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RESUMEN 

 

 

 

La inducción de mutagénesis mediante la aplicación de rayos gamma es una técnica 

ampliamente utilizada en el mejoramiento genético de especies ornamentales, debido a la 

importancia que genera la novedad en la floricultura. En estos cultivos, es relativamente 

simple la selección para características relevantes (color de flores, tamaño de planta y 

flores, entre otras), lo que se traduce en una técnica de mejoramiento genético más 

eficiente. En alstroemeria existen diversas variedades producto de mutagénesis con 

aplicación de radiación, donde las variaciones principales que se buscan son: cambio en el 

tamaño y color de las flores, forma y rayado interno de los tépalos, el vigor de la planta, 

productividad y periodo de floración. Previo a la irradiación con fines de mejoramiento 

genético se deben calcular los tiempos de exposición del material y la uniformidad de 

aplicación de radiación, lo que se conoce como dosimetría química. Junto con esto, se debe 

determinar una dosis que produzca un alto porcentaje de mutaciones, y que a la vez permita 

la sobrevivencia de un alto número de explantes, siendo la dosis donde se produce una 

mortalidad de 50% (DL50) un punto óptimo para irradiar con fines de mejoramiento 

genético. 

 

El objetivo de este estudio fue estimar la dosis letal 50 (DL50) utilizando 2 explantes de 

Alstroemeria spp los cuales fueron irradiados con rayos gamma. Para determinar los 

tiempos de irradiación y la uniformidad de irradiación, se utilizaron dosímetros de Fricke, 

los cuales se irradiaron por 4, 8 y 12 min, para luego medir su absorbancia en agua en un 

espectrofotómetro. Para calcular la DL50, se irradiaron rizomas y callos embriogénicos de 

Alstroemeria spp con dosis de 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 Gy con el fin de evaluar 

la brotación en rizomas y germinación en callos embriogénicos durante un periodo de 8 

semanas. 

 

En rizomas, se observa que aplicaciones de rayos gamma reducen el número de brotes y 

dosis altas de radiación gamma producen mortalidad. Una dosis de 120 Gy produce la 

mortalidad total de los rizomas, mientras que 31,2 Gy produce la reducción del 50% de la 

brotación, siendo la dosis óptima de aplicación con fines de mejoramiento genético. En 

callos embriogénicos no se observó germinación en ninguno de los tratamientos, pero si 

disminución en el aumento de peso y oxidación de los explantes en todos los tratamientos 

irradiados en relación al tratamiento testigo. Es por esto, que los rizomas de Alstroemeria 

spp presenta mejores proyecciones para trabajos de mejoramiento genético utilizando 

mutagénesis que callos embriogénicos. 

 

 

 

Palabras claves: Mutagénesis, rayos gamma, rizomas, callos embriogénicos. 
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ABSTRACT 

 

 

 

The induction of mutagenesis by the application of gamma rays is a technique widely used 

in the genetic improvement of ornamental species, due to the importance that generates the 

novelty in floriculture. In these crops, selection for relevant characteristics (flower color, 

plant size and flowers, among others) is relatively simple, which translates into a more 

efficient genetic improvement technique. In alstroemeria there are several varieties of 

mutagenesis with application of radiation, where the main variations that are sought are: 

change in the size and color of the flowers, shape and internal scoring of the tepals, plant 

vigor, productivity and period of flowering. Prior to irradiation for genetic improvement 

purposes, the exposure times of the material and the uniformity of radiation application 

must be calculated, known as chemical dosimetry. Along with this, a dose that produces a 

high percentage of mutations must be determined, while allowing the survival of a high 

number of explants, the dose where a 50% mortality (LD50) is produced, an optimal point 

for Irradiate for breeding purposes. 

 

The objective of this study was to estimate the lethal dose 50 (LD50) using 2 explants of 

Alstroemeria spp which were irradiated with gamma rays. To determine the irradiation 

times and the uniformity of irradiation, Fricke dosimeters were used, which were irradiated 

for 4, 8 and 12 min, and then measured their absorbance in water in a spectrophotometer. 

To calculate the LD50, Alstroemeria spp. Rhizomes and embryogenic calli were irradiated 

at doses of 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 and 120 Gy in order to evaluate bud sprouting in 

rhizomes and germination in embryogenic callus during A period of 8 weeks. 

 

In rhizomes, it is observed that gamma ray applications reduce the number of shoots and 

high doses of gamma radiation produce mortality. A dose of 120 Gy produces the total 

mortality of the rhizomes, while 31.2 Gy produces the 50% reduction of the bud, being the 

optimal dose of application for genetic improvement purposes. In embryogenic calli, no 

germination was observed in any of the treatments, but there was a decrease in the weight 

gain and oxidation of the explants in all treatments irradiated in relation to the control 

treatment. For this reason, the rhizomes of Alstroemeria spp have better projections for 

genetic improvement work using mutagenesis than embryogenic calli. 

 

Keywords: Mutagenesis, gamma rays, rizhomes, embryiogenic callus. 
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 INTRODUCCIÓN 

 

 

 

El mejoramiento genético vegetal comienza 10.000 años antes de cristo durante la 

revolución neolítica, cuando los cazadores recolectores comienzan a volverse sedentarios y 

desarrollan la agricultura (Gepts, 2001). Esto conlleva a un aumento de rendimientos, 

basados en el uso de fertilizantes, maquinarias, agroquímicos y rotaciones, el cual no sería 

posible sin la generación de variedades adecuadas a las condiciones edafoclimáticas 

(Ahloowalia and Maluszynski, 2001).  

 

En la actualidad, los métodos de mejoramiento genético son más sofisticados, dejando atrás 

la selección sencilla de poblaciones provenientes de variación natural y recombinación 

sexual, logrando crear variabilidad, seleccionar, evaluar y multiplicar los genotipos 

deseados (Green, 1986; Dribnenki 1996). En cultivos ornamentales, se han utilizado 

principalmente las siguientes técnicas: hibridación interespecífica e intergenérica (Wang et 

al., 2009, Hao et al., 2013, Deng et al., 2011), poliploidización (Lu and Bridgen, 1997; Van 

Tuyl and Lim, 2003), mutagénesis (Schum, 2003; Aros et al., 2012) y transgenia (Akutsu, 

2004). 

 

Durante la evolución de los cultivos, debido al enfoque de utilizar y generar sólo variedades 

elite, se ha ido perdiendo la diversidad genética. Debido a esta erosión genética es que 

emergen diferentes formas de inducir mutaciones e incrementar artificialmente la 

variabilidad (Smartt and Simmonds, 1995), como son la inducción de mutaciones Fisicas, 

químicas y sitio especifica (Datta, 1997; Jain and Spencer, 2006; Schiml et al, 2016) y 

variación somaclonal (Larkin and Scowcroft, 1981). Dentro de las físicas destaca el uso de 

radiación, la que puede ser radiación ultravioleta (UV) y radiación ionizante: rayos X y 

gamma, partículas alfa y beta, protones y neutrones (Predieri 2001), los cuales actúan, 

principalmente, rompiendo el ADN nuclear, lo que provoca que, en el proceso de 

reparación, se induzcan nuevas mutaciones aleatorias y heredables. Los cambios pueden 

ocurrir también en organelos citoplasmáticos (Jain and Maluszynski, 2004). 

 

De los agentes mutágenos físicos antes señalados, los más utilizados son los rayos gamma, 

los cuales presentan una longitud de onda menor que los rayos X lo que le da mayor 

energía por fotón. Estos se pueden obtener a partir de radioisótopos, siendo las principales 

fuentes de rayos gamma los isotopos Co
60

 y Cs
137

 (Medina et al., 2005) 

   

La aplicación de rayos gamma genera radicales libres, los que pueden dañar o modificar 

diferentes componentes celulares de las plantas, además de generar cambios en la 

morfología, anatomía, bioquímica y fisiología, dependiendo de la intensidad aplicada 

(Kóvacs and Keresztes, 2002; Kim et al., 2004; Wi et al., 2005). Además, por la radiolisis 

del agua se producen especies reactivas de oxígeno (ROS), como son los peróxidos de 

hidrógeno (H2O2), anión superóxido (O2
-
), radicales hidroxilos, y oxígeno singlete (Luckey, 

1980; Quintiliani, 1986; Miller and Miller, 1987; Rosenberg et al., 2008; Dubner et al., 

1995; Kóvacs and Keresztes, 2002). Según Halliwell (2006), los ROS son metabolitos 
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normales en la planta bajo condiciones óptimas y no son citotóxicos, pero cuando las 

concentraciones aumentan, pueden ser letales para la planta. Es por esto que para un mismo 

genotipo se pueden encontrar distintos niveles de tolerancia a la aplicación de rayos 

gamma, en función de su estado de desarrollo, siendo los tejidos con mayor tasa de 

crecimiento los más susceptibles a daños por aplicación de radiación ionizante (Sparrow et 

al., 1960). La respuesta de las plantas a la radiación está dada por factores biológicos y 

físicos. Dentro de los factores biológicos están: el número y tamaño de los cromosomas, el 

volumen nuclear, la cantidad de ADN por célula, la tasa de crecimiento durante la 

exposición y edad o segmento de la planta. Dentro de las físicas, se encuentran la tasa de 

dosificación de radiación, clase de radiación y temperatura (Sparrow et al., 1960). 

 

Respecto a los usos de las mutaciones en el mejoramiento genético, lo que se busca es 

mejorar variedades al alterar uno o más rasgos principales. Estos pueden ser: altura de 

plantas, resistencia de semillas a roturas, resistencia a enfermedades, entre otras, que 

ayudan a un aumento del rendimiento o darles valor agregado a las plantas ornamentales 

(Ahloowalia and Maluszynski, 2001). Muchos mutantes inducidos se han lanzado como 

variedades elite y otros se han utilizado como líneas parentales (Green, 1986; Dribnenki 

1996). 

 

Para obtener la dosis óptima de aplicación de radiación para realizar mejoramiento 

genético, es necesario estimar de la dosis letal media (DL50) (Cheema and Atta, 2003; 

Mohanjain, 2001), en donde se busca la dosis que produzca mortalidad del 50% de 

plántulas provenientes de los explantes irradiados. Las tasas de mutación son por lo general 

muy bajas (<1%) por lo que grandes poblaciones deben ser tratados para lograr resultados 

exitosos (Broertjes and Verboom 1974).  
 

Además, existen metodologías para obtener los puntos óptimos de irradiación mediante una 

dosimetría biológica (Vral et al., 2011) y la estimación de dosis reductiva (GR50) 

(González et al., 2007) o la utilización de técnicas de inducción de mutagénesis, que tienen 

como finalidad, aumentos de rendimiento y adaptabilidad, apuntando a una modificación de 

genes cuantitativos a la irradiación recurrente mediante irradiaciones recurrentes (Vega, 

1994), las cuales producen acumulación de variabilidad, tomando en cuenta que las 

poblaciones no se deterioren genéticamente en el proceso (Frydenberg and Sandfaer, 1965). 

 

En relación a la aplicación de mutagénesis inducida en el mejoramiento genético de 

cultivos ornamentales, las características que se buscan generalmente son visibles, por lo 

que es muy simple seleccionar plantas mutadas en caracteres como: color, forma y tamaño. 

Respecto al mercado de variedades, los cultivos ornamentales tienen una característica 

muy particular: es líder en el número de variedades registradas a nivel mundial, llegando a 

ocupar un 47,9% del registro de variedades en Europa el año 2014 (CPVO, 2015) y 

cualquier carácter novedoso puede generar un valor agregado. Por lo tanto, la mutagénesis 

se ha convertido en una de las herramientas más utilizada para los cultivos ornamentales 

(Maluszynski et al., 1995). Ejemplo de esto, son las variedades en plantas ornamentales 

mutantes desarrolladas, como, por ejemplo, achimenes, crisantemo, clavel, rosas y 
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streptocarpus, se obtuvieron mediante la irradiación de esquejes enraizados, hojas 

desprendidas, etc. (Broertjes, 1977).  

 

Las técnicas de cultivo in vitro han mejorado la inducción de mutagénesis en varios 

aspectos, ya que ofrecen la posibilidad de elegir el material vegetal para el tratamiento 

(yemas, órganos, tejidos y células), lo que comparado con el cultivo in vivo, entrega 

mejores resultados, ya que puede disminuir el riesgo de obtener quimeras y aumenta la 

probabilidad de que las células mutadas expresen mutaciones en el fenotipo. Además, 

permite, a la vez, el manejo de grandes poblaciones y la selección y clonación de las 

variedades seleccionadas. Junto con esto, permite realizar en forma rápida los ciclos de 

propagación, separando los sectores mutados de los no mutados y permite un eficiente 

control fitosanitario (Ahloowalia, 1997; Predieri, 2001). 

 

Dentro de las plantas ornamentales, el género Alstroemeria es uno de los principales en la 

industria de flores de corte (Kamminga, 2008). Este género pertenece a la familia de 

Alstromeriaceae con más de 60 especies descritas, todas originarias de Sudamérica, donde 

Chile y Brasil son los principales centros de diversidad, corresponden a plantas herbáceas, 

perennes y rizomatosas de flores grandes, las cuales, en Chile, se desarrollan en amplios 

ambientes, desde bosques lluviosos hasta desiertos y desde la Cordillera de los Andes hasta 

la costa chilena (Bayer, 1987; Muñoz y Moreira, 2003) 

 

En alstroemeria, el mejoramiento genético se centra principalmente en los siguientes 

parámetros: en color y tamaño de flores, forma y rayado interior de los tepalos, vigor de la 

planta, productividad y tiempo de floración (Broertjes and Verboom, 1974; Schum, 2003). 

Para esto, en el mejoramiento genético de este género se han utilizado principalmente 

técnicas de inducción de mutagénesis mediante la irradiación de rizomas con rayos X 

(Broertjes and Verboom, 1974) y rayos gamma (Przybyla, 1992; 2000, Aros et al., 2012).  

 

Las especies de alstroemeria comúnmente se propagan a través de la división de sus 

rizomas y es poco común mediante semillas, debido a la alta esterilidad que presentan y la 

variabilidad de sus ejemplares (Bond, 1991; Sanso and Xifreda, 2001). A pesar de esto, la 

división de los rizomas no resulta eficiente presentando una baja tasa y restricciones 

estacionales. Debido a esto es que se desarrollaron métodos de propagación in vitro los 

cuales han resuelto las limitaciones mencionadas (Lin et al., 2000). 

 

Se ha estimado la DL50 en rizomas de híbridos y mutantes de alstroemeria (Przybyla, 1998) 

y rizomas de Alstroemeria aurea in vitro (Aros et al., 2012).  

 

Otra forma de propagación son los callos embriogénicos. Esta técnica busca reducir los 

costos de propagación y aumentar la eficiencia en comparación a los rizomas (Cruz et al., 

2003). Los callos embriogénicos son un grupo de células no diferenciadas, se basan en la 

totipotencialidad de las células vegetales que pueden generar una planta completa o 

embriones somáticos a partir de cualquier célula vegetal, además de tener un desarrollo 

celular más rápido (Tapia, 2007).  
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La inducción de mutagénesis en callos tienen mejores resultados que en órganos con 

células bien organizados ya que las células de los callos tienen mayor chance de 

sobrevivencia, y si esto se suma a los sub cultivos sucesivos, se obtendrán mutantes sólidos 

debido a que el origen de estos vendrá a partir de un número de células restringido 

(Broertjes and Van Harten, 1978) 

 

Si bien es cierto la irradiación de rizomas, esquejes y semillas está bastante descrita, el 

cálculo de DL50 en callos embriogénicos no se ha descrito anteriormente en cultivos 

ornamentales. Ejemplos de estudios en callos embriogénicos con aplicación de rayos 

gamma son: efectos sobre la regeneración de callos en rosa canina (Moallem et al., 2013) y 

rudbeckia  (Oates et al., 2013), además en especies no ornamentales como son: papa dulce 

(Lee et al., 2002), echinocereus (Hutabarat, 1986), ajo (Mostafa et al., 2015), maíz 

(Moustafa et al., 1989) y con fines de cálculo de DL50: maravilla (Omar et al.,1993) y caña 

de azucar (Suprasanna et al., 2008) encontrándose ambos entre 20 y 30 Gy.  

 

Considerando todo lo anterior, este estudio plantea la siguiente hipótesis: 

 

Hipótesis: La radiación gamma aplicada a rizomas y callos de Alstroemeria spp. 

produce efectos sobre la brotación de rizomas y germinación de callos 

embriogénicos dependiendo de la dosis utilizada 

 

Objetivo General 

 

 

Desarrollar un protocolo de aplicación de rayos gamma sobre Alstroemeria spp, mediante 

el cálculo de DL50 para inducir mutaciones. 

 

Objetivos específicos 
 

Desarrollar un sistema para lograr una aplicación de radiación gamma uniforme. 

 

Realizar un cálculo de la Dosis Letal 50 (DL50) de acuerdo a dosis de radiación gamma 

sobre rizomas y callos de Alstroemeria spp. 

 

Comparar ambos explantes para determinar cual es el que presentan mejores proyecciones 

para realizar mejoramiento genético mediante inducción de mutagénesis con aplicación de 

rayos gamma. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

Lugar de estudio 

 

 

La presente memoria se realizó en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la 

Facultad de Ciencias Agronómicas de la Universidad de Chile.  

 

La irradiación del material se llevó a cabo en el Laboratorio de Irradiaciones del Centro de 

Estudios Nucleares La Reina, de la Comisión Chilena de Energía Nuclear (CCHEN). 

 

 

Material Vegetal 

 

 

El material vegetal que se utilizó, corresponde a rizomas y callos embriogénicos de 

Alstroemeria (CORUCH 13B08) provenientes de la cruza interespecífica entre los 

parentales C3 (madre) y UC05 (padre), ambos del Proyecto de Mejoramiento Genético de 

Alstroemeria de la Universidad de Chile. 

 

 

Dosimetría química 

 

 

Se realizó una Dosimetría de Fricke (Fricke and Hart 1966), con el fin de comprobar la 

uniformidad de distribución y validar las dosis necesarias para la irradiación. 

 

Para esto se utilizó un dosímetro de sulfato de fierro, que al ser expuesto a radiación se 

oxida pasando de ion férrico a ion ferroso, que, por norma, debe ser medido con un 

espectrofotómetro de precisión. Para esto, se utilizó un espectrofotómetro Lambda 35 

(Perkin Elmer, Estados Unidos) que permite conocer la absorbancia de radiación en agua. 

Este dosímetro es muy sensible a las impurezas orgánicas, las cuales pueden generar una 

gran variación, es por esto que se le adiciona cloruro de sodio, que ayuda a evitar 

interferencias. Esta solución se lleva a ampollas de 10 ml, las cuales se ubican en la misma 

posición en la que se ubican los explantes al momento de irradiar (Figura 1). 
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Figura 1. Posición de los dosímetros en placas en que posteriormente se ubicaron los 

explantes irradiados. 

 

El material se irradió por 5 minutos, con 3 repeticiones, donde se midió la absorbancia de 

cada una de las posiciones y de las repeticiones, para comprobar si la irradiación ocurría de 

forma uniforme en los 3 dosímetros. 

 

Luego de comprobar la uniformidad, se validaron los tiempos de irradiación. Utilizando los 

dosímetros en las posiciones correspondientes, se irradió por 4, 8 y 12 minutos, con el fin 

de determinar la absorbancia en cada uno de los tiempos, lo que se traduce en una 

intensidad, con lo cual, se puede desarrollar un modelo lineal para estimar los tiempos de 

irrradiacion necesarios para obtener las dosis deseadas de radiación gamma. El dosímetro 

de Fricke solo mide entre 60 y 400 Gy, por lo que para las dosis menores a 60 Gy se 

debieron extrapolar los tiempos de exposición necesarios. 
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Irradiación del material 

 

 

Tanto los rizomas como callos de alstroemeria fueron irradiados en el irradiador 

Gammacelll 220 R (Co
60

) (Nordion, Canadá) de la sección de alimentos y salud de la 

CCHEN. El material se irradió en placas Petri de 15 x 60 mm con 10 mL de un medio agar-

agua con 2 explantes por placa. Estos se sometieron a 7 dosis de radiación (0, 15, 30, 45, 

60, 75, 90, 105 y 120 Gy) (Cuadro 1) las cuales se estimaron a partir de la dosimetría 

quimica, con 3 repeticiones cada tratamiento. Se utilizaron rizomas que tuvieran un tamaño 

entre 0.5 y 1 cm y callos de 0.05g. En ambos casos se utilizó un diseño experimental 

completamente aleatorizado (DCA). 

 

Cuadro 1. Dosis de radiación (Gy) aplicada a explantes de alstroemeria irradiados con 

rayos gamma. 

Dosis (Gy) Tratamientos 

0 T0  

15 T1  

30 

45       

60 

75 

90 

105 

120 

T2  

T3  

T4  

T5  

T6  

T7  

T8  

  

 

 

Cálculo de DL50  

 

Para el cálculo de DL50, se buscó encontrar la dosis de radiación que lograra una 

disminución del 50% en la brotación de los rizomas y germinación de callos. 

 

Los explantes ya irradiados se llevaron al Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la 

Universidad de Chile, en donde los rizomas se cambiaron a frascos de vidrio de 200 ml con 

40 mL de medio de multiplicación, que consiste en: 4,43 g·L
-1

 de medio MS con vitaminas 

(Phytotechnology Laboratories) (Murashige and Skoog, 1962),  2 mg·L 
-1

  de 6-

Bencilaminopurina (N6-Benciladenina, Phytotechnology Laboratories), 7 g· L
-1

  de agar 

(Poder de gelificación: 1150 g·cm
-2

, Phytotechnology Laboratories) y 30·g L
-1

  de sacarosa 

(D-Sacarosa, Cristalina. β-D-Fructofuranosil-α-D-glucopiranosido azúcar, Phytotechnology 

Laboratories), ajustado el pH a 5,8 con NaOH al 1N. Los callos por su parte, fueron 

cambiado a placas de 15 x 60 con 10 ml de un medio MS60, el cual consta de 4,43g·L
-1

 

medio MS con vitaminas (Murashige and Skoog, 1962), 7 g·L
-1

 Agar y 60 g·L
-1

 de 

sacarosa. Ambos explantes fueron llevados a la cámara de germinación, a una temperatura 

constante de 22 °C y con un fotoperiodo de 16 horas de luz. 
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Evaluaciones 

 

 

Rizomas 

Los rizomas se evaluaron durante 8 semanas, ya que los resultados de la investigación 

realizada por Vasquez (2016) concluyen que es el tiempo óptimo de desarrollo de rizomas 

in vitro, evaluandose la brotación cada 3 días. Una vez finalizado el ensayo, los rizomas 

que no mostraban ningún brote se consideraron como rizomas muertos. 

 

Solo se consideraron dentro del conteo los brotes que permanecieron hasta el final de las 8 

semanas, descartándose los que no perduraron (brotes muertos) 

 

 

Callos embriogénicos 

Al igual que en rizomas, los callos se evaluaron cada 3 días, por un total de 8 semanas, para 

asi, tener un punto de comparación entre ambos explantes, donde se buscó evaluar el 

número de brotes, a ojo desnudo, por cada callo. Además, se evaluó la ganancia de peso al 

final de las 8 semanas y la mortalidad de callos. Se consideró como callo muerto aquellos 

que no sumaron peso dentro de las 8 semanas. 

 

 

Análisis estadístico 

 

 

El presente estudio contó con dos experimentos que se analizan de manera independiente, 

por un lado, está la dosimetría química y por otro la dosimetría física, ambos análisis 

estadísticos fueron realizados con el software estadístico INFOSTAT. 

 

 

Dosimetría química 

 

Para determinar si la aplicación fue uniforme, se analizaron las desviaciones estándar de la 

absorción de radiación gamma en agua y así conocer la diferencia entre repeticiones, para 

luego, elaborar una regresión lineal con las absorbancias (Gy) en función del tiempo de 

exposición. 

 

Dosimetría física 

 

 

Rizomas 

Para el cálculo de dosis letal 50 se utilizó un modelo lineal generalizado de respuesta 

binomial con factor respuesta logit, el cual es el modelo que se recomienda usar por la 

Universidad de California (UCLA, 2016). Este modelo está definido por Logit(Y) = 

constant + coef*X, donde X equivale a la dosis de radiación utilizada y logit equivale al 
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log(P/1-P), siendo P la proporción de brotación en base al potencial de brotación de los 

rizomas, siendo en este caso nueve brotes el máximo presentado en rizomas. Las 

diferencias de tamaño de los rizomas no provocaron cambios significativos en la brotación, 

por lo tanto, no se utilizó como covariable. 

 

Para el tiempo a brotación, se utilizó un ANDEVA y luego se graficó el aumento de brotes 

en función de la dosis de rayos gamma aplicada en la herramienta de apoyo estadístico 

EXCEL. 

 

 

Callos embriogénicos 

En callos, solo se analizó estadísticamente el aumento de peso de los callos, para lo cual se 

utilizó una regresión exponencial que compara el aumento de peso en respuesta a la dosis 

aplicada en la herramienta de apoyo estadístico EXCEL. 

. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

Dosimetría química 

 

 

La dosimetría química permitió conocer la uniformidad de aplicación, luego de aplicadas la 

radiación gamma a cada una de las 3 repeticiones. Se estandarizaron las absorbancias por la 

temperatura que presentan los dosímetros al momento de medirlos. Las desviaciones 

estándar fluctuaron entre ±0,488 para la posición con menor variación y ±1,621 para la 

posición con más variación (Cuadro 2). 

 

Cuadro 2. Absorbancia de radiación en cada una de las posiciones en las que se ubicaron 

los dosímetros de Fricke luego de 5 minutos expuestos a irradiación gamma. 

Dosis (Gy) Unidades de  

Absorbancia 

Gy Desviación 

est. de la 

absorbancia 

    

 0,3487 52,75  

Posición 1 0,3522 53,73 0,488 

 

       

 

Posición 2 

 

 

 

Posición 3 

 

0,3502 

 

0,3549 

0,3454 

0,3489 

 

                    0,3594 

0,3512 

0,3481 

 

53,16 

 

54,46 

51,84 

52,86 

 

55,72 

53,45 

52,58 

 

 

 

1,326 

 

 

 

1,621 

 

Para aceptarse que una aplicación es uniforme, esta no debe exceder las 2 unidades de 

desviación estándar (ASTM, 2013), además, otro indicador de uniformidad de aplicación es 

el R
2 

(Figura 2) que mientras más alto sea el valor menos variación existe entre las 

absorbancias de un mismo tiempo de irradiación, obteniéndose alta uniformidad de 

aplicación al ser 0,9998 el valor R
2
 . 

 

La uniformidad es una característica difícil de controlar, ya que al utilizar el irradiador, las 

variables que se pueden manejar son el tiempo en que se expondrá la muestra a la 

radiación, el recipiente en el cual se irradiará y la posición de los explantes (Tormo, 1977). 

El recipiente y el tiempo de exposición determinan la dosis absorbida, siendo la posición de 

los explantes la variable que se debe regular para alcanzar una mayor uniformidad. 
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Los tiempos de exposición determinados para alcanzar las dosis de radiación necesarias se 

desprenden a partir de la Figura 2, que nos permite interpolar dosis desde los 77 Gy hasta 

179 Gy. Las dosis que sean menores a 77 Gy se extrapola utilizando la ecuación de la recta 

obtenida: Y=14,56X+4,56, siendo Y la dosis de radiación absorbida y X el tiempo de 

exposición. Al ser el R
2 

 0,99, la dosis de radiación absorbida esta explicado mayormente 

por el tiempo de exposición, siendo en forma menor, afectado por el error. 
 

 

 
Figura 2. Regresión lineal de dosis de radiación absorbida v/s tiempo de irradiación 
 

Es importante previo a irradiar material realizar una dosimetría química para validar los 

tiempos de exposición necesarios para alcanzar una dosis de radiación requerida, ya que, 

los radioisótopos tienen una vida media, que se refiere al tiempo que tiene que transcurrir 

para que se desintegren la mitad de sus núcleos radioactivos (Ibarra, 2008). Esto conlleva a 

una perdida sucesiva de la potencia del irradiador, lo que hace recomendable validar las 

dosis previamente a una irradiación. 
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Irradiación del material 

 

 

Una vez realizada la dosimetría química, se estimaron los tiempos necesarios para alcanzar 

las dosis deseadas (Cuadro 3). 

 

           Cuadro 3. Tiempos de irradiación estimados. 

Dosis (Gy) Tiempo (min) 

0 0,00 

15 0,72 

30 

45       

60 

75 

90 

105 

120 

1,77 

2,81 

3,85 

4,89 

5,93 

6,97 

8,02 

 

 

 

Rizomas 

 

 

Tiempo a primer brote  

 

Los rizomas ya irradiados, fueron observados cada 3 días durante 8 semanas registrando el 

tiempo que demoraron en comenzar a brotar (Figura 3). En general, se detectó una alta 

irregularidad en el tiempo al primer brote, siendo los tratamientos irradiados con 30 y 60 

Gy los primeros en comenzar a brotar, demorando 9 días, pese a esto, solo muestran 

diferencia significativa con los rizomas irradiados con 75 Gy, los cuales comenzaron a 

brotar al cabo 30 días. Los tratamientos irradiados con 105 Gy solo lograron brotar un 33%, 

mientras que a los 120 Gy no se observó brotación. 
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Figura 3. Días promedio que tardaron los rizomas en alcanzar el primer brote dependiendo 

de la dosis de irradiación de rayos gamma. Medias seguidas con la misma letra significa 

que no son diferentes según prueba de Duncan al 95% de significancia. 

 

 

Existen antecedentes de que bajas dosis de radiación pueden generar hormesis, que es un 

aumento en la división celular, crecimiento y desarrollo en diversos organismos, incluidas 

las plantas (Luckey, 1980; Sagan, 1987), pero no definen lo que es una baja dosis de 

radiación, presentándose en amplios rangos. Watanabe et al. (2000) y Al-Safadi and Simon 

(1996) trabajando con semillas de arabidopsis y zanahoria respectivamente, señalan que la 

velocidad de germinación aumenta debido al estrés que genera la radiación. A pesar de 

esto, no se puede asumir que este efecto ocurre producto de la hormesis o del estrés 

generado por la radiación, ya que la velocidad de germinación se mostró irregular y sin 

diferencias significativas entre tratamientos irradiados y no irradiados. A diferencia de esto, 

Aros et al. (2012) si obtuvo diferencias significativas al trabajar con rizomas de 

alstroemeria irradiados in vitro, donde una intensidad hasta los 40 Gy aceleraba la 

velocidad de brotación de rizomas de Alstroemeria aurea. 

 

Brotación Diaria 

 

En los días iniciales luego de la irradiación, no se observan diferencias significativas en la 

brotación entre  tratamientos, sin embrago, a partir del día 14, se observa un aumento en la 

brotación del tratamiento testigo. El resto de los tratamientos se mantienen constante, hasta 

el día 25, donde el tratamiento irradiado con 15 Gy comienza a mostrar diferencias 

significativas respecto al resto de los tratamientos irradiados (Figura 4). 
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Figura 4. Evolución diaria en la brotación de rizomas de Alstroemeria spp in vitro durante 

un periodo de 56 días desde la irradiación con rayos gamma. 

 

Esto resultados concuerdan con los obtenidos por Aros et al. (2012), en el cual a partir del 

día 14, observaron diferencias significativas en la brotación de rizomas entre el tratamiento 

testigo y los tratamientos con aplicación de rayos gamma. 

 

La brotación a lo largo del tiempo aumenta en el tratamiento sin irradiación hasta llegar a 

un punto en que comienza a estabilizarse, pero no ocurre lo mismo en los tratamientos 

irradiados, los que sufren una disminución en el número de los brotes, ya que existen brotes 

los cuales debidos a efectos de la radiación producen especies reactivas de oxigeno (ROS), 

que, al paso del tiempo, terminan por causar toxicidad en los tejidos (Halliwell, 2006). Esto 

significa que los tratamientos irradiados son menos estables en el tiempo y pueden 

aumentar y disminuir el número de brotes constantemente, lo que se traduce en distintas 

DL50 a través del tiempo. Es por esto que, el tiempo que dure el ensayo debe estar 

relacionado con el tiempo que demoran los rizomas en alcanzar su óptimo desarrollo.  

 

A pesar de no ser un parámetro que se consideró en las evaluaciones, se observa una mayor 

elongación de brotes en el tratamiento testigo en comparación a los tratamientos con 

aplicación de rayos gamma. Duron et Decourtye (1986) concluyeron que en dosis de 

radiación crecientes afectan la formación de brotes y la elongación de los mismos. 
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Muerte de rizomas 

 

Los rizomas que no brotaron en un periodo de 8 semanas se consideraron como muertos. A 

partir de los 105 Gy ocurrió una muerte parcial de rizomas, mientras que rizomas irradiados 

con 120 Gy mostraron una mortalidad total del material (Cuadro 4). Otro efecto que se 

observó es un aumento del tejido necrótico en los tratamientos irradiados en comparación 

con el testigo, lo cual comienza a hacerse visible a partir del día 7 desde que los rizomas 

fueron irradiados.  

 

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de los rizomas en base a la dosis absorbida de 

radiación gamma. 

Dosis de radiación 

absorbida (Gy) 

Porcentaje de 

mortalidad 

0   0    a 

15   0    a 

30 

45     

60 

75 

90 

105 

120 

  0    a 

  0    a 

  0    a 

  0    a 

  0    a 

  66   b 

 100  c 

Porcentaje seguidos con la misma letra significa que no son diferentes según prueba de 

Duncan al 95% de significancia 

 

Bajos las condiciones en las que se desarrolla la investigación, se alcanzó una resistencia 

mayor a la radiación que lo señalado por Przybyla (1998) que trabajando con rizomas de 

híbridos y mutantes de alstroemeria reportó mortalidad parcial de rizomas desde los 10 Gy 

y a los 50 Gy mortalidad total de los rizomas mientras que Aros et al. (2012) con rizomas 

in vitro de Alstroemeria aurea observaron que la mortalidad comienza desde los 2,5 Gy y a 

los 40 Gy alcanzó sobre el 50%. Esto es beneficioso para trabajos de inducción de 

mutagénesis, ya que permite reducir la mortalidad aplicando mayores dosis de radiación, lo 

que se traduce en aumentar la probabilidad de obtención de mutaciones (Broertjes and 

Verboom, 1974). 

 

Calculo de DL50 

 

Se graficaron los datos obtenidos con el modelo descrito anteriormente, considerando la 

proporción de brotes de los rizomas de alstroemeria en base a 9 brotes máximos por rizoma, 

obteniéndose, que una dosis de rayos gamma de 31,2 Gy produce una disminución en la 

brotación de un 50% en rizomas de Alstroemeria spp. (Figura 5). Considerando este 

resultado, la dosis óptimas de irradiación para trabajos de mejoramiento genético es de 31,2 

Gy. 
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Figura 5. Estimación de DL50 utilizando un modelo lineal generalizado con estructura 

binomial y factor de respuesta logit.  

 

Un aspecto importante a destacar es la utilización de este modelo, ya que, a pesar de ser el 

modelo recomendado para este tipo de análisis, en estudios anteriores de cálculo de dosis 

letal 50 para inducción de mutagénesis se ha utilizado comúnmente regresión lineal (Ágeles 

et al., 2013; Berenschot et al., 2008; Soontornchainaksaeng et al, 2016) y otros autores 

mencionan rangos de dosis de radiación en los cuales se encuentra la dosis letal 50, sin 

utilizar modelos (Hernández, 2013; Santos-Perez. 2013; Aros et al., 2012). 

 

Por último, se utilizó este método de estimación de DL50 para obtener la dosis optima de 

aplicación de rayos gamma con fines de mejoramiento genetico por sobre la reducción del 

50% de peso, debido a que en rizomas in vitro cada brote se puede replicar en una planta 

independiente, por lo que cada yema cumple un rol similar al de una semilla, y la dosis letal 

50 es un método que se utiliza principalmente en semillas, mientras el método de la 

reducción del 50% de crecimiento se utiliza principalmente en plántulas (Ángeles et al., 

2013). La dosimetría biológica no se utilizó al ser un método más complejo, que necesita de 

un nivel tecnológico más alto y mayor tiempo de investigación (Vral et al., 2011). 
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Callos embriogénicos 

 

 

A diferencia de los rizomas irradiados, en callos embriogénicos no se puede aceptar la 

hipótesis, ya que no se observó germinación en ninguno de los tratamientos, incluyendo el 

testigo. 

 

Esto se debe principalmente a la falta de un medio de cultivo óptimo para la germinación de 

este genotipo, ya que los utilizados previo a este ensayo y en este ensayo no dieron 

resultado en la germinación. Aun así, se observan resultados en la oxidación y peso de los 

callos embriogénicos que se muestran a continuación. 

 

 

Oxidación de los explantes 

 

Una semana después de irradiados los callos embriogénicos, se observó oxidación en todos 

los tratamientos incluido el testigo. Esto varía a las 4 semanas siendo el tratamiento testigo 

el único que regeneró en callo no oxidado, manteniéndose esta situación hasta el final de las 

8 semanas. Las figuras 6.A y 6.B muestran callos embriogénicos sin irradiar e irradiados 

con 30 Gy respectivamente, previo a la irradiación, donde no se observó oxidación. La 

figura 6.C muestra callos embriogénicos del tratamiento testigo a las 8 semanas de 

irradiados en el cual se observó zonas las cuales no están oxidadas, esto difiere a la Figura 

6.D donde toda la superficie del explante presentó oxidación. 

 

 

 
 

Figura 6. Callos embriogénicos de Alstroemeria spp sin irradiar (A) e irradiado con 30 Gy 

(B) previos a la irradiación. Callos embriogénicos sin irradiar (C) e irradiados con 30 Gy 

(D) pasadas 8 semanas de irradiado el material.  
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A pesar de que el tratamiento testigo no fue irradiado, este mostro oxidación al igual que 

los tratamientos irradiados, lo que indicaría la existencia de un factor adicional de la 

irradiación que genera oxidación. En este sentido, el medio de cultivo utilizado tenia 60g l
-1 

 

de sacarosa, lo que es un valor elevado, ya que normalmente se utilizan medio que 

contienen entre 20 a 30g l
-1 

 de sacarosa. La sacarosa es el principal responsable del 

potencial osmótico en un medio de cultivo (Bhojwani and Razdan, 1986; Lara y Monter, 

2002), este aumento del potencial osmótico es el que puede producir estrés oxidativo por la 

menor disposición de nutrientes presentes en el medio de cultivo para la planta (Jenks and 

Hasegawa 2008). Esto explicaría la oxidación a los pocos días de irradiados los callos en 

todos los tratamientos incluido el tratamiento sin irradiar. 

 

 Sin embargo, pasadas las 8 semanas, solo el tratamiento sin irradiar regenero en zonas que 

no presentan oxidación (Figura 6.C), mientras que todos los tratamientos irradiados, a pesar 

de presentar aumento de peso, regeneraron en callo oxidado (Figura 6.D), lo cual se puede 

explicar por lo expuesto por EL-Beltagi et al quienes concluyen en que un aumento en 

dosis de radiación aplicada en explantes, aumentan la producción de agentes oxidantes. 

 

 

Aumento de peso y muerte de callos embriogénicos 

 

Pese a que todos los tratamientos aumentaron de peso, a medida que las dosis de radiación 

gamma aumentaron, el aumento de peso disminuyó de forma exponencial, hasta los 75 Gy, 

donde el aumento de peso no varía más de 0,01 g, por lo que se asume que a partir de esta 

dosis se presenta una mortalidad total en callos embriogénicos de este genotipo de 

alstroemeria. (Figura 7) 

 

 
Figura 7. Aumento de peso de callos embriogénicos en función de la dosis de radiación 

gamma absorbida. 
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Algo similar observaron Bajaj (1970) y Lajonchere et al. (1995) trabajando con 

aplicaciones crecientes de rayos gamma sobre callos embriogénicos de poroto y pasto 

guinea, observaron una disminución en el aumento de peso hasta llegar a un punto que se 

produce la mortalidad de los callos. A pesar de ser especies que difieren de alstroemeria, se 

puede deducir de un efecto inhibidor de cualquier dosis de aplicación de rayos gamma 

sobre el aumento de peso en callos embriogénicos. 

 

Por otro lado, si comparamos ambos explantes irradiados y la dosis de mortalidad, los 

rizomas presentan mayor resistencia a la radiación. Esto puede deberse en parte a la 

estructura de los callos, ya que son agrupaciones de células que se encuentran más 

expuestas en comparación a los meristemos de rizomas de alstroemeria (UNAD, 2016). 

Aun así, existe antecedentes que demuestran que la inducción de mutaciones con rayos 

gamma en callos embriogénicos responde de mejor manera que otros explantes (Broertjes 

& Van Harten, 1978).  

 

Sin embargo, es necesario determinar el tipo de callo con el que se trabaja, debido a que, en 

una misma especie, pueden existir callos embriogénicos con distintas consistencias., como 

por ejemplo Ramirez et al, quienes describen 4 tipos de callos diferentes en banano. Esto 

puede variar la radio sensibilidad de callos embriogénicos, por lo que, en trabajos futuros, 

se debe conocer cuál es el tipo de callo que se utiliza. 
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CONCLUSIONES 

 

 

 

A partir de los datos obtenidos en la presente investigación, se puede concluir lo siguiente: 

 

La hipótesis se acepta de forma parcial, ya que bajo las condiciones en las que se desarrolló 

la investigación, la radiación produce efectos en la brotación de rizomas de Alstroemeria 

spp. Sin embargo, no se puede aceptar o rechazar si existe efecto de la radiación en el 

número de brotes de callos embriogénicos en este genotipo. 

 

La radiación gamma en cualquier dosis aplicada produce un efecto inhibitorio en el número 

de brotes de rizomas y en el peso de callos embriogénicos de Alstroemeria spp cultivados 

in vitro. 

 

La radiación gamma provoca, dependiendo de la intensidad, mortalidad en los explantes de 

Alstroemeria spp. En rizomas, la mortalidad es total a partir de los 120 Gy, mientras que, en 

callos embriogénicos, a partir de los 75 Gy. Por lo tanto, los callos embriogénicos tienen 

mayor sensibilidad a la radiación gamma que los rizomas de Alstroemeria spp bajo estas 

condiciones experimentales. 

 

La dosis letal 50 para futuras irradiaciones de rizomas de Alstroemeria spp con fines de 

mejoramiento genético es de 31,2 Gy. En callos embriogénicos no se obtuvo respuesta al no 

existir germinación en ninguno de sus tratamientos, incluido el testigo. 

 

El mejor explante para trabajos de mejoramiento genético de Alstroemeria spp vía 

inducción de mutagénesis son los rizomas. Es necesario a futuro determinar un medio de 

germinación óptimo para callos embriogénicos, ya que es un explante promisorio y del que 

se pueden obtener resultados más eficientes mediante inducción de mutagénesis. 
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