanol, agua des-ionizada; tanto los
pasos a seguir como las concentraciones de las distintas sustancias dependen del
tipo de explante asi como también del tipo de cultivo a trabajar (George &
Sherrington, 1984).

e Cuando la contaminacidn es de tipo endogena (bacterias o virus que viven dentro de

la planta) la desinfeccidn se vuelve mas complicada y no siempre es eficaz.

Reportan Samuitiene et al. (2007) la existencia de Phytoplasma sp., (bacteria enddgena) en
algunas especies ornamentales: Gladiolus sp., Limonium sinuatum, Delphinium cultorum,

Eryngium alpinum, entre otras.

Se recomienda utilizar antibioticos como gentamicina, penicilina, estreptomicina en el
medio de cultivo; otra manera de lidiar con este problema es el tratamiento de plantas
donantes a altas temperaturas (35-45 °C) (Roca & Mroginski, 1991).



2.1.6 Medio de cultivo.

El material vegetal in vitro solo puede crecer y mantenerse si esta provisto de un medio
especializado. Este medio generalmente estd compuesto de sales minerales, fuente de
carbono que substituyen a la mayoria de microelementos y macroelementos(George, 1993)

suplementados muchas veces con otras moléculas como:

e Vitaminas

e Aminoacidos

e Reguladores de crecimiento
e Antibioticos

e Acidos organicos

También se puede definir al medio de cultivo segun (George et al., 1987) como una
combinacion de compuestos organicos e inorganicos que sirven para el crecimiento y

manipulacion de los cultivos in vitro.

2.1.7 Reguladores de crecimiento.

Existen dentro de la planta compuestos que no cumplen funciones como nutrientes; sino
mas bien como elementos reguladores de crecimiento y desarrollo, estos compuestos son
Ilamados hormonas vegetales (George & Sherrington, 1984; George et al., 1987).

Existen quimicos sintéticos que cumplen funciones similares a las hormonas vegetales (que
actlan enddgenamente); estos son sintetizados a partir de procesos de fermentacion y son
afiadidos en el medio de cultivo (actian de manera exdgena)(George, 1993), son llamados

reguladores de crecimiento.

Es muy importante que el medio para cultivo de tejidos contenga la composicion y cantidad
correcta de reguladores de crecimiento, dependiendo de ciertas variables como (Kyte &
Kleyn, 1996):

e Tipo de explante

e Estado fisioldgico del explante

e Especie



e Objetivo del cultivo

2.1.7.1 Efecto biologico de los reguladores de crecimiento.

Generalmente los efectos bioldgicos de los reguladores de crecimiento no son absolutos ni
especificos (George, 1993); la respuesta de los distintos tejidos, células, 6rganos depende
del genotipo y de las condiciones antes mencionadas.

Continuamente la adicion de distintos compuestos simultaneamente o por separado es

necesaria para observar el efecto aparente (Bhojwani & Razdan, 1986).

2.1.7.2 Principales reguladores de crecimiento usados en el cultivo de tejidos.
e Auxinas
e Citoquininas
e Giberelinas
e Etileno

e Acido abcisico

Auxinas: derivado del triptéfano, son compuestos continuamente usados en
micropropagacion que son afiadidos al medio de cultivo para la regulacién del crecimiento

y elongacion celular.

Las auxinas pueden inducir el crecimiento de tejido desorganizado u organizado, “dentro
del crecimiento organizado las auxinas son responsables de la dominancia
apical ’(George, 1993).

Las auxinas promueven el crecimiento primario en las células, iniciacién de la raiz y la
formacion de brotes(Kyte & Kleyn, 1996), de igual manera estan relacionadas con:
elongacion del tallo, entrenudos, tropismo, dominancia apical, abscision, enraizamiento

(Bhojwani & Razdan, 1986), principales auxinas utilizadas:



e 3-indolil-&cido acético (AlA)
e Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

e 1-naftaleno acido acético (ANA)

Citoquininas: pueden generar la sintesis de proteinas, maduracién de cloroplastos y
detener la senescencia de hojas, causa que un solo 6rganos tratado con esta hormona se
vuelva un sitio activo de produccién de aminoécidos (George, 1993), afiadida al medio de
cultivo este compuesto retrasa la dominancia apical e induce la aparicion de brotes

laterales, retrasa la senescencia (Kyte & Kleyn, 1996), principales citoquininas utilizadas:

e 4-hidroxi-3metil-trans-2-butenilaminopurina (Zeatina)
e N°-(2-isopentil) adenina (2-iP)
e 6-furfurilaminopurina (Quinetina)

e 6-bencilaminopurina (BAP)

Los mejores efectos dentro del control y desarrollo de la planta in vitro se puede evidenciar

cuando se afiaden conjuntamente auxinas y citoquininas (Bhojwani & Razdan, 1986).

Giberelinas: pueden influenciar el crecimiento de distintas formas: incrementando el largo
del tallo, promoviendo la floracion o induciendo la floracion. En el medio de cultivo al
acido giberélico tiende a comportarse como una auxina (Schroeder & Spector, 1957), la

giberelina mas utilizada es el acido giberélico (GA3)

Etileno: es un gas producido por las plantas, posee propiedades reguladoras como
maduracion de fruto, floracion, abscision de hojas (Kyte & Kleyn, 1996). La produccion de
etileno por parte de las plantas esta mediada por vias bioquimicas intrinsecas de la planta;
estas vias bioquimicas estan promovidas por la provision de carbohidratos exdgenos, luz,
auxinas, citoquininas y diéxido de carbono, los efectos fisioldgicos producidos por el
etileno dentro del cultivo de tejidos son idénticos a los producidos por las auxinas (George,
1993).
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Acido abscisico: es una hormona que se puede encontrar de forma natural en las plantas, es
producido directamente a través de la ruta del acido mevalonico(Neill & Horgan, 1984).
Este compuesto es el m&s comin dentro de las plantas, se conoce que posee actividad
inhibitoria de crecimiento ya que impide la accion de las auxinas dentro de la célula
(George, 1993).

2.1.8 Totipotencia.

Una de las principales caracteristicas que poseen los tejidos vegetales es la de tener la
capacidad latente de producir una planta completa (totipotencia), sin importar el tipo de
tejido del que se parta. Aunque en la practica no todas las células o tejidos logran hacerlo
eficientemente; los tejidos que poseen esta caracteristica se denominan:

morfogenéticos(George, 1993).

Inclusive muchas células somaticas, completamente desarrolladas y diferenciadas como el
mesofilo de las hojas que poseen ADN mitocondrial, pléastidos tienen la capacidad de
regenerar plantas enteras. Esta plasticidad de las células vegetales difiere en gran manera en

comparacion con las células animales.

La totipotencia puede ser observada cuando se separan de su ambiente normal células,
tejidos u o6rganos de una planta y estos son colocados sobre un medio que permita la
regeneracion, como se menciond anteriormente una célula diferenciada posee la capacidad
de “reprogramar” su informacion genética para generar una planta entera (Atwell et al.,

1999).

Se podria decir que la gran mayoria de células y tejidos vegetales poseen esta caracteristica
totipotente en cualquier estado fisioldgico, sin embargo algunas han perdido la carga génica
necesaria para llevarla a cabo (George et al., 1987). Es importante mencionar que no solo
las células diferenciadas como las hojas poseen esta caracteristica sino también células no
diferenciadas como callos o meristemos, raices, pétalos etc.

El primer paso en la expresion de totipotencia regenerativa es que la célula debe re-ingresar
al ciclo celular, es decir debe volver al ciclo de division celular; este conjunto de pasos se

denomina de-diferenciacion.
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Este tipo de tejidos necesitan de condiciones enddgenas y exdgenas especiales para poder
expresar su capacidad totipotente; una vez que el medio es el adecuado los tejidos u
organos seleccionados se transforman en centros activos de division celular (meristemos

morfogenéticos).

Este proceso podria inducir la formacion directa de un embridn (embriogénesis directa) o la
formacion de raices, tallos, brotes (organogénesis directa); aunque en algunas ocasiones
previa la formacion de 6rganos diferenciados puede formarse agrupaciones celulares no
diferenciadas (callos), que luego formaran los distintos Grganos; esta via regenerativa es

Ilamada organogénesis indirecta (Atwell et al., 1999).

La totipotencia depende de factores como la competencia, que significa la capacidad de una
célula de seguir una ruta especifica de desarrollo, y la determinacion, que significa la

capacidad de una célula de comprometerse irreversiblemente a seguir una ruta especifica.

Existen plantas que pueden seguir dos caminos de regeneracion: formacion de raices o
formacion de brotes, es importante mencionar que si bien se puede llegar a formar un callo,

este no siempre induce la organogénesis directa.

La capacidad de inducir la regeneracion directa mediante totipotencia, puede estar ligada al
estado en desarrollo del tejido o explante, ya que conforme las células envejecen pierden
progresivamente su capacidad regenerativa, “en células maduras se ha visto la tendencia a

regenerar mediante la formacion previa a un callo” (George & Sherrington, 1984)

La pérdida de totipotencia puede estar ligada a cambios genéticos (cambios fisicos en los
cromosomas) y a cambios epigenéticos (cambios en la expresion de los genes por la
metilacion de ADN).

Ademéas como lo menciona Verdeil et al., (2007) factores epigenéticos posiblemente
jueguen papeles importantes en el desarrollo y capacidades de las células vegetales; de
igual manera diferencias en las caracteristicas de la cromatina pueden controlar y supervisar

el desarrollo de células meristematicas.
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2.3 Ciclo celular en plantas.

El ciclo celular en eucariotas tiene cuatro fases, la fase denominada S donde el ADN se
duplica y se sintetizan proteinas asociadas a su funcién como las histonas, la fase M
(mitosis) donde ocurre la division celular seguida de la citocinesis, y los periodos de G1 y
G2 que son etapas donde las células somaticas y vegetativas deben crecer antes de
proseguir con la etapa de mitosis y donde factores que controlan la diferenciacion celular y
ciclo celular operan de manera activa (Hartwell & Weinert, 1989).

La duracion de cada fase puede variar dependiendo del tejido y del érgano de la planta pero
en términos generales las fases mas largas suelen ser las de G1 y G2 mientras que las fases
M y S no suelen durar mucho tiempo. Las células que por alguna razon interna o externa
detienen su division celular son retenidas en las fases G1 o G2 del ciclo celular (Hartwell
& Weinert, 1989).

2.3.1 Mecanismos de revision o “Checkpoints”.

Para un correcto proceso de desarrollo y diferenciacion celular es necesario mecanismos
que aseguren que cada paso dentro de este complicado y trascendental ciclo sea correcto y
esté dentro de los pardmetros adecuados, procesos como mitosis o citocinesis exigen este
tipo de mecanismos de control (Hirt, 1996). El ciclo celular esta estrictamente regulado en
las transiciones de G1 a S y de G2 a M, estos mecanismos aseguran que las células puedan
entrar en la siguiente ronda de duplicacion de ADN o que la célula este apta para el proceso
de division celular (Hirt, 1996).

Se podria decir que los mecanismos de “checkpoint” aseguran el futuro celular de las
siguientes generaciones, por ejemplo es necesario para la célula “conocer” que la mitosis y
citocinesis fueron completadas exitosamente antes de iniciar otra ronda de duplicacion de
ADN, de igual manera para proteger y mantener la integridad del genoma vegetal la célula
no puede entrar en la fase M desde la fase G2 a menos que la sintesis y mecanismos de

reparacion de ADN hayan sido completados (Jacobs, 1995).
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2.3.2 Regulacion del ciclo celular.

La regulacion del ciclo celular es proceso muy complejo que conlleva: activacion de ciertas
proteinas reguladoras que en consecuencia inician la activacion de genes de transcripcion y
enzimas relacionadas con la sintesis de histonas, disolucion del ndcleo celular,

reordenamiento de proteinas del citoesqueleto como la tubulina (Srivastava, 2001).

2.3.3 Aspectos generales del ciclo celular en levaduras y mamiferos.

Aunqgue en aspectos generales la transicion de G1-S y de G2-M en eucariotas es similar
existen diferencias en los mecanismos que activan y desencadenan estos acontecimientos,
por ejemplo las células quiecentes de levaduras son retenidas en una fase denominada GO, y
se necesitan sefiales quimicas especificas para que estas puedan entrar al ciclo celular
(Fosburg & Nurse, 1991), aspectos como tamafio y cantidad de nutrientes son monitoreados
en células de levadura en la fase G1, si estos son adecuados se da una sefial de inicio o
(START) que desencadena la formacion de ciclinas G1 las cuales promueven la transicion
a la fase S (Nurse, 1990).

Por otro lado cuando las células de mamiferos detienen su proceso de division estas
empiezan a diferenciarse y son retenidas en la fase GO, es aqui donde se monitorean
aspectos como: factores de crecimiento, mitdgenos, antimitdgenos y espacio; esta fase es
denominada también fase R o (restriction point), si esta fase es superada se empiezan a
sintetizar ciclinas del tipo D y E y la célula entrara a otra ronda de sintesis de ADN y
mitosis (Nurse, 1990).

Es importante sefialar que una vez que las células de levaduras o mamiferos han iniciado el

ciclo celular estas completan todas las fases del mismo hasta llegar a la fase G1.

2.3.4 Aspectos especificos en ciclo celular de plantas.

Por otro lado cuando las plantas dejan de dividirse, estas son retenidas en las fases G1 o
G2, aunque estén ya diferenciadas como una célula especifica; ademas en plantas no parece
existir un punto de arresto GO, sefiales de START o sitios de restriccidon (Srivastava, 2001).
En contraste con lo descrito en levaduras o mamiferos una vez iniciado el ciclo celular en
plantas estas no necesariamente deben cumplir todo el ciclo hasta llegar a la fase G1, las
células pueden quedarse retenidas en la fase G2 o fase S.
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Estas importantes diferencias entre el ciclo celular de plantas y levaduras, mamiferos se
deben a las estrategias de “crecimiento abierto” y “diferenciacion abierta”(Srivastava,
2001) ; esto quiere decir que dependiendo de las condiciones ambientales y de las
necesidades nutricionales una planta puede “elegir” qué camino tomar en su desarrollo
citoldgico; ya que a diferencia de otros organismos moviles las plantas son sesiles y estan

regidas por el ambiente que les rodea.

Factores ambientales como luz, situaciones de stress (heridas, falta de nutrientes),
tratamientos hormonales son conocidos como los factores que desencadenan la division

celular en plantas.

2.4 Mecanismos de reparacion del ADN.

Siendo la molécula de ADN el “material” que guarda la informacion genética de los
organismos, se entenderia que esta molécula posea ciertas caracteristicas que la hagan
estable a lo largo del tiempo. Sin embargo dia a dia bajo condiciones normales (condiciones
termodinamicas favorables) (Schrodinger, 1944), se producen cambios en las moléculas de

ADN que generarian mutaciones, si es que estas no fueren reparadas.

Para que estas lesiones o modificaciones a nivel genético sean expresadas sin ser nocivas
para el organismo que les adquiere, el ADN posee mecanismos de tolerancia; es decir
estrategias que permiten a la célula seguirse dividiendo a pesar de la modificacion sufrida
(Britt, 1996).

El impacto biol6gico que tiene cualquier agente nocivo para el ADN considera dos tipos de
aspectos: el tipo de dafio quimico que inducen las lesiones y la eficiencia en la reparacion
del ADN(Britt, 1996). Dados los distintos tipos de dafio a nivel genético segln lo descrito
por (Britt, 1996) es recomendable abordar la variedad de lesiones que sufre el ADN y luego
describir los distintos tipo de agentes que los causan para luego concluir con los principales
mecanismos usados por las plantas para reparar estos dafos.

2.4.1 Lesiones por oxidacion.
Existe una gran variedad de lesiones producto de la oxidacion en el ADN inducida por
radicales hidroxilo y oxido nitrico, algunas bases lesionadas como la timina-glicol y su

degradacion actian como agentes que bloquean la replicacion del ADN pero no son agentes
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mutagénicos (Dempple & Harrison, 1994). Uno de los agentes pre-mutagénicos mas
notables es la base 8-hidroxiguanina que puede emparejarse con igual facilidad a A o0 a C,
la mayoria de lesiones a nivel de ADN por oxidacion ocurren en el esqueleto que conforma
la cadena de ADN (azucar-fosfato) generando rupturas de una cadena (single strand
breaks) este tipo de rupturas son reparadas de manera mas eficiente por enzimas y proteinas
especializadas (Britt, 1996).

Las mayores fuentes de oxigeno activado dentro de la célula son sin duda los organelos
citoplasmaticos como cloroplastos y mitocondrias, muchas veces estos organelos dirigen de
manera errénea electrones hacia el oxigeno generando asi peréxidos (Wallace, 1992,
Bowler et al., 1992).

2.4.2 Dafio inducido por radiacion ionizante.

La radiacion ionizante difiere del demas tipo de radiaciones ya que esta carece totalmente
de especificidad, es decir la probabilidad de que cualquier componente de la célula
interactle con la radiacion depende absolutamente de la cantidad radiacion que se le
suministre a la célula (Britt, 1996), entonces se podria decir que el dafio generado por la
radiacion ionizante (rayos gamma) depende enteramente de la dosis proporcionada al

tejido, a mayor dosis mayor dafio se proporcionara en la célula.

Por esta razon el blanco general de la radiacion en las células es el agua, y la mayoria del
dafio que se causa es por la interaccion de la radiacién con radicales hidroxilo (Ward,
1975).

La absorcion directa de la radiacion también puede producir rupturas de simple cadena en
el esqueleto de azlcar-fosfato, sin embargo el reconocimiento de una lesion por parte de
una cadena no lesionada puede generar un aumento en el porcentaje de rupturas de doble
cadena (Britt, 1996).

La radiacion ionizante genera lesiones a gran escala, es decir rupturas cromosémicas como,
inversiones, delesiones, duplicaciones y translocaciones en segmentos del cromosoma de
tejidos vegetales, pero también puede generar mutaciones puntuales a causa del dafio

oxidativo de las bases (Sun et al., 1992).
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2.4.3 Mecanismos de reparacion de ADN producto de radiacion ionizante.

La radiacion ionizante no tiene un blanco especifico dentro de las células en general, y el
dafio que causa dentro de la misma es proporcional a la cantidad de radiacion utilizada, por
estas caracteristicas el tipo de lesion causada por radiacion ionizante consiste en re-arreglos
cromosomales como: inversiones, delesiones, duplicaciones y translocaciones en segmentos
del cromosoma de tejidos vegetales en vez de mutaciones puntuales como lo hace el tipo de
lesion causada por los agentes quimicos como el etil-metil-sulfonato (EMS).

2.4.4 Mecanismos de tolerancia.

Los mecanismos de reparacion mencionados anteriormente nos muestran como el segmento
de una cadena lesionada es cortado y remplazado por otro hasta rellenar el espacio
producido por la lesion, pero si la célula se replica antes de que la lesion sea reparada esta
lesion detendré la replicacion; normalmente la ADN polimerasa reiniciara la sintesis en el
sentido 3" de la lesién pero aln queda un espacio sin empatar en la cadena naciente al

sentido opuesto de la lesion (Britt, 1996).

Se esperaria entonces que ese espacio sin empatar se convierta en un fenémeno letal dentro
de la célula, pero existen mecanismos por el cual la replicacion se puede completar ain con

la presencia de este tipo de fendmenos.

Estos mecanismos de tolerancia generalmente llamados “mecanismos de reparacion post-
replicacion” se pueden dividir en: bypass de dimeros y reparacion por recombinacion (Britt,
1996)

2.5 Compromiso, determinacion y diferenciacion celular.
El crecimiento vegetal tiene lugar en dos etapas: la proliferacion de células no diferenciadas
(células que no han adquirido propiedades estructurales, metabdlicas y funcionales distintas

a su célula progenitora), crecimiento y diferenciacion de las mismas (Cutler et al., 2007).

Dentro del crecimiento y desarrollo vegetal es importante mencionar a las células madre de
las plantas o también llamadas meristemos, que son agrupaciones celulares en forma de
anillos concéntricos que luego formaran los tejidos fundamentales de la planta, los

meristemos son estructuras que poseen caracteristicas embrionarias, es decir poseen la
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informacidn necesaria para generar tejidos que formaran el tejido de un brote, raiz o tallo
(Lack & Evans, 2001).

La estructura bésica de un meristemo puede ilustrarse de la siguiente manera:

Primordio floral

Meristemo apical

L1: generala
epidermis
L2 y L3 forman
érganos internos
Zona \
periférica Zona central

Figura 1: estructura de un meristemo.

Realizado por Franklin Villegas Péliz 2012

Las plantas poseen un crecimiento “abierto” eso quiere decir que poseen meristemos
laterales y apicales que les permiten conservar células no-diferenciadas, también poseen la
capacidad de revertir un estado o especializacion de un tejido en determinadas

circunstancias (Srivastava, 2001).

Se denomina “compromiso” celular al estado en que una célula ve restringido sus opciones
de crecimiento, molecularmente se podria decir que “compromiso” celular se refiere a que
solo ciertas partes del genoma de una célula serdn transcritas hacia las células
hijas(Srivastava, 2001).

Determinacion celular se refiere al estilo o tipo de crecimiento que elije la planta, por
ejemplo puede generar brotes por medio de organogénesis o puede generar un embrion por

medio de embriogénesis (Lintilhac, 1999).

Mientras que diferenciacion celular se refiere a la expresion genética, proteica especifica

por parte de células o tejidos, también se pude definir como el proceso mediante el cual las
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células que poseen un origen comun se vuelven fisiolégicamente y morfolégicamente
diferentes, en un contexto general se podria decir que la diferenciacion es una

manifestacion detectable de la determinacion celular (Lawson & Poething, 1995).

2.5.1 Linaje celular vs posicion.

El destino de una célula se ve afectado de mayor manera por su posicion dentro del cuerpo
vegetal mas que por su linaje (entiéndase linaje como el tipo célula madre de dénde provino
la célula en cuestion), esto quiere decir que el compromiso que adquiere una célula esta
restringido dentro de ciertos limites: su posicion dentro del cuerpo vegetal y su relacion con

los 6rganos y células vecinas (Meins & Wenzler, 1986).

En la mayoria de casos brotes generados a partir de células epidérmicas provienen de un
pequefio grupo de células madre que residen en la capa L1 del meristemo (Figura 1). Sin
embargo derivados de la capa L1 estan “comprometidos” celularmente a generar células
epidérmicas y no brotes adventicios ya que su posicion méas hacia el exterior de la célula
facilita esa determinacion (Taiz & Zeiger, 2006).

2.5.2 El desarrollo celular esta dirigido por redes de células que interactian entre si.
El destino de una célula no estd determinado por origen sino mas bien por su posicion,

entonces las células necesitan comunicarse entre si para coordinar la actividad celular.

Existe evidencia de que un componente de la pared celular una glicoproteina llamada
arabinogalactan esta relacionada con la comunicacion posicional entre células vecinas, mas

no en comunicaciones de “larga distancia” (Taiz & Zeiger, 2006).

Todavia no se tiene claro como las células interactGan entre si, pero se cree que
componentes de la pared celular ademas de proteinas, mMRNA y hormonas son posibles
candidatos como moléculas que participen dentro de este proceso, ademas se ha encontrado
evidencia de que la expresion proteica del gen KNOTTED1 se transmite via plasmodesmo a

tejidos donde este no se encuentra activo (Srivastava, 2001).

Hormonas vegetales como: auxinas, citoquininas, etileno, &cido absicico y giberelinas
juegan papeles fundamentales en el crecimiento y desarrollo vegetal, por ejemplo esta

ampliamente demostrado que la presencia de auxinas es necesaria para el crecimiento axial
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de los tejidos vasculares, esta evidencia es corroborada con el trabajo de Mayer et al.
(1993) que indica la presencia de genes envueltos en el desarrollo axial que dependen de la

presencia de auxinas

2.5.3 Ladivision celular y su papel en la determinacion.

La division celular esta directamente relacionada con la determinacion y diferenciacion, la
division celular provee la informacion necesaria para organizar y estabilizar las principales
diferencias citoldgicas que fundan las caracteristicas de la determinacion y diferenciacion
(Srivastava, 2001; Hemerly et al., 1999).

Se cree que las divisiones celulares asimétricas (divisiones celulares donde el material
citoplasmatico es repartido de manera desigual entre las células hijas, el tamafio entre las
células y los productos genéticos como mRNA y proteinas son repartidos de manera
desigual) tienen un papel preponderante en la determinacion y diferenciacién de las células,
por concepto se deberia aceptar que toda célula que difiere de célula progenitora es por que
proviene de una division celular asimétrica (Scheres & Benfey, 1999).

Siendo la mayoria de divisiones celulares simétricas las diferencias entre las células
resultan luego de la citocinesis, estas diferencias resultan de la expresion de distintos genes
y de la sintesis de proteinas durante la fase G1 y G2 del ciclo celular (Torres-Ruiz
&Jirgens, 1994), la acumulacion de estos cambios pueden causar cambios abruptos en la
célula o estos cambios pueden presentarse de manera gradual.

2.5.4 Mecanismos de diferenciacion.
En los organismos multicelulares células y tejidos sirven para funciones especificas y
especializadas, estas funciones son realizadas eficientemente en beneficio de todo el

organismo pero a costa de células, tejidos y 6rganos especializados (Brand et al., 2000).

Por ejemplo las hojas y raices poseen el mismo ADN pero estan especializadas para
distintas funciones porque distintos genes estan expresados en estas células (Brand et al.,
2000).
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Debe entenderse a la expresion genética no solo como la accion directa de un gen, sino
también todas las modificaciones post-traduccionales y post- transcripcionales asi como

también el silenciamiento de genes.

La actividad genética dentro de la diferenciacion envuelve al menos tres tipos de genes:
genes “house keeping” (genes que mantienen su funcién en la mayoria de células
organismos como enzimas que participan en la respiracion, absorcion y fijacion de azucar,
sintesis de proteinas o sintesis de nucledtidos), genes que expresan funciones especificas y
son transferidos a través de células a tejidos, genes que regulan la expresion de células y

tejidos, genes que son silenciados en determinadas ocasiones (Srivastava, 2001).

2.5.5 Genes regulatorios.

La mayoria de genes encargados de la regulacion codifican factores de transcripcion o
proteinas que se encargan en sefalar el estadio de distintos procesos como las quinasas.
Muchos factores de transcripcién codifican futuros patrones de desarrollo de genes
estructurales que codifican proteinas especificas de células o tejidos, estas proteinas
también estan envueltas en la percepcion de sefiales ambientales, hormonales y de células

vecinas (Torres-Ruiz & Jirgens, 1994).

2.5.6 Silenciamiento de ciertas partes del genoma.

Existen algunas partes del genoma que no son transcritas durante el proceso de
diferenciacion, por ejemplo genes que transcriben proteinas que permiten a las semillas
mantenerse latentes mientras estan almacenadas no son transcritos a tejidos vegetativos,
otro ejemplo interesante es que los genes asociados al desarrollo de cloroplastos no son

transcritos a tejidos que no exhiben el color verde (Taiz & Zeiger, 2006).

Esta claro que los genes que codifican la produccién de citoquininas estan distribuidos
alrededor de toda la planta, pero en experimentos de cultivo de tejidos utilizando plantas de
tabaco se ha logrado demostrar que si se toma partes distintas de una misma planta (tallo y
hoja) se logra evidenciar que los cultivos que provienen del tejido de tallo muestran
produccién de citoquininas endégenas mientras que los cultivos provenientes de el cultivo

de hojas no muestran produccion de citoquininas, esto nos dice que existe un silenciamiento
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durante la diferenciacion y regeneracion de ciertos genes involucrados en la produccion de

citoquininas (Theissen et al., 2000).

En resumen la diferenciacion y supresion de ciertos genes conllevan a la diferenciacion de

células, tejidos y 6rganos en plantas (Srivastava, 2001).

2.5.7 Dediferenciacion y Rediferenciacion.

La dediferenciacion significa una reprogramacion en la maquinaria metabdlica de la célula,
silenciamiento de genes con determinadas funciones en la célula y un ajuste hacia nuevas
condiciones (Srivastava, 2001). Esto es seguido por una nueva programacion y

transcripcion de genes en la célula, fendmeno conocido como rediferenciacion.

2.6 Morfogénesis.
La creaciéon de una nueva “forma” y organizacion vegetal es llamada morfogénesis
(George, 1993), es asi como mediante el cultivo de tejidos nuevos brotes u dérganos

adventicios (tejidos u 6rganos recientemente conseguidos por la planta) son obtenidos.

Acorde con Segura (1993) la morfogénesis también puede definirse como la génesis o
iniciacion de la forma y funcién de un tejido en la planta, su estudio tiene como objetivo
identificar los procesos bioquimicos y fisiolégicos que conducen a la aparicion de nuevas

estructuras en la planta.

Mediante la morfogénesis podemos obtener las siguientes estructuras: brotes
(caulogénesis), raices (rizogénesis), embriones somaticos y flores (George, 1993). Dentro
de la fase de multiplicacidon de plantas en el cultivo de tejidos vegetales es importante la
caulogénesis, ya que mediante este proceso podemos obtener nuevas plantas a través de una

parte o esqueje de la planta donante.

Tanto los brotes como raices y embriones somaticos se forman a través de una o varias
células, las cuales son inducidas por el medio de cultivo (George, 1993), luego estas células
son convertidas en centros activos de division celular (meristemos morfogenéticos) cada

uno capaz de producir distintos tejidos u 6rganos.
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2.6.1 Organogeénesis directa e indirecta.

Los puntos activos de division (meristemos morfogenéticos) pueden activarse tedricamente
en las siguientes formas: a) transfiriendo un segmento de tejido, 6rgano o célula
diferenciado hacia un medio que permite la formacion directa de nuevas estructuras sin la
proliferacion de células no diferenciadas, b) desarrollo de estructuras a partir de células no

diferenciadas y no determinadas, generalmente conocido como callo (George, 1993).

Se han descrito estos caminos morfogenéticos para las plantas; sin embargo es dificil
distinguir entre ambos (George, 1993). Se ha visto evidencia de que meristemos formados
directamente pueden crecer desde estructuras semejantes a un callo, ademas estos

meristemos generalmente se encuentran rodeados de callos de-diferenciados.

Se cree que la capacidad morfogenética de determinadas células usualmente acarrea una
inclinacion hacia un desarrollo morfogenético en particular, sea este la formacion de brotes

0 Organos (Segura, 1993), estas células son denominadas “competentes”.

Es también posible que si las células de un explante no son competentes al momento de ser
transferidas estas pueden ser inducidas a este estado por medio de los componentes del

sustrato de cultivo (George, 1993).

Durante la formacion de nuevos meristemos durante la organogénesis directa o indirecta las
células competentes adoptan cierta determinacion, la cual dirige la siguiente etapa de
desarrollo (Segura, 1993).

Aparentemente en la organogénesis indirecta la determinacion estd dictada por los
reguladores de crecimiento, mientras que las células que se desarrollan bajo el esquema de
organogeénesis directa estan ya inclinadas hacia un tipo de desarrollo determinado y que los

componentes del sustrato facilitan su iniciacion (George, 1993).

Se ha denominado a las células que siguen el camino de desarrollo directo son llamadas
“permisivas” mientras que la células que siguen el camino indirecto son denominadas

“inductivas” (George, 1993).
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La determinacién y competencia de las células varia segun del explante del que parte y se
cree que su capacidad morfogenética esta ligada al historial genético de la planta. Es
importante sefialar que las células determinadas transmiten su “estado” hacia las células
hijas, durante la division celular. Cuando la célula ha elegido un camino morfogenético en
particular la determinacion queda establecida y se vuelve irreversible, entonces se dice que

las células estan “canalizadas” (George, 1993).

2.6.2 Organogénesis directa.

Cuando segmentos de plantas son transferidos hacia un medio de cultivo nuevos brotes,
raices 0 embriones somaticos pueden ser producidos, es importante tomar en cuenta el tipo
de explante que se utiliza ya que este determina el potencial morfogenético de la célula,
entre los tipos de tejidos que podemos optar estan: peciolos, raices, hojas, cotiledones o
tallos (Segura, 1993).

La iniciacion de brotes formados directamente, se da a la par de la divisiéon celular,
alrededor de las 48 horas después de que las células son transferidos hacia el medio de
cultivo (George, 1993).

La caracteristica principal de los brotes formados directamente de una sola célula es que
cuando se aplican tratamientos mutagénicos se obtienen mutantes “solidos”, esto quiere
decir que todas las células de un mismo tejido exhiben el mismo ndmero de material
cromosémico, mientras que los mutantes quiméricos son células de tejidos que muestran

distinto namero de material cromosémico (Van Harten, 1998)
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2.6.3 Meristemoides.

Son drganos que se forman en el tejido de las plantas, a partir de células individuales o a
través de un grupo de células, que dan paso a estructuras esféricas y poseen un citoplasma

densamente tefiido y un nucleo largo (George, 1993).

2.6.4 Organogenesis indirecta.

Cuando los reguladores de crecimiento o fitohormonas exogenas favorecen la rapida
proliferacion de callos se dice que el explante se desarrolla de manera indirecta,
generalmente los callos no dan paso a la formacién de meristemos morfogenéticos, sin
embargo se ha visto evidencia de que cuando los callos son dejados por largos periodos de
tiempo en un medio el desarrollo de organogénesis es inevitable, mientras que en otros
casos los callos deben ser transferidos hacia un medio de distinta composicion para iniciar

la regeneracion de brotes o raices.

2.7 Fitomejoramiento mediante induccidén de mutaciones.

Una mutacion puede ser definida como un cambio o modificacién en el ADN que es
heredable sufrido por una célula viva, y que no es causado por el fendmeno de segregacion
o0 recombinacion genética. La aplicacion de esta teoria en las plantas superiores se remonta
al afio 1590 donde tomo el nombre de “mutation breeding” o lo que hoy conocemos como

fitomejoramiento (Van Harten, 1998).

La primera contribucién hecha para este campo de estudio fue realizada por el boténico
holandés Hugo de Vries (1848-1935), en su obra “Die Mutations theorie” donde se
presenta la aparicion de cambios repentinos en distintos caracteres que llevaron al origen de

nuevas especies.

También hace mencidn sobre los tipos de radiacion (rayos X y rayos ) descubiertos por W.
K. Réntgen en 1895, H. Becquerel en 1896 y M. Curie en 1897 y ademas sugirié que este

tipo de agentes fisicos pueden ser usados para inducir mutaciones (Van Harten, 1998).

Las mutaciones son la ultima fuente de variacion genética, esta proveen un nuevo material

sobre el cual nuevas especies pueden aparecer, el proceso de aparicion de mutaciones se
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denomina mutagenesis y, en conjunto con la recombinacion de genes, cromosomas Yy la

seleccion natural son las principales fuerzas evolutivas (Stebbind, 1950).

Si bien la recombinacién es un proceso mediante el cual se generan nuevas especies
mediante la combinacion de genes, este proceso no altera la estructura de genes ni el
numero de cromosomas que se encuentran en el nicleo, es importante mencionar que existe
material genético extra-nuclear y se encuentra dentro de cloroplastos y mitocondrias
(Rieger et al., 1991)

Dentro del fitomejoramiento se considera el término “idiotipo” para indicar la suma total
del contenido de ADN celular y extra-celular presente en una planta, es necesario remarcar
en este contexto el término genotipo, que se refiere a la suma total de genes dentro de los
cromosomas Yy fenotipo se refiere a la expresion de dichos genes (Rieger et al., 1991).
Segun este concepto se puede crear una nueva definicién para mutacion dentro de las
plantas: “cualquier cambio heredable en la constitucion idiotipica que no es producto de

recombinacion o segregacion” (Van Harten, 1998).

Se ha demostrado ampliamente en la mayoria de libros de texto de genética, biologia y
biologia molecular, como el uso de organismos mutantes ha ayudado a la comprension
sobre el funcionamiento y expresion de distintos genes asi como también de vias
bioguimicas, comportamiento de la mutacién y expresion de proteinas, se sabe que se
utilizan organismos modelos para este tipo de estudios como son D. melanogaster, A.
thaliana, C. elegans (Beattie, 2011).

El objetivo principal del fitomejoramiento es el de incrementar o mejorar las caracteristicas
que hacen atractivas a un cultivo en particular, ya sea mediante cualquiera de las técnicas
de biotecnologia vegetal como: cultivo de tejidos, induccion de mutaciones o ingenieria
genética (Van Harten, 1998). Entre los principales propoésitos del fitomejoramiento
tenemos: a) mejora en la produccion, b) calidad, c) precocidad, d) resistencia a plagas y

patdgenos, €) costos de produccion.
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2.7.1 Mutaciones para el incremento de la produccién.

El término “produccién” no solo se refiere a la generacion de mayor cantidad de frutos o
semillas sino también en la obtencion de cultivos con mayor rendimiento en la extraccion
de un compuesto determinado, por ejemplo almidon, enzimas o pigmentos (Van Harten,
1998).

Se han reportado resultados positivos en la utilizacion de agentes mutagenicos para el
incremento de la produccion de ciertos cultivos como Hordeum vulgare, donde la

produccion de este cultivo se incremento en un 11% (Bouma, 1967).

2.7.2 Mutaciones para el cambio de estructura.

Se han obtenido grandes resultados en las mutaciones inducidas para el cambio de
estructura en plantas, se han registrado nuevas variedades de cereales que muestran
resistencia a plagas ya que poseen un tallo mas corto y que permite una mayor capacidad
cultivo (Van Harten, 1998).

Otro cambio interesante en la estructura de una planta es la descrita por (Konzack, 1956)
donde se indujo el “habito” arbustivo en Phaseolus vulgaris mediante la utilizacion de

radiacién inducida.

2.7.3 Mutaciones en la induccion de resistencia.

La induccion de mutaciones para obtener resistencia a ciertas plagas ha sido una de las
principales tareas por parte de los fitomejoradores, sin embargo poco provecho se ha
logrado mediante esta técnica (Anénimo, 1977). La principal dificultad radica en que la
resistencia de las plantas a ciertos patdgenos suele ser parcial, ya que la alta tasa de
reproduccion de estos organismos le confiere la habilidad de obtener nuevas estrategias

para romper los mecanismos de defensa adquiridos por la planta (Micke, 1993).

2.7.4 Mutaciones espontaneas.

Las mutaciones espontaneas son aquellas que se producen de manera natural, es decir sin la
intervencion del hombre, este tipo de mutaciones se producen in-vivo e in-vitro por accion
de agentes mutagénicos naturales como: radiacion UV, radiacion emitida por elementos en

desintegracion (uranio, torio) (Van Harten, 1998).
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Las mutaciones espontaneas pueden resultar por eventos que ocurren dentro de la célula o
puede ser causado por factores exdgenos; las principales causas para que ocurran este tipo
de mutaciones son errores en: la replicacién de ADN, recombinacion y reparacion de ADN,

accion de transposones, dafio de ADN por agentes mutagénicos naturales(Levvitt, 1972).

Cuando las plantas crecen bajo condiciones de stress como: heladas, ataque severo de
insectos se ha demostrado en Allium cepa, Spinacia oleracea y algunas especies de la
familia Cruciferacea que generan compuestos quimicos como la isigrina, el cual es un
precursor del aceite de mostaza y que se encuentra relacionado con el gas mostaza, el cual

fue el primer agente quimico responsable de causar mutaciones (Suzuki et al., 1989).

2.7.5 Mutaciones inducidas.

La induccién de mutaciones en plantas se basa en la aplicacion artificial de agentes
mutagénicos, siendo estos fisicos o quimicos. La frecuencia en que estas mutaciones
aparecen es de 10% a 10% veces méas frecuentes que en los procesos espontaneos (Lindgren,
1972).

Ichikawa et al. (1991) reporta que al utilizar bajas dosis de rayos gamma se incremento la
aparicion de eventos mutagénicos en células de Trandescantia, la frecuencia de estos

eventos fue de 10-20 células mutantes por 10* divisiones celulares.

Se ha visto que la frecuencia de mutaciones inducidas por agentes quimicos es de 5 a 10
veces mayor que las obtenidas por agentes fisicos, sin embargo en programas de
fitomejoramiento la aparicion de demasiados eventos mutagénicos en una sola célula no es

tan aconsejable ya que se vuelve dificil estabilizar la mutacion (Van Harten, 1998).

2.7.6 El uso de radiacion en la induccion de mutaciones.

Dentro de la induccién de mutaciones en plantas se estudian dos tipos de radiacion que
pertenecen a distintas categorias: a) rayos X y rayos Gamma que Viajan a través de ondas y
pertenecen al espectro electromagnético y b) particulas moviles como: protones, neutrones

y electrones que pertenecen al tipo de radiacion corpuscular (Van Harten, 1998).

En la induccion de mutaciones se utilizan altos niveles de energia producto de los diferentes

tipos de irradiacion, esta liberacién de energia al atravesar la materia es denominada
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“ionizacion” (Van Harten, 1998), entonces la radiacion ionizante estd formada por ondas o

particulas que traviesan la materia.

Dentro de la practica de fitomejoramiento es de uso comun la radiacion proveniente de
rayos X y Gamma, ya que estos poseen la suficiente energia para “ionizar” las particulas y

atomos con los que interacttan.

Dentro de los tipos de radiacién antes mencionados se debe incluir a la radiacion ionizante
densa, a la cual pertenecen las particulas alfa y beta que son emitidas por los
radionucléidos. Los nucleidos son 4&tomos que poseen un numero de especifico de protones
y neutrones en su ndcleo, mientras que la expresion isotopo se refiere a los atomos que
poseen las mismas propiedades quimicas (igual cantidad de protones y electrones en el
nucleo) pero diferente masa nuclear debido al diferente nimero de neutrones (Van Harten,
1998).

Los radionucléidos y radiois6topos son elementos inestables y la liberacion gradual de
energia es forma de estabilizar su molécula. El tiempo necesario para estabilizar a un

radionucléido o radiois6topo se denomina vida-media.

2.7.7 Radiacion en la naturaleza.
El nimero de mutaciones en un proceso de irradiacion depende de ciertos factores que son:
el tipo de radiacion utilizada, la dosis, el porcentaje de dosis asi como también la especie de

planta, diferencias en el estado fisiologico (Van Harten, 1998).

La dosis se refiere a la cantidad de energia producida por una fuente, mientras que el
porcentaje de dosis es el porcentaje en el cual una dosis es administrada o el cociente de
una dosis para el tiempo.

De acuerdo con Van Harten (1998) la frecuencia de mutaciones genéticas, delesiones y
rupturas de doble cadena son directamente proporcionales a la dosis administrada y no se
ven influenciadas por el porcentaje de dosis, de igual manera se indica que ante un mayor

incremento de la dosis los mecanismos de reparacion de ADN dejan de funcionar.
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Segun Gonzalez (1994) la radiacion actia en un solo sentido de interaccion con las
moléculas y que en células homogéneas esta distribucion se configura de manera

homogénea.

La relacion matematica entre la dosis administrada y la expresion de un efecto atribuible a
la radiacion es descrito como la ecuacion cuadratica linear, donde bajas dosis de radiacién
tienen menos probabilidades de interactuar (en un solo sentido) con una poblacion de

células (Gonzélez, 1994).

2.7.8 Efectividad, eficiencia y eficacia.

Dentro del andlisis de los diversos tratamientos mutagénicos se deben tomar en cuenta las
siguientes definiciones: a) efectividad se refiere al nimero de mutaciones producidas por
unidad de dosis, b) eficiencia indica la produccidn de cambios deseables sin la aparicion de
efectos adversos como infertilidad, dafio de tejidos y c) eficacia que refiere al “poder” o

capacidad de un mutagénico para producir mutaciones (Van Harten, 1998).

2.7.8.1 Radiosensividad.

Es una medida que indica la cantidad de efectos reconocibles en un material irradiado
(plantas, partes de plantas). Las células que se encuentran en division celular activa son las
mas vulnerables a la radiacion, la radiosensividad es una propiedad particular del sistema
bioldgico en estudio, pero esta estd sujeta a diversos factores modificantes (Van Harten,
1998).

Estos factores modificantes pueden ser factores internos (biologicos) y externos como:
estado del material vegetal antes, durante y después de la irradiacion, otro factor importante
a tomar en cuenta es la diferencia en el tamafio del ndcleo celular (NV) o también
denominado volumen del cromosoma en interfase (ICV), que es el cociente de el tamafio
nuclear de una célula dividido para el nUmero de cromosomas somaticos propios de la

especie.

La primera relacion reportada entre el ICV y radiosensividad en plantas herbéceas se la
hizo en 1963 por (Van Harten, 1998) y se encontré una relacion negativa donde, ante un

menor volumen nuclear mayor serd la radiosensividad del organismo en estudio.
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En estudios mas recientes se reporta que el estudio de la radiosensividad es muy importante
dentro de la induccion de mutaciones y el fitomejoramiento, el andlisis de factores
nucleares como: tamafio y numero de cromosomas, nimero de centrOmeros y su posicion,
grado de ploidia y contenido de ADN nuclear, ademas de otros factores como cantidad de
humedad, color y forma de la flor, esto no quiere decir que la radiosensividad es un efecto

dependiente del genotipo (Datta, 2009).

2.8 Rayos Gamma.

Los rayos gamma fueron descubiertos en 1900 por P. Villard, estos se originan en el ndcleo
atomico y son emitidos por un nucleo inestable. Pertenecen a la radiacion electromagnética
y poseen la longitud de onda mas corta, asi los rayos gamma poseen el nivel de energia mas

alto dentro de esta categoria (Van Harten, 1998).

La radiacién gamma se obtiene a través de la desintegracién de radioisétopos **'Cs y ®Co,
las fuentes de rayos gamma pueden usarse para irradiar diferentes tipos de material vegetal
como: semillas, plantas enteras, partes de plantas, cultivos en agar, anteras, polen etc.

Los rayos gamma poseen un nivel de energia que va desde los 10 keV (kilo electrén voltio)
hasta unos cientos (Androvic, 2012), son considerados como los méas penetrantes dentro de

los mutagénicos fisicos.

La radiacion gamma al igual que los rayos X puede atravesar facilmente la materia,
también conocidos como fotones tienen la capacidad de viajar a la velocidad de la luz
(Androvic, 2012), ademas poseen la capacidad de ionizar la materia que atraviesan y por
ende causar dafio en células vivas, el dafio producido por la radiacibn gamma es
proporcional a las distintas vias ionizadas por el material que absorbi6 la radiacion; el dafio
producido por la radiacion gamma depende de tres factores: 1) cantidad de radiacion

emitida, 2) nivel de energia y 3) la distancia a la que fue sometido (Gager, 1907) .

Al interactuar con los componentes de la célula los rayos gamma producen radicales libres

produciendo asi un alto nivel de dafio genético.

La sensibilidad de los organismos varia segin complejidad, por ejemplo los mamiferos son

los organismos mas sensibles a la radiacion gamma mientras que las bacterias son las mas
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resistentes, en especial aquellas que tienen la capacidad de formar esporas (Donelly et al.,
2010) .

Las células en proceso de divisién son méas sensibles a la radiacion, la toxicidad de los
radionucléidos depende de la cantidad absorbida, su distribucién en el organismo, vida

media de eliminacidn, tipo de radiacion emitida y nivel de energia (Donelly et al., 2010).

Se ha estimado que la exposicion a 1 Gy de irradiacion es capaz de producir mil
rompimientos de una cadena, 40 rupturas de doble cadena (Borrely et al., 1998), como se
menciono anteriormente la radiosensividad de un organismos esta determinado por ciertos
factores como: estadio del material irradiado, ICV; es importante tomar en cuenta también
que la sensibilidad estd afectada por la capacidad de un organismo en reparar rupturas de
doble cadena, entonces se podria decir que aquellos organismos que no son capaces de
reparar eficientemente las rupturas de doble cadena son mas sensibles que otros
(Broomfield et al., 2001).

Tabla 1: Unidades de radiacién y sus definiciones.

Unidades de

radiacion Definicion

joule: (J) es la unidad de energia recibida o emitida

electron voltio: (eV) es la unidad que describe el poder de penetracion
de un tipo especifico de radiacion

roentgen: (R) antigua unidad para describir la exposicién o la cantidad
de ionizaciones en el aire

gray: (Gy) es la unidad actual adoptada por el SI que describe la
cantidad de dosis absorbida por radiacion, (1 Gy= 1 J/Kg).
La dosis absorbida se refiere a la energia transferida por
radiacion hacia un blanco.

rad: (rad) es la antigua unidad que describe la cantidad de dosis
absorbida por radiacion. 1 Gy = 100 rad.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.
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2.9 Contaminacion Enddgena.
La contaminacion endogena en tejidos vegetales se debe a la presencia de la bacteria
intracelular denominada Phytoplasma, estos patogenos causan grandes pérdidas

econdmicas en diversos cultivos como: cereales, hortalizas, uvas (Sugio et al., 2011).

La contaminacion endogena (intra-celular) en Limonium sinuatum se debe a la presencia
del Phytoplasma 6SrlI-M (Samuitiene et al., 2007), el cual causa grandes pérdidas
econdmicas en este cultivo. Las enfermedades relacionadas con este patdgeno se han
registrado en méas de 90 familias vegetales alrededor del mundo, andlisis basados en las
secuencias genéticas del rRNA 16S han clasificado a este patdgeno en 18 grupos y 38 sub-
grupos (Lee et al., 1998) .

Los Phytoplasma pertenecen a la clase Mollicutes, philum Tenericutes, y son todos
patdgenos de organismos vegetales, necesitan para su diseminacion la intervencion de
insectos que se alimentan de la savia vegetal denominados vectores (Ammar & Hogenhout,
2006).

Dentro de los estudios de evolucion bacteriana se ha determinado que existen dos grupos
que evolucionaron rapidamente los denominados AAA (Asteroplasma, Anearoplasma,
Acholeplasma) y SEM (Spiroplasma, Entomoplasma, Mycoplasma) es importante

mencionar que los Phytoplasma pertenecen al grupo AAA (Sugio et al., 2011).

Las especies pertenecientes al género Mycoplasma son patdgenos de animales y de seres
humanos, por esta razén su investigacion estd un tanto mas avanzada en relacion a
Phytoplasma, muchas especies de Spiroplasmay de Mycoplasma han sido cultivadas en
medios artificiales fuera de sus huéspedes, mientras que no se ha podido cultivar hasta el
momento en ningun medio artificial cepas de Phytoplasma, es por esta razoén que se ha
propuesto el nombre de Candidatus para este género (Taxonomy ISPWT-P Group Firrao G,
2001).

Phytoplasma se aloja en el citoplasma de las células del floema, que son parte del sistema
vascular de las plantas, las células del floema son células a-nucleadas que poseen un
namero limitado de organelos, pequefias vacuolas y grandes plasmodesmos (Sugio et al.,
2011).
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Phytoplasma posee un ciclo de vida dual Unico, como se menciono anteriormente son
bacterias patdgenas que se transmiten a través de un vector que se alimenta directamente

del tejido vascular de la planta.

Para el primer paso en la adquisicion de la enfermedad se requiere que un insecto se
alimente del floema de una planta infectada, de esta manera Phytoplasma puede
diseminarse e infectar de manera sistematica al insecto. Luego de un periodo de diez dias
donde Phytoplasma infecta la mayor parte del organismo del insecto, este se vuelve
competente para transmitir la enfermedad, entonces cuando este insecto se alimente de una

planta transmitira la enfermedad completando asi en ciclo (Fletcher et al., 1998).

Dentro de los estudios de fitopatologia se ha puesto énfasis en el estudio de bacterias
(Pseudomonas, Ralstonia, Xanthomonas) que colonizan el exterior de la planta por medio
proteinas efectoras que aportan factores de virulencia en el huésped. Sin embargo estas
bacterias permanecen fuera de la célula mientras que fitoplasma es capaz de habitar dentro
del citoplasma de las células del floema es decir es un patdgeno intracelular (Sugio et al.,
2011).

Dentro de los efectos adversos que produce la contaminacion por Phytoplasma estan:
amarillamiento de hojas, floracion precoz, tamafio inferior al promedio, proliferacion de
tallos (escoba de bruja), tejidos de flores (no verdes) se tornan verdes y conversion de flores
en hojas (Bertaccini, 2007).

2.9.1 La comunicacién, un factor importante.

La sefializacion y comunicacion cruzada entre los receptores de la célula vegetal y los
patdgenos foliares es un factor limitante en los mecanismos de defensa de la planta, se ha
determinado que la hormona vegetal ABA (acido abcisico) es un importante componente
dentro de defensa de la planta; la hormona ABA se acumula en la planta en condiciones de
stress causado por el potencial disponible de agua, promoviendo adaptaciones como cierre

de los estomas en condiciones de baja humedad (Beattie, 2011).

2.9.2 El agua y su relacién en la contaminacién foliar.
Siendo el agua la fuente central de la vida, es ldgico pensar que en las plantas el agua

cumpla una funcién en dos vias, es decir, permite al organismo vegetal vivir a través del
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transporte del liquido vital a traves de sus raices y conductos vasculares pero de igual

manera facilita la colonizacion de patdgenos en tejidos aéreos de la planta (Beattie, 2011).

Uno de los mecanismos por los cuales una planta puede defenderse de la infestacion de sus
tejidos aéreos es la deshidratacion de la zona afectada, la reaccion de la bacteria depende de
la extension de la zona desecada (Beattie, 2011), se ha podido comprobar que un rapido
decrecimiento en la disponibilidad de agua produce una completa inhibicion del

crecimiento bacteriano (Kurz et al., 2010) .

De igual manera se evidenciado que un alto contenido de agua entre los espacios inter-
celulares o apoplasticos suprime los mecanismos de defensa en la planta como: respuesta

hiper-sensitiva, muerte celular programada.

Jambunathan et al, (2001) reporta que en altos niveles de humedad Pseudomonas syringae
puede disminuir la respuesta de muerte celular programada en Arabidopsis, de igual manera
se encontré valores menores al 75% del mecanismo de respuesta hiper-sensitiva en las

hojas.

Sobre la naturaleza en el impacto de la contaminacion por medio de agua en el tejido foliar
depende de la disponibilidad de agua en los apopléastos, se conoce que los apoplastos
poseen una fraccion considerable de agua 5% al 50%, pero esto varia drasticamente segin
el ambiente (Wardlaw, 2005).

Las enfermedades foliares causadas por Pseudomonas y Xantomonas estan asociadas con la
saturacion de agua, sugiriendo asi que la abundancia de agua superficial favorece el

crecimiento bacteriano (Beattie, 2011).

La mayoria de bacterias que colonizan las partes aéreas de la planta se localizan en la
superficie de las hojas, sin embargo también habitan sobre la superficie foliar bacterias no
patdgenas que sirven como antagonistas ante los patdgenos invasores (Beattie, 2011),
entonces como se menciond anteriormente la disponibilidad de agua en las partes aéreas es
un factor fundamental en el desarrollo de comunidades bacterianas en el tejido foliar
(Jambunathan et al., 2001).
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Monier & Lindow (2005) reportan que ante un descenso en la humedad del ambiente el
crecimiento bacteriano en las superficies foliares se redujo en un 40%, 30%, y 15% despues
de 3, 4, 5 dias de baja humedad relativa; en contraste en condiciones de alta humedad el

90% de la poblacion bacteriana prevalecio.

Se ha reportado que en ocho especies vegetales mediterraneas, el contenido foliar de agua

estd fuertemente relacionado con el crecimiento bacteriano (Yadav et al., 2005).

2.9.3 Biopeliculas, una forma de vida.

En la superficie foliar las actividades de las plantas como la fitoexudacion modifica de
manera sustancial el ambiente, el abastecimiento de nutrientes hace que este hébitat sea
mucho mas accesible que el medio terrestre (Eberl et al., 2007), las distintas condiciones de
cada tejido hace que las bacterias que colonicen los tejidos foliares deban adaptarse a

variables como: disponibilidad de agua, temperatura y pH.

El tejido foliar tiende a acumular grandes cantidades de biomasa bacteriana, ya que las
partes aéreas de una planta estdn expuestas constantemente a la variabilidad del clima,
hidratacion y otras condiciones de stress las poblaciones bacterianas tienden a secretar una
biopelicula (Haggag, 2010), que es un agregado extracelular que permite a las bacterias
adherirse entre ellas 0 a una superficie, estas biopeliculas pueden proveer cierta proteccion

en condiciones astringentes o ante la presencia de antibidticos (Beattie, 2011).

Las bacterias sintetizan una gran cantidad de polisacaridos, incluyendo polisacaridos
intracelulares, polisacaridos estructurales y polisacaridos extracelulares (PEC). Estos
polisacaridos (PEC) son el componente principal de las biopeliculas estudiadas en P.
aeruginosa, P. fluoresces (Haggag, 2010).

Hassett et al. (2002) sugiere que Pseudomonas posee la habilidad de metabolizar una gran
cantidad de nutrientes, combinado con la capacidad de formar biopeliculas convierte a estos
microorganismos capaces de sobrevivir en los lugares méas inhdspitos y en las condiciones

maés desafiantes (Haggag, 2010).
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Capitulo 111

3. Metodologia.

El presente trabajo se realizo en el laboratorio Esmeralda Breeding & Biotechnology de la

empresa Hilsea Investments Ltd., una compafiia dedicada a la produccién, comercializacion

y exportacion de flores, ubicada en la finca “La Mora”, localidad de San Miguel de

Atalpamba, parroquia EI Quinche, provincia de Pichincha a 2420 m.s.n.m.

Esta investigacion se realizd en dos etapas: la primera fue la etapa de campo que

comprendid la seleccion y recoleccion del material vegetal, la segunda etapa fue la de

laboratorio que comprendio el proceso de: desinfeccion, irradiacion, cultivo de tejidos y

toma de datos.

3.1 Materiales y equipos.

Tijeras desinfectadas con etanol al 70% antes y después de la toma de cada muestra.
Pinzas, bisturis, cuchillas, soporte de acero inoxidable; esterilizados.

Esterilizador eléctrico para instrumentos.

Céamara de flujo laminar BOECO

Balanza analitica.

Tarrinas de pléstico medianas (1)

Frascos de vidrio estériles (500 ml)

3.1.1 Reactivos.

Etanol 70%

Hipoclorito de sodio 2% y 1,1%

Medio basico Murashige & Skoog (MS).
Medio de regeneracion

Medio de crecimiento

Plaguicida comercial Vitek: 0,2 ml/I
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Tabla 2: Composicion de los medios de cultivo utilizados: medio de transporte, medio de

regeneracion y medio de crecimiento.

Medio de transporte

Componente Concentracion
AGAR 0.7%
AZUCAR 3%

MS CON VITAMINAS 4.49/1

Medio de regeneracion

Componente Concentracion
AGAR 0.8%
AZUCAR 3%

MS SIN VITAMINAS 4.3g/l
TIAMINA 0.4mi/N
GLICINA 2ml/I
VITAMINA A 1000ul/i

BAP 0.75ppm

IBA 0.05ppm

AG3 0.1ppm
Medio de crecimiento

Componente Concentracion
AGAR 0.7%
AZUCAR 3%

MS CON VITAMINAS 4.49/1

BAP 0.02ppm
ANA 0.04ppm

Realizado por EB&B 2011.

3.1.2 Material vegetal.

e Se trabajo con 10 plantas por cada variedad (variedad A y B), ubicadas en macetas
plasticas individuales.

e Segmentos cuadriculares de hojas de Limonium sinensis (1 cm por lado), se
selecciond las hojas que no presentaron sintomas de mal nutricion, maltrato o
enfermedad, para esta seleccidn se utilizé el método observacional directo.

e Se seleccionaron las hojas méas cercanas al apice con un tamafio promedio de (8 cm

de largo y 3 cm de largo) siguiendo las recomendaciones de Seelye et al. (1994).
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3.1.3 Fuente de irradiacion.
e Fuente de tipo “Gamma Cell” Cobalto 60 provista por el “Centro de Investigaciones
y Aplicaciones Nucleares (SIAN)” del Ministerio de Energia Renovable del
Ecuador ubicado en Aloag provincia de Pichincha.

Procedimiento.
Como primera actividad dentro de la etapa de campo se seleccionaron las plantas madres de
Limonium sinensis variedad A y variedad B que fueron utilizadas dentro de este trabajo,

estas plantas fueron seleccionadas segun lo descrito en Seelye et al. (1994).

3.2 Etapa I: fase de campo.
Se eligié 10 plantas de Limonium sinensis por variedad, procedentes de un invernadero de
produccion ubicado en la misma finca, las plantas seleccionadas fueron trasladadas a un

area de desinfeccion y lavado, antes de reubicarlas en el invernadero de plantas donantes.

Esta actividad es necesaria ya que las plantas se encontraban cerca de otras especies que
contienen diversos patdgenos, y con fin de llevar un control fitosanitario estricto cada
planta que ingreso al invernadero de plantas donantes fue desinfectada y revisada por el

técnico de turno.

Figura 2: Material vegetal utilizado durante el periodo de seleccidn.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2011.
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Las temperaturas en el dia dentro del invernadero de plantas donantes oscilaron entre los
18°C y 24°C y en la noche de 12°C a 17°C, la humedad se encontraba entre 47 y 57 %,
estas condiciones fueron controladas con equipos de ventilacién automatizados mediante un

controlador l6gico programable (PLC).

En el invernadero de plantas donantes se alojan distintas especies ornamentales ademas de
Limonium; cada espécimen se encuentra debidamente separado uno del otro y el control

fitosanitario dentro del invernadero es monitoreado y revisado por el técnico de turno.

Para este pre-tratamiento de introduccion se utilizé el plaguicida comercial Vitek con una
concentracion de 0,2 ml por litro de agua, para su aplicacion se utilizé una fumigadora de
mochila, este producto fue aplicado con el fin de eliminar enfermedades y plagas como
fusariosis (Fusarium graminearum), acaros (Tetranychus urticae) polillas (Endrosis

saratrella), thrips (Franklinella occidentalis).

Luego se escindieron las hojas de las plantas de Limonium sinensis, las cuales fueron

colocadas en una funda plastica; de esta manera se asegura una seleccion aleatoria de hojas.

Figura 3: Eleccion de los segmentos foliares de manera aleatoria entre el material vegetal
disponible.

Realizado por Franklin Villegas Péliz 2011.
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3.3 Etapa I1: fase de laboratorio.

Se utiliz6 como unidad observacional frascos de vidrio y como unidad experimental
segmentos de hoja de Limonium sinensis contenidas dentro de cada frasco.

Para cada tratamiento se utilizaron 15 frascos de vidrio, dentro de cada frasco se sembraron
10 segmentos de hoja, en cada frasco se numerd la posicion de cada segmento que fue
sembrado (1-10), de esta manera se pudo realizar el analisis individualizado de cada

segmento a lo largo de 8 semanas de observacion.

3.3.1 Condiciones del experimento: la temperatura, humedad y fotoperiodo fueron
ajustadas dentro del cuarto de cultivo y estas fueron controladas mediante un sistema PLC

(controlador l6gico programable) por lo que fueron constantes durante el experimento.

e Temperatura dentro del cuarto de cultivo: 22°C
e Fotoperiodo: 16 horas luz (24.86 umol.m?.s™)
e Humedad: 47-57 %

Desinfeccidon: como primer procedimiento dentro de la fase de laboratorio se efectud la
desinfeccion de las hojas seleccionadas, el protocolo de desinfeccidn se realizd en base a
procedimientos previamente establecidos por el laboratorio EB&B, la desinfeccion de los
explantes se elabor6 en dos pasos: el primero que fue utilizando etanol al 70% y el segundo
agregando hipoclorito de sodio con una concentracion de 1.1% (Seelye et al., 1994; Jeong
etal., 2001).

3.3.2 Protocolo de desinfeccion utilizado.

Primero se prepard una solucion de 2 | de agua con una concentracion de etanol del 70%,
luego en condiciones estériles se coloco la solucién dentro de cada tarrina que contuvo a
los segmentos de hoja, se agitd continuamente por 1 minuto, se escurrid la solucién dejando
solo los segmentos, posteriormente se agregd agua autoclavada a todos los explantes y se
agitd continuamente durante 3 minutos, finalmente se vuelve hacer un ultimo enjuague

agitando continuamente por 1 minuto y se escurrié la solucién.
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Luego se prepard una solucion de agua e hipoclorito de sodio (1.1%), la presentacion
comercial de hipoclorito sodio utilizado fue del (5%), se coloco esta solucion en las tarrinas
que contenian las hojas y se agité continuamente por 15 minutos, se escurrio la solucion y
se realizd un enjuague con agua estéril durante 5 minutos; se repite este proceso de

enjuague dos veces mas variando el tiempo de agitacion por 3 y 1 minutos.

Figura 4: Desinfeccion de los segmentos foliares de Limonium sinensis var A, se muestra el
proceso de enjuague con agua estéril.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2011.

3.3.3 Protocolo de irradiacion y siembra en medios de cultivo

e Siembra en medio transporte: una vez realizada la desinfeccion dentro de la
camara de flujo laminar se sembraron 20 hojas de manera vertical sobre el medio de
transporte, este procedimiento se aplicd para cada una de las dosis propuestas (O, 3,
6,9, 12, 15) Gy.

Una vez sembrados 20 explantes en cada tarrina (una tarrina por cada dosis) estas fueron
trasladadas al SIAN donde recibieron las dosis de irradiacién previamente propuestas,
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también se traslado la dosis control para mantener la homogeneidad en las condiciones de

stress aplicadas a los tejidos.

e Irradiacion del material vegetal: se procedio a irradiar el material vegetal
utilizando la fuente tipo “Gamma Cell” Cobalto 60, las dosis fueron establecidas
mediante ensayos preliminares realizados en el laboratorio, estas dosis fueron
establecidas en base a lineas de investigacion del afio 2010, sin embargo los
resultados arrojados demostraron que estas dosis no permitian el desarrollo de los

tejidos por lo que se decidié cambiar a las siguientes dosis.

Tabla 3: Dosis de irradiaciones utilizadas, para cada variedad y se realizaron tres repeticiones.

Dosis (Gy) | Unidad experimental

0 | Tarrina (20 segmentos)

3| Tarrina (20 segmentos)

6 | Tarrina (20 segmentos)

9| Tarrina (20 segmentos)

12 | Tarrina (20 segmentos)

15 | Tarrina (20 segmentos)

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.

El tiempo de irradiacion estuvo en funcion de la vida media del equipo y de la actividad de
la fuente de irradiacion, segun informacion provista por el CIAN el célculo de la actividad

de la fuente de irradiacion se calcula de la siguiente manera:

A = Ainicial = e?-5(&T/vida media) na yez obtenida la actividad esta sirve como cociente

para la dosis requerida, y la razon obtenida es el tiempo de irradiacion.

dosis

Tiempo de irradiacion=——
actividad a la fecha
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Tabla 4: Tiempos de irradiacion utilizados, con una actividad de 8.5623 Ci.

Dosis Tiempo

3Gy 0.35 min
6 Gy 0.70 min
9 Gy 1.05 min
12 Gy 1.40 min
15 Gy 1.75 min

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.

Figura 5: Fuente de irradiacion Cobalto 60, utilizada en esta investigacion.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2011.

Siembra en medio de regeneracion: luego del proceso de irradiacion se procedio a
extraer los segmentos cuadriculares de cada explante, de cada frasco se tomo una
hoja que luego fue escindida en 10 segmentos cuadriculares, esto segmentos fueron
sembrados en el medio regeneracién. Este procedimiento se siguié para cada dosis
incluida la dosis control, y para cada variedad.
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e Toma de datos: durante 8 semanas de observacion se tomaron los datos
correspondientes a las variables a analizar, una vez por cada semana se tomaron los

datos para cada dosis y para cada variedad.

3.3.4 Variables a analizar.

e Respuesta (nGmero de meristemoides) es el conteo acumulativo de meristemoides
(proliferacion de agrupaciones celulares que poseen actividad meristematica sobre
el tejido foliar (George et al., 1987), el conteo se lo realiz6 durante las ocho

semanas de investigacion.

Meristemoide

Figura 6: Meristemoides formados al cabo de la cuarta semana de observacion,

Realizado por Franklin Villegas Péliz 2011.

e Brotacién: se realizaron conteos individualizados de los brotes adventicios
formados en cada segmento durante las 8 semanas de observacion, la formacion de

brotes adventicios se da previa la formacion de los meristemoides.
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Brote adventicio

Meristemoide

Figura 7: Brotes adventicios producidos durante las sexta semana de observacion en la dosis 0 Gy,

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2011.

e Contaminacion: se registré el nimero de segmentos que se contaminaron durante
el experimento, el conteo se lo realizé individualizando cada segmento que mostro

el crecimiento de un halo bacteriano.

Figura 8: Contaminacion bacteriana registrada durante el tiempo de observacion,

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2011.

46



e Mortalidad: se contaron los segmentos que presentaron necrosis durante el tiempo
de observacién (8 semanas), cada segmento que presentdé mortalidad fue

contabilizado individualmente.

Figura 9: Segmentos de Limonium sinensis var B, de la dosis 0 Gy que no respondieron al proceso

de regeneracion,

Realizado por Franklin Villegas Péaliz 2011.

3.3.5 Andlisis estadistico.

Para el estudio de los datos obtenidos en las variables propuestas se decidio aplicar la
prueba de ANOVA de un factor, ya que los Unicos elementos diferentes en el experimento
fueron las dosis de irradiacion aplicadas; ademas los datos provenientes de las variables
propuestas se obtuvieron a través de conteos acumulativos durante ocho semanas de

observacion, para el analisis estadistico se utilizo6 el paquete informéatico PASW version 18.
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Capitulo IV

4. Resultados.

Los resultados presentados a continuacion pertenecen Unicamente a la variedad A de
Limonium sinensis utilizada en esta investigacion, ya que la variedad B, aunque pertenece a
la misma especie (Limonium sinensis) no respondio al proceso de regeneracion en la dosis

control ni en las dosis de irradiacion utilizadas.

Una de las posibles razones para esta notable diferencia es que la variedad A proviene de
experimentos de regeneracion directa utilizando segmentos foliares, mientras que la
variedad B posee un origen morfogenético diferente; entonces podriamos asumir que la
variedad A estaba acostumbrada a seguir una ruta morfogenética especifica que es la de

regeneracion directa, cuando se utilicen segmentos foliares como material de partida.

4.1 Variable respuesta.

Tabla 5: Conteo de meristemoides obtenidos durante las ocho semanas de observacion.

Dosis

Tiempo en

semanas 0 Gy 3 Gy 6 Gy 9 Gy 12 Gy 15 Gy
1 9 5 1 0 0 0
2 73 42 9 7 1 0
3 190 178 120 54 4 4
4 307 237 163 61 9 8
5 307 237 163 61 9 8
6 307 237 163 61 9 8
7 307 237 163 61 9 8
8 307 237 163 61 9 8

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Figura 10: Decrecimiento en la variable respuesta durante la aplicacion progresiva de las dosis de

irradiacion.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.

Tabla 6: Prueba de ANOVA realizada para el conteo de meristemoides durante las ocho semanas
de observacion.

SUMA DE MEDIA
cuabrapos| CL  |cuaDrATICA F SIG.

Inter- 202,544 5 40,509 20 847 0

grupos

Intra- 259,224 101 1357

grupos

Total 461,768 196

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Tabla 7: Grupos conformados segun la variable respuesta segun la prueba de Tukey. Se puede

notar el arreglo de subconjuntos de acuerdo a lo presentado en la tabla 4.

Dosis Subconjunto para alfa = 0.05
N 3 2 1

Tukey B 15 32 ,05

12 32 ,10

9 32 ,66

6 41 1,36

3 35 2,24

0 25 2,91

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.

4.2 VVariable brotes.

Tabla 8: Desarrollo de los brotes adventicios durante el periodo de observacion.

Tiempo en

semanas |0 Gy 3 Gy 6 Gy 9 Gy 12 Gy 15 Gy
1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

4 87 15 7 3 0 0

5 238 106 32 20 0 0

6 347 195 88 40 2 1

7 535 307 137 54 10 4

8 540 309 148 96 10 4

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Figura 11: Crecimiento de brotes durante el experimento, al cabo de las ocho semanas de

observacidn se pudo notar diferencias entre los brotes producidos en cada dosis.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.

Tabla 9: Prueba de ANOVA aplicada a la variable brotacién. La alta significancia obtenida en esta

prueba, asegura la significancia altamente significativa de esta variable para cada una de las dosis

utilizadas.
SUMA DE MEDIA

cuabrapos| ©N  |cuabraTical F SIG.
Inter- 275187 5 55,037 40,632 0
grupos
Intra- 237,041 175 1,355
grupos
Total 512,228 180

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.
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Tabla 10: Grupos conformados para las dosis utilizadas utilizando la prueba de Tukey.

Dosis Subconjunto para alfa = 0.05

N 4 3 2 1
Tukey B 15 25 ,03

33 59
32 1,23
32 2,11
25 3,71

o w o o

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.

4.3 Variable mortalidad.

Tabla 11: Numero de segmentos que no respondieron al proceso de regeneracion (mortalidad),

obtenidos durante el tiempo de observacion.

Dosis
Tiempo en
semanas 0 Gy 3 Gy 6 Gy 9 Gy 12 Gy 15 Gy
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 9 0 0 35
4 0 14 28 7 26 66
5 0 20 46 9 26 79
6 8 20 53 24 33 89
7 8 24 69 36 50 139
8 8 24 69 36 50 139

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Figura 12: Mortalidad de los segmentos foliares ante las dosis aplicadas. Se puede notar que el aumento de
mortalidad va directamente relacionado con el aumento de la dosis.

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.

Tabla 12: Prueba de ANOVA aplicada a la variable mortalidad. La alta significancia obtenida en

esta prueba, asegura la diferencia de esta variable para cada una de las dosis utilizadas.

SUMA DE MEDIA
cuabrapos| CL  |cuabrAaTica| F SIG.

Inter- 5,038 5 1,008 7.067 0

grupos

Intra- 29,225 205 0,143

grupos

Total 34,263 210

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.
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Tabla 13: Grupos conformados segun la prueba de Tukey. El arreglo de los subcinjuntos conforma

la hipdtesis planteada para esta investigacion.

Dosis
Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2
Tukey B 0 31 1742
3 42 2619
6 35 2714
9 33 5121
12 38 ,5342
15 32 5781

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.

4.4 VVariable contaminacion.

Tabla 14: indices de contaminacion obtenidos durante esta investigacion.

Dosis Repeticion 1 | Repeticién 2 | Repeticién 3
0|79 131 1
3|56 109 11
6|21 34 7
9|80 96 9
12|80 86 0
15106 139 7

Realizada por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Figura 13: Comportamiento de la contaminacidn bacteriana durante el proceso de irradiacion en las tres
repeticiones efectuadas.

Realizado por Franklin Villegas 2012.

Tabla 15: Prueba de ANOVA aplicada a la variable contaminacién. Se obtuvo una significancia

altamente significativa entre las dosis utilizadas.

SUMA DE MEDIA
CUADRADOS GL CUADRATICA F SIG.
Inter- 4,496 5 ,899 4,518 ,001
grupos
Intra- 52,341 263 ,199
grupos
Total 56,838 268

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Tabla 16: Los subconjuntos obtenidos mediante la prueba de Tukey en la variable contaminacion

sugieren gue su arreglo no esta dictado por las dosis aplicadas, sino por factores exdgenos al trabajo

in vitro.

Dosis Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Tukey B 6,00 45 1444
12,00 45 ,3689 ,3689
3,00 45 ,4022
9,00 44 4295
,00 45 4711
15,00 45 ,5667

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.
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Capitulo V

5. Discusion

Durante el andlisis de las distintas variables se obtuvo un alto coeficiente de variacion
(cercano al 24% en todas las variables), esto se debié a que durante las repeticiones
realizadas en la variedad A, la contaminacion bacteriana de los segmentos y la eliminacion
de los mismos ocasiond que la poblacion de andlisis variara sustentablemente entre cada

repeticion.

La alta incidencia de contaminacién bacteriana fue un factor intrinseco dentro del material
vegetal utilizado, esto ocasion6 un alta valor en la desviacion estdndar de los datos
recolectados. No obstante las diferencias altamente significativas mostradas en las tablas 6,
9, 12 y 15 indican que los datos obtenidos para las variables respuesta, brotes, mortalidad y
contaminacion son diferentes en cada dosis, por lo que es aceptable utilizar un analisis

paramétrico en este trabajo (comunicacién personal Ing. Julio Sanchez).

5.1 Variable respuesta.

Es importante mencionar que la variedad A utilizada en este experimento proviene de
experimentos previos de regeneracion directa y mutagénesis por lo que se infiere que esta
variedad estd genéticamente “acostumbrada” a comprometerse en la via de regeneracion

directa.

Para esta variable se obtuvieron diferencias altamente significativas (0,000) en la prueba de
ANOVA (tabla 6), por lo que se entiende que existen diferencias claramente marcadas en

el conteo de meristemoides, entre las dosis utilizadas.

En la (tabla 7) se puede apreciar los subconjuntos conformados por la prueba de Tukey al
0,005%, puede verse que para la variable respuesta se conformaron 3 subconjuntos: el
primero compuesto de las dosis de 0 y 3 Gy el segundo conformado por la dosis de 6 Gy y
el ultimo compuesto por las dosis de 9, 12 y 15 Gy; estos grupos se conforman de acuerdo

al similitud entre el nimero medio meristemoides obtenidos.
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En la dosis de 0 Gy se puede ver la accion del medio de regeneracion sobre los explantes
utilizados, béasicamente la influencia de las distintas hormonas utilizadas permite la

regeneracion por medio de organogénesis directa.

Como se menciono anteriormente la regeneracion directa depende de algunos factores entre
ellos ambientales, concentracion de hormonas enddgenas, composicién del medio y

disposicion genética del tejido a seguir y comprometerse en una via regenerativa.

En cuanto a la composicion del medio la alta concentracion de citoquininas asegura la
dominancia apical y diferenciacion, mientras que la adicion de vitaminas no solo sirven de
factores nutricionales para los tejidos si no también ayudan a activar el mecanismo de

“riboswitches”, mecanismos claves en el proceso de regulacion de la molécula de mRNA.

El conteo de meristemoides en la dosis de 0 Gy(tabla 5 indica) una excelente proceso de
regeneracion por parte de los segmentos de hoja utilizados; obteniendo un numero de
meristemoides al cabo de la cuarta semana de 307, y un nimero medio de 2,91
meristemoides por segmento(tabla 7), esto muestra un buen rendimiento de la variedad A al

medio regenerativo.

Para la dosis de 3 Gy el numero medio de meristemoides formados no es significativamente
diferente uno del otro, apenas 0.67 meristemoides de diferencia(tabla 7), esto permite
inferir que las dosis de 3 Gy es una dosis que permite la reparacion efectiva y continua
division celular; ademaés siendo el dafio celular minimo basados en el nimero de medio de
meristemoides en comparacion al grupo control podriamos sugerir que en esta dosis es
poco probable encontrar mutaciones fisiologicamente atractivas desde el punto de vista
comercial para la industria floricola; ya que basados en estudios anteriores se ha
corroborado que la mayor frecuencia de mutaciones se encuentran entre las dosis mas altas
(Cardarelli et al., 2002), (Yamaguchi et al., 2008).

El segundo grupo en conformarse es el de 6 Gy (tabla 7), este posee un nimero medio de
meristemoides de 1,36 por segmento; en comparacion con el nimero medio de
meristemoides del primer grupo (0 y 3) Gy la diferencia es de 1,55 y 0,88 segmentos

respectivamente.
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En términos de desarrollo morfolégico durante el tiempo de observacion los meristemoides
observados no mostraron mayor diferencia, solamente era notorio el nimero con que estos

aparecian en cada dosis.

La diferencia entre el grupo control y la dosis 6 Gy es apreciable (tabla 7); es por esto que
se puede entender, por qué la dosis 6 Gy forma un conjunto separado. Es importante notar
que el crecimiento de meristemoides se detiene en el grupo control a partir de la 4 semana
de observacidn, al igual que en la dosis de 6 Gy; esto pone en evidencia que el dafio a nivel
celular en la dosis de 6 Gy todavia no obliga un gasto mayor de tiempo en la reparacién de

células.

Se observa que la dosis de 9 Gy (tabla 7) forma un tercer grupo conjuntamente con las
dosis de 12 y 15 Gy, la diferencia del nimero medio de meristemoides entre la dosis 9 Gy y
las dosis anteriores es mas notoria, siendo el nimero medio para la dosis 9 Gy de 0.66
meristemoides por segmento, en comparacion con las dosis anteriores la diferencia es de:
0,7-1,58-2,25 numeros medios de meristemoides para las dosis 6-3-0 respectivamente, esta
diferencia en el conteo acumulado de nimero medio de meristemoides sugeriria que ante

esta dosis el dafio a nivel celular es mas evidente.

Se observa que para la dosis de 9 Gy (tabla 5) en la primera semana de observacion el
namero de meristemoides contabilizados fue de 0, en la segunda semana fue apenas de 7, si
comparamos con el grupo control el crecimiento de meristemoides de la primera a la
segunda semana fue de 7 a 73 tabla 5, esto nos sugiere que a esta dosis podemos ver un
retraso sustancial en el proceso de divisién celular y diferenciacion producto de la terapia

de irradiacion a 9 Gy.

Analizando el tercer grupo formado(tabla 7), se encuentra que la dosis de 12 Gy posee un
nimero medio de 0,10 meristemoides por segmento, el bajo numero medio de
meristemoides nos indica que solo un pequefio grupo de células han logrado dividirse
correctamente, esto nos daria visos optimistas de que las células que logren dividirse y
sobrevivir hasta la fase de aclimatizacién guarden mutaciones interesantes, ademas por los

resultados presentados por (Cardarelli et al., 2002) las modificaciones florales més atractivas
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logradas en Limonium sinatumlas consiguieron con 10 Gy de irradiacion utilizando rayos

gamma Cobalto 60.

Es importante notar que en la primera semana de observacion (tabla 5) el nimero de
meristemoides contabilizados en la dosis de 12 Gy es 0, en la segunda semana apenas se

logré contar un meristemoide, llegando a un nimero tope de 9 meristemoides.

El tiempo de exposicion para la dosis de 12 Gy es de 1,40 minutos (tabla 4), este lapso de
tiempo asegura de manera mas confiable que todos los tejidos expuestos a la fuente sean
estimulados por los rayos gamma, que una mayor cantidad de células sean dafiadas y por

ende un menor grupo de celulas puedan sobrevivir.

Es también logico pensar que la mayoria de segmentos que no respondieron ante la
induccion de regeneracion directa murieron a causa del proceso de irradiacion. No se
encontraron diferencias visibles entre los meristemoides desarrollados a partir de la dosis

control en comparacion con esta dosis.

Siendo la dosis de 15 Gy la mas alta utilizada en esta investigacion se encuentra que el
naimero medio de meristemoides por segmento es de 0,05; segun la bibliografia revisada en
(Datta, 2009) las mutaciones més atractivas se logran utilizando las dosis més altas, aunque

la supervivencia sea inversamente proporcional al aparecimiento de nuevas variantes.

Corroborando los bajos indices de supervivencia mostrados por el nimero medio de
meristemoides en esta dosis(tabla 7) se esperaria que la frecuencia de mutantes en esta

dosis sea alta, sin embargo para aseverar eso es necesaria la evaluacion en campo.

Se puede notar que al cabo de 8 semanas de observacion para la dosis de 0 Gy se tienen un
namero de 307 meristemoides mientras que para la dosis de 15 Gy se tiene solamente 8
meristemoides (tabla 5), esto da una idea de lo nocivo que son los rayos gammas para el

tejido foliar y la sensibilidad del mismo ante este tipo de dafio (Androvic, 2012).
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5.2 Variable brotes.

Para esta variable se obtuvo diferencias altamente significativas (0,000) entre las dosis
utilizadas al igual que en la variable respuesta (tabla 9), mientras que para la prueba de
Tukey al 0,005% (tabla 10), se obtuvo 4 subconjuntos: el primero conformado por la dosis
de 0 Gy, el segundo conformado por la dosis de 3 Gy, el tercero con la dosis de 6 Gy, y el
cuarto compuesto por las dosis de 9, 12 y 15 Gy, estos subconjuntos se conforman de

acuerdo a la similitud en el nimero medio de brotes obtenidos.

Como se muestra en la tabla (tabla 8), para la dosis de 0 Gy el primer subconjunto que se
forma es el de 3,71 (nUmero medio) brotes por segmento, la formacion de brotes esta
directamente relacionada con la generacion de meristemoides, ya que estas estructuras estan
diferenciadas y fisiologicamente “comprometidas” a seguir una ruta morfogenética

especifica, en este caso la regeneracion directa de brotes.

Como se menciona en Mothersill & Seymour (2006) la capacidad regenerativa esta
relacionada con el pasado y estructura genética de cada organismo, y la concentracion de

reguladores de crecimiento en el medio de cultivo.

La generacion de brotes adventicios para el grupo control demostrd ser una buena técnica
de propagacion mostrando un excelente rendimiento para el género utilizado, la generacion
de 3,71 brotes por segmento (tabla 10) de hoja utilizado es sin duda una excelente
demostracion de la capacidad regenerativa del medio utilizado asi como también la buena

adaptabilidad de esta variedad al medio de cultivo.

La variable brotes en la dosis de 0 Gy no tiene ninguna similitud estadistica con las demas
dosis (tabla 10), si bien la marcada diferencia en el nimero medio de brotes para cada dosis
podria llevar a suponer que la induccién de mutaciones con rayos gamma cobalto 60 es una
buena técnica mutagénica, basandose en la ya antes mencionada premisa de que “ante un

decremento en la poblacion regenerada la frecuencia de mutaciones es mayor”.

En la dosis de 3 Gy es obtuvo una media de 2,11 brotes por segmento (tabla 10), mientras
que en la variable control tenemos una media de brotacion de 3,71; esta diferencia de 1,6

brotes podria deberse a varios factores incluyendo obviamente la terapia de irradiacion.
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El tiempo de irradiacion utilizado para esta dosis fue de 0,35 minutos en este corto lapso de
irradiacion es dificil comprobar si todos los segmentos fueron estimulados por los rayos

gamma.

La diferencia de brotes obtenidos muestran de alguna manera el efecto de los rayos gamma
sobre el tejido foliar de Limonium sinensis var A, la diferencia de 231 brotes entre la dosis
de 0 Gy y la dosis de 3 Gy (tabla 8), no es una prueba concluyente de que se obtengan
mutaciones en la dosis de 3 Gy pero nos indica que en esta primera dosis existe un

decremento en la regeneracion y division de células.

Con esto se puede ver que el comienzo del analisis producto de la terapia de irradiacion es
en la contabilizacion de brotes, obviamente el estudio genético, molecular y morfoldgico
nos confirmara la presencia o no de mutaciones, pero lo importante de este analisis es que
el inicio y verificacion del estudio de la terapia de irradiacion es el conteo de brotes mas no
el conteo de meristemoides; ya que son los brotes las estructuras de las cuales inician el
proceso de micropropagacion y posteriormente obtener una mayor cantidad de brotes que
permitan un estudio en campo sélido, es trascendente afiadir que los brotes obtenidos para
la dosis de 3 Gy no diferian en términos de altura y vigorosidad en comparacion con la

dosis de 0 Gy (comentario personal)

En la (tabla 10), se observa que la dosis de 6 Gy es un limite entre las dosis de 0-3 y las
dosis de 9-12-15 ya que a partir de la dosis de 6 Gy la brotacion en las demas dosis decrece
draméaticamente, el gradiente notablemente diferente entre el nimero de brotes remarca lo
propuesto en la hipotesis inicial, “ante un aumento progresivo de la dosis de irradiacion,

disminuira el proceso de regeneracion”.

Es importante sefialar lo presentado en la (tabla 8) donde se nota la diferencia en el nimero
de brotes obtenidos, al cabo de la octava semana; para la dosis de 0 Gy se tienen 540 brotes
mientras que para la dosis de 6 Gy se tienen 148 brotes. Este notable decrecimiento puede
mostrar el efecto de la terapia de irradiacién en esta variable, ante este recuento en la dosis
de 6 Gy se podria pensar que podrian obtenerse mutaciones expresables fenotipicamente,
sin embargo por lo presentado en (Cardarelli et al., 2002) esta dosis dificilmente generaria

variaciones interesantes para el comercio floricola.
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Una caracteristica importante de esta variable, es que los brotes obtenidos en las dosis de
irradiacion de 6 Gy, poseen diferencias morfoldgicas, de altura y vigorosidad (figura 9) si
se comparan con los brotes obtenidos en la dosis de 0 Gy y las dosis de 3 Gy.

Ahora estas diferencias ya visibles no siempre son sefial de una mutacion consolidada ya

que estas diferencias pueden ser producto de variaciones somaclonales (Datta, 2009).

El nimero medio de brotes para la dosis de 9 Gy fue de 0,59 (tabla 10) brotes por
segmento de hoja, este numero es notablemente bajo si se lo compara con los nidmeros

medios de brotacion mostradas en las dosis de 0, 3y 6 Gy.

La razon para este decremento posiblemente sea que el tiempo de irradiacion utilizado
(1,05 minutos) permitié que una mayor cantidad de tejidos sean estimulados por los rayos
gamma, o que los tejidos expuestos hayan recibido la totalidad de la dosis suministrada.

Es importante recalcar este punto, ya que el equipo de irradiacion utilizado fue adquirido en
el afio 1988 con una actividad de 10000 Ci, a la fecha en que se realizaron los experimentos
de irradiacion la fuente poseia una actividad de 500 Ci; este descenso en la actividad
radioactiva se debe a la estabilizacion de los niveles de energia de isétopo de cobalto, si se
toma cuenta en cuenta que los blancos de irradiacion fueron segmentos de hoja confinados
a un frasco esteril que hace dificil la comprobacion de la irradiacion suministrada y que el
equipo utilizado si bien se encontraba en funcionamiento; este no aseguraba un irradiacién
eficiente de los tejidos; entonces se supone que las dosis mas altas permitieron que la

totalidad de los tejidos expuestos hayan recibido de manera eficiente la dosis suministrada.

Para la dosis de 12 Gy se obtuvo un nimero medio de 0,05 (tabla 10) brotes por segmento
sembrados, claramente para esta dosis el efecto de la terapia de irradiacion es notorio,
conjuntamente con la baja produccion de meristemoides 0,10, se puede inferir que el
tiempo utilizado para esta dosis (1,40 minutos) permite que la totalidad de los segmentos
expuestos a la irradiacion sean golpeados por los rayos gamma, quizas no solo una vez sino

varias veces generando asi una baja regeneracion.

Los brotes obtenidos para esta dosis mostraban diferencias en tamafio y vigorosidad, lo que

podria significar el gasto de energia extra que tuvieron que realizar las células primero para
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reparar y depurar el dafio generado tanto en el citoplasma como en la molécula de ADN y

posteriormente continuar con el proceso de regeneracion con que estaban comprometidas.

La generacién de meristemoides para la dosis de 12 Gy demord una semana mas que en las
demas dosis utilizadas, esto indica que se generd un dafio celular de mayor nivel y por esta

razon las células demoraron mas tiempo en regenerarse (tabla 8).

El nimero de brotes obtenidos para la dosis de 15 Gy fue de 4 brotes (tabla 8), lo que
indica el gran dafio ocasionado en los segmentos expuestos a esta dosis si los comparamos
con la dosis de 3 Gy o con la dosis control. Como se explico en la dosis de 12 Gy los dafios
generados en la célula aumentan segln la dosis, si la dosis aumenta se lograra que ninguna
célula pueda ser reparada y la mayoria opte por la apoptosis celular, expresandose de

manera general el fendmeno de necrosis.

5.3 Variable mortalidad.

En la (tabla 13), puede verse la conformacion de 2 grupos, el primero conformado por las
dosis de 0, 3y 6 Gy, y el segundo grupo compuesto por las dosis de 9, 12 y 15 Gy. Este
arreglo muestra que segun el nimero medio de brotes muertos, las primeras 3 dosis usadas
son estadisticamente parecidas, eso sugeriria que en la elaboracion de un protocolo de
irradiacion mediante rayos gamma cobalto 60, en una fuente de irradiacion tipo “Gamma
Cell” las dosis a ensayar partiendo de segmentos de hoja de Limonium sinensis serian las
dosis de 9, 12 y 15 Gy para posiblemente lograr modificaciones comerciales de interés.

Ya que en la presente investigacion no se ha utilizado herramientas moleculares ni se ha
realizado una inspeccion morfoldgica de los brotes obtenidos en los distintos ensayos, el
unico instrumento que se posee para determinar la eficacia del proceso de irradiacion es la
alta tasa de mortalidad; la cual, como se ha mencionado ya muchas veces en este trabajo

esta inversamente relacionada con la frecuencia de mutaciones.

Para las dosis que conforman el segundo subconjunto. siendo el tiempo de irradiacion
mayor, el stress aplicado en los tejidos se incrementa generando asi un mayor dafio en el
citoplasma, demandando una mayor cantidad de energia para depurar y reparar los dafios
generados y finalmente ocasionando mayores dafios en la molécula de ADN,

imposibilitando la replicacion de la plantilla en la fase S y arrestando a la célula en la fase
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G2; todos estos efectos generan la muerte celular, ademas de los efectos antes mencionados
la competicion celular dentro del recipiente en estas tres ultimas dosis es mayor
imposibilitando que la mayoria de los tejidos puedan desarrollarse igual que el primer
grupo (Britt, 1996).

2.5 Variable contaminacion.

Con el andlisis de esta variable se pudo reconocer que la contaminacion bacteriana, no es
un factor asociado a las dosis de irradiacion, por lo presentado en la (tabla 16) prueba de
Tukey al 0,005 puede notarse que los segmentos contaminados se encuentran repartidos
entre las dosis utilizadas, sin seguir un patron u orden; por esto se puede afirmar que la

fuente de contaminacion bacteriana es de origen ambiental.

Durante las fases que contienen el cultivo in vitro: seleccién del material vegetal,
desinfeccion dentro y fuera de cdmara de flujo, cortes y siembra de los segmentos de hoja
en los diferentes medios de cultivo, proceso de irradiacién; todos estos fueron llevados con
extremo cuidado con fin de eliminar las posibles causas de contaminacion ambiental o por

manipulacion.

Sin embargo como se muestra en la (figura 13), la contaminacion en las distintas

repeticiones se establecia como un fendmeno intrinseco dentro del proceso de regeneracion.

Durante el presente trabajo los equipos y material del laboratorio fueron minuciosamente
revisados para eliminar cualquier causa de contaminacion, es asi que los filtro HEPA
utilizados en la cdmara de flujo para este trabajo fueron monitoreados y sustituidos para
asegurar un ambiente estéril. De igual manera el agua utilizada para realizar las soluciones

y enjuagues durante la desinfeccion fue analizada y se aseguro su esterilidad.

Sobre la posibilidad de la contaminacion a causa de la manipulacién, esta queda descartada
ya que el comportamiento de la curva mostrada en la (figura 13), se muestra una conducta
ligada a un factor posiblemente ambiental, que para la repeticion uno y dos estuvo presente

mientras que en la repeticion tres no.

Como se menciona en Beattie (2011) los altos niveles de humedad son claves en el

aumento de la contaminacion foliar, es por esto que posiblemente el alto indice de
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contaminacion obtenido en esta investigacion se deba a valores altos de humedad en el

invernadero de plantas donantes.

Aun cuando la sanidad dentro del invernadero de plantas donantes es estricta y el control
fitosanitario se lo lleva cuidadosamente es dificil manejar las poblaciones bacterianas
ambientales que se mantienen en equilibrio sobre las superficies de las hojas, esto quiere
decir que poblaciones bacterianas de Pseudomonas o Xanthomonas que generalmente no
causan efectos dafiinos sobre la superficie foliar (Beattie, 2011) se encuentran viviendo en
equilibrio de condiciones con la planta y el ambiente.

Cuando se toman secciones de estas hojas, y se las someten a condiciones astringentes;
como el proceso de desinfeccién con alcohol e hipoclorito de sodio; posiblemente se

generan biopeliculas por parte de estas bacterias ambientales.

Esta es una estrategia defensiva que permite a estos organismos adherirse a las superficies
en que viven cuando el ambiente cambia de manera drastica, asi una vez que las
condiciones son favorables las bacterias inician su ciclo de vida normal; y ya que el
segmento foliar en el que vivian se encuentra ya no en un ambiente externo sino en un
medio rico en carbohidratos y nutrientes; esto favorece la colonizacién del medio de cultivo

y el aumento de la contaminacion bacteriana.

Posiblemente durante las dos primeras repeticiones los niveles de humedad estuvieron
cercanos o superiores al 70 %, lo cual favorece el establecimiento de poblaciones
bacterianas sobre la superficie foliar, mientras que en la tercera repeticion posiblemente

existieron condiciones de humedad mas bajas que en las anteriores.

Durante este trabajo se decidié analizar los segmentos contaminados por bacterias para
saber el tipo de bacteria que atacaba el cultivo; con la ayuda del laboratorio Zurita & Zurita,
se logo identificar a un género de bacteria, que fue la mas recurrente durante el proceso de

regeneracion: Pseudomonas sp.

Es ampliamente conocido que este genero bacteriano puede colonizar una gran cantidad de
habitats y posee una increible capacidad de adaptacion a ambientes astringentes, por esta
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razon no es de extrafiar que haya sobrevivido al protocolo de desinfeccion, utilizando una

biopelicula, como lo menciona Haggag, 2010.

Es importante mencionar el tema de la contaminacion enddgena en especies de Limonium,
como lo menciona Bertaccini (2007), se ha identificado que este género sufre la
vulnerabilidad de ser huésped de Phytoplasma, sin embargo no hay registros de que el pais
se hayan realizado analisis para saber si efectivamente las plantaciones de Limonium estan

infectadas con este patdgeno intracelular.

Sin embargo entre los sintomas verificables se observan fenomenos como: floracion precoz,
amarillamiento de hojas, bajo tamafio en relacion al promedio apuntando estos sintomas a
la infectacién con Phytoplasma. No obstante en el cultivo de tejidos es poco probable
obtener la colonizacion del medio por parte de Phytoplasma ya que una de las principales
caracteristicas que poseen estas bacterias es su reducido genoma y la incapacidad de
metabolizar azUcares mediante el ciclo de Krebs (Sugio et al., 2011) imposibilitando su
adaptacion inmediata a condiciones extracelulares, otra de las caracteristicas de
Phytoplasma es que hasta el momento no se ha logrado obtener un cultivo artifiacial en el
que pueda vivir esta bacteria, por esta razon se propone el nombre de Candidatus para el

género de esta bacteria (Sugio et al., 2011).

En una comunicacion personal la investigadora Gamma Assante quien a participado en
investigaciones concernientes al estudio de Phytoplasma, coment6 que ‘“se encuentra
segura que la contaminacion obtenida en mi cultivo no se trata de Phytoplasma” por lo que

las fuentes de la contaminacién obtenida deben ser de orden fitosanitario.

67



Capitulo VI

6.1 Conclusiones.

e La utilizacion de segmentos foliares como método de propagacion en Limonium
sinensis var A., resultd ser una buena alternativa, por su répida adaptabilidad al
medio de regeneracion y la excelente cantidad de brotes generados.

e La utilizacion de las dosis propuestas en este trabajo causaron efectos cuantificables
mediante las variables utilizadas (respuesta, brotacion y mortalidad), por lo que, se
podria utilizar esta metodologia en especies florales relacionadas con Limonium sp.

e Para la variable respuesta se conformaron tres subgrupos durante el conteo de
meristemoides; el primero con las dosis de 0 y 3 Gy el segundo con la dosis de 6 Gy
y el tercero con las dosis de 9, 12 y 15 Gy, entre las dosis aplicadas no se
encontraron diferencias morfologicas entre los meristemoides formados, la Unica
diferencia fue la cantidad con que aparecieron en cada grupo, esta diferencia en la
se debid al incremento en las dosis de irradiacion que al ser gradualmente mayor
generaron mayor dafio en organelos citoplasmaticos y posiblemente generaron
lesiones en la molécula de ADN que imposibilitaron la correcta replicacion del
mismo y por la detencion del ciclo celular.

e El ndmero medio de meristemoides obtenido en la dosis control fue de 2,91
mientras que en la dosis de 15 Gy el nimero medio obtenido fue de 0,05; esta
notable diferencia corrobora la hipétesis planteada al comienzo de esta
investigacion.

e En la variable de brotes se obtuvieron cuatro subgrupos, donde el grupo control
forma un solo subconjunto con una media de brotes por segmento de 3,71; para la
dosis de 3 Gy se obtuvo una media de brotacion de 2,11. Estas dosis mostraron el
mayor indice de brotacion, y no mostraron diferencias morfologicas; para las dosis
de 6, 9, 12 y 15 Gy la cantidad de brotes disminuyo notablemente, ademés los
brotes formados en estas dosis mostraron diferencias de altura, vigor y estructura en

comparacion al grupo control.
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La mortalidad en la induccion de mutaciones estd directamente relacionada con la
dosis de irradiacion, en este trabajo se registré a la dosis de 3 Gy como la dosis de
mortalidad minima (24 segmentos al cabo de la octava semana de observacion),
mientras que la dosis de 15 Gy fue la dosis mas nociva (tabla 11), sin embargo no
fue una dosis letal ya que se lograron obtener brotes (tabla 8).

La dosis de 6 Gy es una dosis “limite” ya que a partir de esta, la mortalidad aumenta
de manera proporcional a la dosis utilizada.

La alta incidencia de contaminacion dentro de este trabajo se debe a la persistencia
de bacterias ambientales que formaron biopeliculas sobre las superficies foliares, al
momento de realizar la desinfeccion, una vez que las condiciones en el cuarto de
cultivo se estabilizaron las bacterias foliares pudieron establecerse sobre el medio
de cultivo.

El contenido de agua y su relacién con la contaminacion foliar es una de las
posibles causas de la contaminacién foliar obtenida en el cultivo in vitro.

La variedad B no mostr6 ningun indicio de formacion celular o regenerativa ante el
estimulo de las hormonas presentes en el medio de regeneracion; aun cuando se
usaron exactamente las misma condiciones experimentales y operacionales que en
la variedad A, esta no respondié ante el proceso regenerativo. La variedad B
pertenece a la especie Limonium sinensis, sin embargo su “origen genético” es
distinto a la variedad A, quizas por esta razon la variedad B no respondié al proceso
regenerativo.

El protocolo de desinfeccion establecido para esta investigacion permitio el proceso
de regeneracion directa en el grupo control asi como también en los segmentos que
fueron irradiados con las distintas dosis; si bien la contaminacion bacteriana fue un
fendmeno recurrente, el aumento de las concentraciones de hipoclorito de sodio y
alcohol en el proceso de desinfeccion disminuyo notablemente la capacidad

regenerativa de los segmentos foliares.
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6.2 Recomendaciones.

e Para obtener un menor indice de contaminacion se recomienda utilizar material
vegetal in vitro, asi la esterilidad del material asegurard un porcentaje de
contaminacion minimo.

¢ Si el material vegetal proviene de un invernadero in vivo, se recomienda controlar
las condiciones de humedad, de esta manera se reducira la poblacion de bacterias
ambientales en la superficie foliar.

e Después de aplicar dosis de irradiacion sobre segmentos foliares se recomienda
trasladar los segmentos irradiados a los medios regenerativos, o mas réapido
posible, asi las células pueden empezar a repararse y el proceso regenerativo sera
mas efectivo.

e Seria interesante registrar los cambios moleculares generados a partir de la
irradiacion de segmentos de hoja Limonium sinensis, con las dosis de 3, 6, 9, 12,
15 Gy.

e Como continuaciéon a esta investigacion seria interesante aplicar la técnica de
secuenciacion de ADN, de las plantas de Limonium sinenesis var A que lograron
establecerse en el campo y comparar con el grupo control, los cambios genéticos
producidos.

e Siendo la regeneracion directa a través de segmentos foliares excelente técnica de
propagacion in vitro seria recomendable aplicar la metodologia propuesta en este
trabajo en otra clase de cultivos de interés comercial.

e En un trabajo de irradiacion y regeneracion de tejidos vegetales es recomendable
utilizar protocolos de desinfeccion que no sean tan agresivos con el material
vegetal, ya que las condiciones de irradiacion generan un stress considerable en las
células vegetales.

e Las caracteristicas fitosanitarias del material de partida deben ser lo més estrictas
posibles, con el fin de evitar un proceso de contaminacion in vitro.

e Para realizar el método de regeneracion directa a través de segmentos foliares es

recomendable utilizar cultivares que se hayan originado mediante la técnica antes
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mencionada, de esta manera posiblemente el material vegetal esté “predispuesto” a

comprometerse a una ruta morfogenética especifica.
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Glosario.

e 2,4-D: auxina empleada en la preparacion de medios de cultivo; &cido 2,4 di-
clorofenoxiacético.

e AlIlA: auxina empleada en la preparacion de medios de cultivo; 3-indolil-acido
acético.

e Antera: en las plantas angiospermas, la antera es la parte terminal del estambre de
una flor, y forma parte del aparato reproductor masculino de la flor.

e Auxinas: son compuestos derivados del triptéfano usados en micropropagacion,
son afadidos al medio de cultivo para la regulacién del crecimiento y elongacion
celular.

e BAP: citoquinina empleada en la preparacion de medios de cultivo; 6-
bencilaminopurina

e Brote: estructura unipolar generada por organogénesis directa o por
micropropagacion.

e Callo: agrupacion de células no diferenciadas.

o Citoquinina: hormona vegetal que retrasa la dominancia apical y promueve la
aparicién de brotes.

e Embrion: huevo o zigoto que proviene de la union del gameto femenino y
masculino de un flor.

o Embriones somaticos: células idénticas a un embrion, pero no provienen de la unién
de dos gametos.

e Fenotipo: expresion de caracteristicas genéticas.

o Fitopatogeno: dicese del organismo gue ataca o parasita a una planta.

e Infloresencia: es la disposicion de las flores sobre las ramas o la extremidad del
tallo; su limite est4 determinado por una hoja normal.

 Irradiacion: aplicacion de un elemento radioactivo sobre otro cuerpo.

e Meristemo: centro de division celular.

e Morfogénesis: iniciacion, determinacion de la forma y funcién de un determinado
grupo de células.

o Mutacion: expresion fenotipica de un dafio causado a nivel genomico.

73


http://es.wikipedia.org/wiki/Planta
http://es.wikipedia.org/wiki/Angiosperma
http://es.wikipedia.org/wiki/Estambre
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/Rama
http://es.wikipedia.org/wiki/Tallo

Mutageénico: capacidad que posee un elemento de generar mutaciones.

Nudo: zonas del tallo desde donde nacen las hojas.

Organogénesis: ruta morfogenética donde se generan estructuras unipolares (brotes)
sin la formacion previa de un callo.

Plantula: primera etapa de formacion de un zigoto; consta de raiz y de primordios
foliares.

Protoplasto: célula vegetal que carece de pared celular.

Rayos gamma: tipo de radiacion electromagnética, constituida por fotones,
producida generalmente por elementos radiactivos.

Regeneracion directa: actividad celular que se pone en manifiesto luego de efectuar
algun estimulo (dafio, corte, adicion de hormonas) sobre el tejido vegetal.

TDZ: citoquinina empleada en la preparacion de medios de cultivo, tidiazuron.
Totipotencia: capacidad de las células vegetales de regenerar cualquier 6rgano
desde una célula diferenciada.

Citoesqueleto: es un entramado tridimensional de proteinas que provee soporte
interno en las células, organiza las estructuras internas de la misma e interviene en
los fendmenos de transporte, trafico y division celular.

Tubulina: denomina tubulina a un heterodimero formado por dos subunidades (a y
B) que al ensamblarse de manera altamente organizada genera uno de los principales
componentes del citoesqueleto, los microtibulos.

Quiescente: es un estado celular donde la célula cumple todas sus funciones
metabolicas pero sin dividirse.

Mitdgeno: son factores que estimulan el proceso de division celular.

Antimitégeno: son moléculas que impiden el avance del ciclo celular.

Ciclina: son una familia de proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular,
las ciclinas forman complejos con enzimas quinasas dependientes de ciclinas (Cdks)
activando en estas Ultimas su funcion quinasa.

Quinasa: son un tipo de enzimas que transfieren grupos fosfatos desde ATP a un

sustrato especifico o diana, el proceso se llama fosforilacién.
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CAPITULO VII

7.1 Anexo de figuras.

Figura 14: Contaminacién bacteriana, puede notarse que un solo segmento es el que posee

crecimiento bacteriano alrededor.

Obtenida por Franklin Villegas Péliz 2012.

Figura 15: Regeneracion directa de Limonium sinensis variedad A en la dosis de 15 Gy, puede
notarse la alta mortalidad en esta dosis.

Obtenida por Franklin Villegas Paliz 2012.
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Figura 16: Segmentos de Limonium sinensis variedad B (0 Gy) que no respondieron al proceso de

regeneracion.

Obtenida por Franklin Villegas Péliz 2012.
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Figura 17: Proceso realizado para la identificacion de la contaminacidn bacteriana en cultivo in
vitro de Limonium sinensis, de izquierda a derecha se muestra el aislamiento y reproduccion de la
bacteria (A), la caracterizacion bioquimica (B), identificacion por medio del equipo Vitek 2 y
finalmente la tipificacion del género (C) y un antibiograma como posible método de control (D).

Obtenida por Franklin Villegas Péliz 2011.

Figura 18: Toma semanal de datos (A) y arreglo al azar de los frascos en el cuarto de cultivo (B)

Obtenida por Franklin Villegas 2012.
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Figura 19: Variaciones morfoldgicas de los brotes obtenidos entre la dosis de 6 Gy (derecha) y la

dosis de control.

Obtenida por Franklin Villegas Paliz 2012.

7.2 Anexo de tablas.

Tabla 17: Tabla que muestra que la relacion entre las dosis utilizadas y la variable mortalidad es de

tipo altamente significativa y de tipo positiva; corroborando los resultados antes presentados.

Dosis vs Mortalidad Dosis Mortalidad

Coeficiente
de 1 315

Dosis correlacion

*k

Rho de
Spearman Coeficiente
de 3157 1

Mortalidad | correlacién

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.

78



Tabla 18: Relacion que existe entre las dosis utilizadas y la variable respuesta es altamente

significativa y negativa, eso quiere decir que el aumento progresivo de las dosis genera un

decrecimiento en la formacién de meristemoides.

Dosis vs Respuesta

Dosis

Respuesta

Rho de
Spearman

Dosis

Coeficiente
de
correlacion

436"

Respuesta

Coeficiente
de
correlacion

436"

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.

Tabla 19: Relacion que existe entre el aumento de las dosis de irradiacion y la formacion de brotes.

Dosis vs Brotes

Dosis

Brotes

Rho de
Spearman

Dosis

Coeficiente
de
correlacion

- 487"

Brotes

Coeficiente
de
correlacion

- 487"

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.
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Tabla 20: Coeficiente de correlacion para la variable contaminacion no es mayor a 0,5 por

lo que indica que no existe una relacion directa entre las dosis de irradiacion y la

contaminacion obtenida dentro del experimento de irradiacion.

Correlacion entre variables

Dosis

Contaminacion

Coeficiente
de
Dosis correlacion

Rho de

0,051

Spearman Coeficiente
de

Contaminacién | correlacion

0,051

Realizado por Franklin Villegas Paliz 2012 en PASW version 18.
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Protocolo de irradiacion y regeneracion directa utilizando segmentos de hoja de

Limonium sinensis.

10.
11.

Seleccionar el material vegetal de partida, se recomienda utilizar material vegetal de
origen in vitro para evitar la contaminacion bacteriana. Si se va a trabajar con
material in vivo, asegurar que el material se encuentre libre de plagas y
enfermedades; es importante notar las condiciones de humedad al que estan
expuestas las plantas en el ambiente, ya que altos niveles de humedad favorecen la
disposicion de bacterias ambientales en la superficie foliar.

Tomar hojas de L. sinensis que se encuentren cerca al apice, las hojas deberan tener
alrededor de 8 cm de longitud.

Una vez seleccionadas las hojas, se colocaran en una funda sellada, y seran
transportadas al area de lavado.

En recipientes de plastico por separado se colocaran los segmentos de hoja, y se
realizaran lavados con agua potable, 5 minutos con agitacion contante y enjuague.
Para la desinfeccion dentro de la cdmara de flujo se debera preparar: una solucién
de alcohol metilico al 70% y una solucion al 1,1% de hipoclorito de sodio, la
cantidad de las soluciones depende del nimero de segmentos a utilizar.

Dentro de la camara de flujo laminar se coloca la solucion de alcohol metilico
dentro de los recipientes que contienen los segmentos hasta que la solucién cubra
las mismas y se mantiene a las mismas con agitacion constante durante 1 minuto.

Se descarta a la solucion utilizada, y con agua estéril se realizan dos enjuagues, el
primero de 3 minutos con agitacion y el segundo de 1 minuto con agitacion.

Luego se coloca la solucion de hipoclorito de sodio hasta que cubra las hojas, se
mantiene durante agitacion constante por 10 minutos.

Se desecha la solucion, y con agua estéril se realizan tres enjuagues con agitacion
constante: el primero de 5 minutos, el segundo de 3 minutos y el tercero de 1
minuto.

Se trasladan los segmentos desinfectados a otra camara de flujo.

Las hojas desinfectadas se siembran de manera vertical sobre el medio de transporte
(tabla 2), de manera que estas puedan ser estimuladas de una manera homogénea

por la fuente de irradiacion.
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12. Una vez que el material vegetal fue irradiado, inmediatamente los segmentos deben
ser procesados dentro de una cédmara de flujo y sembrados en el medio de
regeneracion (tabla 2), se deben descartar los bordes de la hoja y con el bisturi
deben realizarse cortes, de manera que se obtengan segmentos cuadriculares de
alrededor de 1 cm por lado. Es recomendable sembrar 5 segmentos por frasco, y
numerar la posicion donde estos son sembrados.

13. Una vez procesados los segmentos, estos deben ser colocados en un cuarto de
cultivo con las siguientes condiciones: fotoperiodo 24.86 umol.m?s™, humedad 47-
57%, temperatura de 22°C.

14. Los contenedores que muestren presencia de contaminacion fangica o bacteriana
deben ser eliminados.

15. Se debe monitorear una vez por semana las variables: respuesta, brotes,

contaminacion y mortalidad.
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