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RESUMEN

La germinacion natural de las semillas de la orquidea L. autumnalis es
baja, porque requiere condiciones especificas del arbol hospedero y factores
ambientales favorables. La germinacion asimbi6tica in vitro es un método de
propagacion eficiente; sin embargo, el desarrollo de las plantulas requiere
de uno a dos afios. El objetivo fue evaluar el efecto de la radiacion gamma
%Co para estimular la germinacién de semillas y el desarrollo in vitro de
plantulas de L. autumnalis. Se irradiaron 22 frutos a diferentes dosis (3 a 30
Gy, con intervalos de 3 Gy), ademds de un tratamiento sin irradiar utilizado
como testigo. Las semillas se cultivaron en medio Murashige y Skoog sin
fitohormonas. El disefio experimental fue completamente al azar con 16 a
32 repeticiones; la unidad experimental fue un frasco con 20 mg de semillas.
A los cinco dias y posteriormente cada 10 dias se cuantificé el nimero de
semillas en las etapas de imbibicion, formacion de protocormos fotosintéticos,
protocormos en diferenciacion, desarrollo de promeristemos, hojas y plantulas.
Se realiz6 un andlisis de varianza y prueba de Tukey (a = 0.05). Las semillas
irradiadas entre 3 y 15 Gy formaron 61 % mas protocormos fotosintéticos que
las semillas sin tratar. Las semillas irradiadas con 3, 15y 18 Gy formaron 73 %
mas promeristemos. Todos los protocormos tratados con 3 Gy formaron hojas
60 dias después de la siembra (dds); en contraste, sélo 12.5 % de las semillas
no tratadas formaron hojas. El 66.5 % de las semillas tratadas con 15 Gy
desarrollaron plantulas a los 80 dds. Se confirmo el efecto radioestimulante
de la radiacion gamma a dosis bajas; con 3 Gy se formaron promeristemos,
hojas y plantulas completas 20, 20 y 10 dias, respectivamente, antes que en
el tratamiento control. La radiacién a dosis superiores fue negativa al retrasar
la germinacion y el desarrollo de plantulas.

Palabras clave: Laelia autumnalis, cultivo in vitro, germinacion
asimbidtica, radiacion gamma, radioestimulacion.

SUMMARY

Natural seed germination of L. autumnalis orchid is low because it requires
specific conditions of the host tree and favorable environmental factors. In
vitro asymbiotic germination is an efficient propagation method; however,
seedling development requires one to two years. The aim of this research was
to evaluate the effect of ®°Co gamma radiation to stimulate in vitro germina-
tion and seedling development of L. autumnalis. Twenty-two fruits were ir-
radiated at different doses (3 to 30 Gy, with intervals of 3 Gy), in addition to a
non-irradiated treatment used as control. Seeds were cultured in Murashige
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and Skoog medium without phytohormones. The experimental design was
completely randomized with 16 to 32 replications; the experimental unit was
a flask with 20 mg of seeds. At five days and then every 10 days the num-
ber of seeds in the stages of imbibition, photosynthetic protocorms forma-
tion, protocorms in differentiation, development of promeristems, leaves and
seedlings was quantified. Analysis of variance and Tukey range test (a = 0.05)
were performed. Seeds irradiated between 3 and 15 Gy formed 61 % more
photosynthetic protocorms than untreated seeds. Seeds irradiated with 3, 15
and 18 Gy formed 73 % more promeristems. All protocorms treated with 3 Gy
formed leaves 60 days after sowing (das); in contrast, only 12.5 % of untreated
seeds formed leaves. About 66.5 % of the seeds treated with 15 Gy developed
seedlings at 80 das. The radiostimulating effect of gamma radiation was con-
firmed at low doses; with 3 Gy promeristems, leaves and complete seedlings
were formed 20, 20 and 10 days, respectively, earlier than the control treat-
ment. Radiation at higher doses was negative by delaying germination and
seedling development.

Index words: Laelia autumnalis, in vitro culture, asymbiotic
germination, gamma radiation, radio stimulation.

INTRODUCCION

Las orquideas (Laelia autumnalis) son plantas de dificil
reproduccion natural porque sus semillas diminutas tienen
escasa o nula reserva de nutrientes y requieren de la sim-
biosis con hongos micorrizégenos para su germinacion,
los cuales no siempre estan presentes debido a la pertur-
bacién de su habitat. Ademas, no todas las semillas de una
capsula se forman por completo o son fértiles (Verma et
al., 2014). En muchos casos el embrion es pequefio con
relacion a la testa, por lo que hasta 96 % del volumen de la
semilla puede estar ocupado por aire, lo que dificulta que
la humedad llegue al embrion (Arditti, 2008). En la germi-
nacion de algunas especies de orquideas influye la con-
centracion de acido abscisico (ABA) presente en la semilla,
de tal forma que existe una correlacion negativa entre la
concentracion de ABA y el porcentaje de germinacion (Lee
et al,, 2007); sumado a estas caracteristicas, las semillas
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requieren de condiciones especificas del arbol hospedero
y condiciones ambientales favorables (Pierik, 1990); debi-
do a esto solo germina el T % de las semillas producidas
(Verma et al., 2014), y de éstas, aproximadamente 0.4
plantulas por cada planta madre alcanzan la etapa repro-
ductiva (Batty, 2001).

Las técnicas de cultivo in vitro han contribuido a mejorar
la propagacién de orquideas a partir de semillas, tanto en
especies nativas como en hibridos. En el género Laelia se
ha logrado la germinacién in vitro en L. speciosa (Aguilar-
Morales y Lopez-Escamilla, 2013), L. anceps ssp. dawsonii
en la cual se logro la formacion de embriones somaticos
(Lee et al., 2010) y en L. eyermaniana donde se observo el
desarrollo morfolégico desde la germinacion hasta la acli-
matacion ex vitro (Francisco et al,, 2011).

En los casos anteriores el tiempo que transcurre entre la
germinacion y la obtencion de plantas listas para aclimatar
es hasta de dos afos, lo que incrementa los costos en el
manejo del material vegetal debido a los constantes ciclos
de subcultivos necesarios para el adecuado desarrollo de
las plantulas, por lo que es necesario desarrollar alternati-
vas gue permitan acortar este tiempo.

La combinacion de las técnicas de cultivo in vitro con ra-
diaciones ionizantes puede ser un método rapido y eficaz
para incrementar y acelerar la germinacion de las semillas.
Cuando se emplean las radiaciones gamma en dosis bajas
se estimula el proceso fisioldgico de la germinacion vy el
desarrollo de las plantulas (Araujo et al., 2016), también se
acelera la proliferacion de células, la actividad enzimatica y
el crecimiento celular (Chakravarty y Sen, 2001). En lechu-
ga (Lactuca sativa var. capitata) los rayos gamma a dosis
de 30 Gy (Gray) incrementaron 25 % el porcentaje final de
germinacion y 75 % el indice de germinacion de las semi-
llas (Marcu et al., 2013); ademas, en plantas de caupi (Vig-
na sinensis) generadas a partir de semillas irradiadas con
5 krad (50 Gy) de rayos gamma se incrementé la longitud
de brotes y raices y la produccion de biomasa en condicio-
nes salinas (Mohammed et al., 2012).

En semillas de sandalo rojo (Pterocarpus santalinus)
irradiadas con 50 Gy la germinacién fue mas del doble
(51 %) que en el tratamiento control (23 %), y una velo-
cidad de germinacion mayor se present6 en las semillas
tratadas con 25 Gy (Akshatha y Chandrashekar, 2013). Al
evaluar la radiosensibilidad de semillas de estevia (Stevia
rebaudiana) cultivar KH-IAN VC-142 (Eireté), con dosis de
10 a 90 Gy, se observé que la dosis de 10 Gy estimulé la
geminacion de semillas en 52 %, es decir 33 % mas que
el control (Gonzalez y Nacayama, 2015). En semillas de
arjuna (Terminalia arjuna) con dosis de 25, 50y 100 Gy se
duplico el porcentaje de germinacion (34 %) en compara-
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cién con el testigo (16 %). Un numero mayor de hojas (12)
se observo con las dosis de 100y 200 Gy y un mayor peso
seco se registré con las dosis de 25y 50 Gy (1.04 y 0.93 g,
respectivamente) (Akshatha et al., 2013).

En la orquidea L. autumnalis no existen reportes del
efecto de la radiacién gamma sobre su germinacion. Esta
especie es originaria de México, presenta flores atractivas
color magenta; ademas, tiene potencial ornamental para
usarse como planta para flor de corte o para cultivo en ma-
cetas. Las laelias, aunque se propagan con éxito a partir de
semillas germinadas in vitro, el periodo para el desarrollo
de plantas listas para aclimatarse en invernadero es lar-
go, por lo menos de dos afios (Aguilar-Morales y Lépez-
Escamilla, 2013). La implementacion de estrategias que
aceleren el desarrollo de esta especie es una condicién im-
portante para su conservacion natural o explotacion a nivel
comercial. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue estudiar el efecto de la irradiacion gamma °Co sobre
la germinacion y desarrollo in vitro de L. autumnalis. La hi-
pétesis fue que la radiacion gamma ®Co en dosis bajas
estimula la germinacion y desarrollo in vitro de semillas de
la orquidea L. autumnalis.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 22 frutos (capsulas) de plantas de Laelia
autumnalis, provenientes de la coleccion del Banco de
Germoplasma del Sistema Nacional de Recursos Fitoge-
néticos.

Irradiacion con rayos gamma %°Co

Las capsulas se irradiaron con rayos gamma %°Co a 10
dosis (3, 6,9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 y 30 Gy), con un irra-
diador Gammacell 220 (Hungria), en el Departamento del
Irradiador Gamma del Instituto Nacional de Investigacio-
nes Nucleares (ININ), ademds de un tratamiento testigo
sin irradiar.

Medio de cultivo

Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)
(MS), sin fitohormonas y adicionado con sacarosa (30 g
L"), mioinositol (100 mg L"), tiamina (0.4 mg L") y agar (6
gL"), elpHseajustdab.7+0.1 conNaOH 1 N. Se vertieron
20 mL de medio en frascos de vidrio de 100 mL de capaci-
dad y se esterilizaron en autoclave durante 15 mina 1.2 kg
cm2de presiony 121 °C.

Establecimiento del cultivo aséptico

Las 22 capsulas irradiadas (dos frutos por cada dosis de
irradiacion mas dos frutos del testigo) se lavaron con agua
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y detergente, y se desinfectaron con hipoclorito de sodio
comercial 60 % v/v (6 % de ingrediente activo) durante 20
min. En una campana de flujo laminar se retiré la solucion
desinfectante y se hicieron tres enjuagues con agua es-
téril. Las capsulas se abrieron con bisturi y se colocaron
aproximadamente 20 mg de semilla por frasco con medio
de cultivo. La incubacion se efectud a 25 °C con fotoperio-
do de 16/8 h luz/oscuridad y radiacion fotosintéticamente
activa de 45 yE m™ s proporcionada por lamparas de luz
fluorescente blanca de 75 W. Se utilizd un disefio experi-
mental completamente al azar con 11 tratamientosy 16 a
32 repeticiones. El nimero de repeticiones varié en funcion
de la cantidad de semillas contenidas en cada capsula. La
unidad experimental fue cada uno de los frascos con 20
mg de semillas (entre 500 y 700 semillas).

Variables evaluadas

A los 5 dias después de la siembra (dds), y posterior-
mente cada 10 d, se seleccionaron tres areas de 1 cm?
en cada frasco de cultivo y mediante observacion en un
microscopio estereoscopico marca Leica S6D (Alemania)
se cuantificd el numero total de semillas en las etapas de
germinacion (imbibicion, formacion de protocormos foto-
sintéticos, protocormos en diferenciacion y desarrollo de
promeristemos), formacion de hojas y formacion de plan-
tulas. Con la suma de semillas en cada etapa fenoldgica
se obtuvo el numero total de semillas en 1 cm?, que se uso
como denominador para obtener el porcentaje de imbibi-
cion (IM) de la siguiente forma: IM = (NUmero de semillas
imbibidas/Numero total de semillas en T cm?) x 100. En las
variables formacion de protocormos fotosintéticos (FPF),
protocormos en diferenciacion (PD), desarrollo de prome-
ristemos (DP), formacion de hojas (FH) y plantulas (FP) se
utilizé el mismo procedimiento.

La velocidad de imbibicién (VIM), de formacion de proto-
cormos fotosintéticos (VFPF), protocormos en diferencia-
cion (VPD), desarrollo de promeristemos (VDP), formacion
de hojas (VFH) y de formacion de plantulas (VFP), se cal-
cularon al dividir el porcentaje maximo de semillas en cada
etapa fenoldgica entre el nimero de dias que las semillas
requirieron para obtener ese porcentaje, de acuerdo con
la formula propuesta por Gonzélez-Zertuche y Orozco-
Segovia (1996).

Porcentaje maximo de germinacién obtenido

Velocidad de en cada etapa

germinacion =

Numero de dias para llegar al
porcentaje maximo

Andlisis estadistico

Los datos de las variables respuesta obtenidos en por-
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centajes se normalizaron mediante transformacién a raiz
cuadrada mas uno y se procesaron mediante un analisis
de varianza con el procedimiento GLM y se utilizo la prue-
ba de Tukey (a = 0.05) para la comparacion de medias
entre tratamientos. El analisis estadistico se realizo con el
programa SAS version 9.0 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenologia de la germinacion in vitro de semillas
irradiadas de L. autumnalis

El proceso de imbibicion se presento entre 5y 40 dds. En
esta etapa las semillas tuvieron un incremento aproxima-
do de 50 % en su tamafo, el embridn se observo de color
amarillo claro, con forma globosa, y se separdé de la testa
para formar una estructura globular compacta y transluci-
da (Figura 1A). Este incremento de tamafio fue ocasionado
por la absorciéon de agua, fendmeno que se ha documen-
tado en semillas de orquideas como Chloraea crispa (Ver-
dugo et al., 2007), Oncidium longicornu, O. bifolium (Billard
et al, 2014) y L. speciosa (Aguilar-Morales y Lépez-Esca-
milla, 2013), en las cuales la germinacion inicid alos 6, 4, 6
y 10 dias, respectivamente.

Este proceso de imbibicion asincronica presentado en
L. autumnalis se ha reportado en otras especies de orqui-
deas como L. speciosa, donde la imbibicion inicié a los 10,
16, 114 y 178 dds en los medios MS al 50 %, MS 100 %,
KC (Knudson C) al 50 % y KC al 100 %, respectivamente
(Aguilar-Morales y Lépez-Escamilla, 2013). La imbibicion
asincronica puede ser atribuida a la permeabilidad incon-
sistente de las testas, por las grietas secas que a menudo
se presentan en las semillas de las orquideas epifitas (Van-
Waes y Debergh, 1986); ademas, la testa puede contener
suberina la cual contribuye a la impermeabilidad (Kauth et
al., 2008). Durante la maduracién de la semilla se forma
una capa de cutina y lignina en el tegumento interno que
puede servir para reforzar la testa; sin embargo, entre mas
ajustado esté el embrion por la testa, mayor es la inhibicion
del crecimiento de éste por restriccion mecanica o quimica
(Yamazaki y Miyoshi, 2006).

La formacion de protocormos fotosintéticos (FPF) inicid
a los 10 dds y concluyé hasta los 60 dds (Figura 2). Esta
fase se caracterizé por el cambio de color del embrién de
blanco y amarillo claro, a verde (Figura 1B). La formacion
de protocormos diferenciados (FPD) inicié a los 20 y con-
cluyé a los 70 dds (Figura 2). En esta etapa los protocor-
mos incrementaron su longitud y circunferencia, y se in-
tensificd la coloracion verde como se aprecia en la Figura
1C, la cual indica la presencia de clorofila y por lo tanto de
cloroplastos (Francisco et al., 2011).



RADIOESTIMULACION DEL DESARROLLO DE Laelia autumnalis

._%

PD

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 40 (3) 2017

=
D

Figura 1. Etapas fenoldgicas en la germinacion de semillas de Laelia autumnalis A) imbibicion, B) protocormos
fotosintéticos (FPF), C) protocormos en diferenciacion (PD), D) desarrollo de promeristemos (DP), E) formacion de hojas

y F) formacién de plantulas.

La etapa fenoldgica de desarrollo de promeristemos
(DP) se observé a partir de los 30 y hasta los 90 dds (Figura
2). Esta fase inicié cuando en los protocormos se forma un
complejo de células meristematicas de color verde, el cual
dio origen al primordio foliar (Figura 1C). En L. especiosa
se reportan cambios similares en esta etapa a los 202 dds,
a la cual denominan protocormo inicial (Aguilar-Morales y
Lopez-Escamilla, 2013).

La formacion de hojas (FH) ocurrié a los 40 dds y con-
cluyd alos 110 dds (Figura 2), y se originaron del protocor-
mo (Figura 1D). La formacion de pldntulas (FP) se presentd
entre los 70 y 120 dds (Figura 2). Esta fase inici¢ con el
desarrollo de raices, cuyo primordio se desarroll6 cerca de
la base de las hojas y las raices se observaron de color
blanco con el apice verde.
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Efecto de la irradiacion gamma %°Co sobre la
germinacion de semillas in vitro

La radiacion mostro un efecto significativo en la germi-
nacion y el desarrollo de las plantulas. En la etapa inicial (5
dds), las semillas sin irradiar fueron las primeras en llegar
a 100 % de imbibicion (IM), estadisticamente similares a
las semillas tratadas con 3, 6 y 12 Gy que presentaron 73,
85y 57 % de semillas hidratadas. Conforme se incremento
la dosis de radiacion se redujo la IM (Figura 3A) y en las do-
sis de 24 y 30 Gy las semillas iniciaron este proceso a los
10 dds (Figura 3B). Entre los 20 y 30 dds la totalidad de las
semillas presentaron 100 % de IM, excepto aquellas trata-
das con 24y 30 Gy que registraron 72.5y 82 % (Figura 3C).
La dosis de irradiacion aplicada influyé en la duracion de
la etapa de absorcion de agua. Las semillas tratadas con
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Figura 2. Fenologia de la germinacion de semillas, formacion de hojas y plantulas de Laelia autumnalis irradiadas con
rayos gamma de 3 a 30 Gy y un testigo sin irradiar. Las figuras marcan el inicio de cada etapa y las lineas de la parte
superior indican el inicio y final de cada etapa.

30 Gy tardaron 35 d mas que las semillas noirradiadas. La se aun en semillas con embriones muertos. La absorcion
mayor velocidad de absorcion por dia se presentod con el inicial implica la retencion de agua por coloides, lo que
tratamiento sin irradiar (20 %), estadisticamente similar a suaviza las cubiertas de la semilla e hidrata al protoplasma,
la dosis de 6 Gy (17.5 %), pero superior a las semillas irra- provoca el hinchamiento y el posible rompimiento de las
diadas con dosis de 9 a 30 Gy, que presentaron menos del cubiertas (Hartmann et al.,, 2010); sin embargo, el efecto de
10 % de IM por dia (Figura 3D). la radiacion sobre la imbibicion de las semillas puede ser
atribuido al contenido de humedad en las semillas, ya que

La imbibicién es un fenémeno fisico y puede presentar- la radiacion interactla con las moléculas del agua para
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Figura 3. Efecto de la irradiacion gamma °Co sobre la imbibicion in vitro de semillas de L. autumnalis. A) 5 dias después
de la siembra (dds), B) 10 dds, C) 20 dds y 30 dds. D) velocidad de imbibicion de semillas. Medias con letras iguales no

son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

producir radicales libres en las células y el efecto varia en
funcién de la dosis de radiacion (El-Fiki et al., 2015).

La formacién de protocormos fotosintéticos (FPF) se
presentd a partir de los 10 dds en las dosis menores a 15
Gy, excepto en la dosis de 9 Gy. El maximo porcentaje (49
%) se registro en la dosis de 3 Gy, estadisticamente similar
al obtenido en semillas tratadas con 6 Gy (28.5 %) (Figu-
ra 4A). Las semillas irradiadas con 3 a 15 Gy presentaron
mayor FPF, superiores 61 % a lo obtenido en las semillas
sin irradiar (Figura 4B) a los 20 dds, por lo que estas dosis
tienen un efecto radioestimulante. A los 30 dds se tuvo un
efecto inhibitorio en las semillas tratadas con la dosis de
24 a 30 Gy en las que se presenté cinco veces menos FPF
en comparacion con las semillas no irradiadas (Figura 4C);
este efecto negativo continud hasta los 40 dds ya que las
semillas irradiadas con 27y 30 Gy presentaron 43y 45.5 %
FPF (Figura 4D).

La mayor velocidad de formacion de protocormos foto-
sintéticos (VFPF) por dia se tuvo en las dosis de 3 a 15
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Gy (2.3 % mas que el control) (Figura 4E), lo que indica un
efecto estimulante de la radiacion sobre esta variable. La
radioestimulacion de las semillas a dosis bajas de radia-
ciones es atribuida al incremento en la absorcion de oxi-
geno, lo que genera produccién de radicales organicos e
inorganicos de peroxido, que ocasionan la ruptura de la
latencia de las semillas (Minisi et al., 2013); ademas, la
radiacion ionizante actia como disparador o impulsor del
desarrollo, intensifica la actividad de las enzimas hidroliti-
cas y provoca un incremento en la velocidad de conversion
de los sustratos respiratorios en pequefias moléculas, a
partir de las cuales se forman los nuevos constituyentes
celulares que dan origen a la plantula (Alvarez et al.,, 2012).

Alos 30 dds la totalidad de las semillas sin irradiar alcan-
zaron la etapa de formacion de protocormos diferenciados
(FPD), de forma estadisticamente similar a las semillas
irradiadas entre 3y 9 Gy (73 % en promedio), y superior a
las semillas tratadas con dosis entre 15y 30 Gy (5 % en
promedio) (Figura 5A). Este efecto negativo de la radiacion
en las dosis altas continud a los 40 dds en los subcultivos
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Figura 4. Efecto de la irradiacion gamma ¢°Co sobre la formacién
de L. autumnalis. A) 10 dias después de la siembra (dds), B) 20

de protocormos fotosintéticos in vitro a partir de semillas
dds, C) 30 dds y D) 40 dds, E) velocidad de formacion de

protocormos fotosintéticos. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

tratados con 18 a 30 Gy (6 %) (Figura 5B), asi como a los 50
dds en las semillas irradiadas con dosis de 21 a 30 Gy (44
% en promedio) (Figura 5C). En las semillas tratadas con
24 a 30 Gy el proceso de FPD fue mas sincronizado y tomd
20 d (Figuras 5C y 5D).

La velocidad de protocormos diferenciados (VPD) por
dia fue mayor en semillas sin irradiar (3.33 %), estadisti-
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camente similar a las semillas irradiadas con 3,9y 12 Gy.
Se observé una tendencia a disminuir VDP conforme se
aumento la dosis de radiacién. El menor porcentaje (0.73
%) se presentd en semillas irradiadas con 18 Gy, valor es-
tadisticamente similar a los obtenidos con las dosis de 21
a 30 Gy (Figura 5E). Estos resultados se pueden explicar
porque dosis altas de radiacién causan dahos severos en
el ADN; sin embargo, algunas células tienden a recuperarse
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Figura 5. Efecto de la irradiacion gamma ¢Co sobre la diferenciacion de protocormos in vitro a partir de semillas de L.
autumnalis. A) 30 dias después de la siembra (dds), B) 40 dds, C) 50 dds y D) 60 dds. E) velocidad de formacion de proto-
cormos en diferenciacion. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

de cuatro a ocho semanas después de la radiacion (Lee et

al., 2016).

En el desarrollo de promeristemos (DP) se presentd un
efecto estimulante en las semillas irradiadas con 3,15y 18
Gy, que en promedio presentaron 73 % mas formacion de
promeristemos que las semillas sin irradiar (Figura 6A). En
los cultivos tratados con las dosis mas altas (27 y 30 Gy)

se inhibié el DP hasta los 60 dds (Figura 6B); sin embargo,
a los 70 dds increment6 significativamente (71y 77.5 %)
en ambas dosis de radiacion (Figura 6C); el menor porcen-
taje (66 %) a los 80 dds se obtuvo en las semillas tratadas
con 24 Gy, estadisticamente similares a las semillas irra-
diadas con 27 Gy (80 %) (Figura 6D).
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La velocidad de desarrollo de promeristemos (VDP) se
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acelero con la dosis de 3 Gy (1.83 %), estadisticamente su-
perior a las semillas tratadas con dosis de 9y 12 Gy, que
presentaron 0.88 % de formacion de promeristemos por
dia, pero estadisticamente igual al resto de los tratamien-
tos (Figura 6D). El efecto estimulante observado con la do-
sis de 3 Gy se puede deber a la excitacion que producen
las radiaciones ionizantes a dosis bajas en las semillas, las
cuales estimulan su metabolismo y favorece el crecimien-
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to y desarrollo de las plantulas (Alvarez et al., 2013). Otra
de las causas de estimulacion de los rayos gamma sobre
la germinacion se ha atribuido a la activacion de ARN o
sintesis de proteinas, que se produce durante la primera
etapa de germinacion en las semillas después de la irra-
diacion (Kumar et al., 2013).

La formacion de hojas (FH) en la totalidad del tratamiento
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irradiado con dosis de 3 Gy se observo a los 60 dds, en
comparacién con las semillas no tratadas en las cuales

solo 12.5 % de los protocormos formaron hojas (Figura 7A).

A los 70 dds, las dosis de 6, 12 y 21 a 30 Gy presentaron
67 % menos de protocormos con hojas que el tratamiento
control (Figura 7B); mientras que a los 80 dds fue visible la
tendencia de retardo en la FH conforme se incremento la
dosis de radiacion, las semillas irradiadas con 21y 27 Gy
presentaron el menor porcentaje (16.5 %) (Figura 7C). En
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las dosis de 27 y 30 Gy continud el efecto negativo de la
radiacion a los 90 dds, en ambas dosis se redujo 60 % la
FH con respecto al control (Figura 7D).

La mayor velocidad de formacion de hojas (VFH) por dia
se presentd en las semillas irradiadas con 3 Gy (1.43 %),
valor estadisticamente similar al de las semillas sin irradiar
(1.25 %) y a las tratadas con 18 Gy (0.97 %), pero superior
al de las semillas tratadas con 6 a 15y 21 a 30 Gy (Figura

B)
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Figura 7. Efecto de lairradiacion gamma %°Co sobre la formacién de hojas en protocormos in vitro a partir de semillas de L.
autumnalis. A) 60 dias después de la siembra (dds), B) 70 dds, C) 80 dds y D) 90 dds. E) velocidad de formacién de hojas
en protocormos. Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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TE). Algunos autores relacionan el efecto estimulante de La radiacion estimuld la emergencia de raices y por lo
las bajas dosis de radiacion con la activacion de enzimas tanto la formacion de plantulas (FP). Las semillas tratadas
como las polifenoloxidasas, catalasas, peroxidasas y es- con 15 Gy presentaron el mayor porcentaje (66.5 %) a los
terasas, las cuales conllevan a la formacion de sustancias 80 dds, valor estadisticamente similar al resto de las semi-
fisioldgicamente activas que a bajas concentraciones ace- llas irradiadas, pero superior al de las semillas sin irradiar
leran la division celular, conjuntamente con la morfogéne- (Figura 8A). En las semillas tratadas con 12 Gy se observo
sis en las células, mitocondrias y los cloroplastos (Cwintal que la FP fue mayor a los 90 dds (88 %), estadisticamen-
y Olszewski, 2007). te similares a lo obtenido en semillas tratadas con 3, 6,

9, 15, 18, 27 y 30 Gy, que en promedio presentaron 42
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Figura 8. Efecto de la irradiacion gamma sobre la formacién de plantulas in vitro a partir de semillas de L. autumnalis. A)
80 dias después de la siembra (dds), B) 90 dds, C) 100 dds y D) 110 dds. E) velocidad de formacion de plantulas. Medias
con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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% mas plantulas que el control (Figura 8B). Este efecto
estimulante en larizogénesis continud a los 100 dds en las
semillas irradiadas con 9 a 18 Gy, que registraron en pro-
medio 57 % mas FP que las semillas sin irradiar, mientras
que las semillas tratadas con 21 y 30 Gy fueron estadis-
ticamente similares al tratamiento control (Figura 8C). En
las semillas del tratamiento control y las tratadas con 21
Gy la FP fue menor (73.5y 69 %) a los 110 dds (Figura 8D).

La VFP por dia se incremento en las semillas tratadas
con 9, 15y 18 Gy (0.34 % mas plantulas por dia), que en
las semillas sin irradiar; estas ultimas presentaron valores
estadisticamente similares a las tratadas con 21 Gy, que
fue la dosis con menor VFP por dia (0.62 %) (Figura 8E).

Estos resultados indican que la radiacion gamma %°Co en
semillas de L. autumnalis en dosis de 3 a 18 Gy estimulan la
rizogénesis, y se puede explicar en funcion de que las bajas
concentraciones de radiacion estimulan el desarrollo de las
plantas; sin embargo, es necesario determinar en cada es-
pecie el rango de estimulacion, ya que la radiosensibilidad
en las plantas varia de acuerdo con el genotipo y la dosis de
irradiacion absorbida. Por ejemplo en PLBs (cuerpos pare-
cidos a protocormos por sus siglas en inglés) de la orquidea
Cymbidium con dosis de 8 Gy se estimula la actividad de
reguladores de crecimiento enddégenos en los tejidos me-
ristematicos, lo que incrementa el desarrollo de los PLBs
(Kozlowska-Kalisz, 1979). En la germinacion de semillas de
Triticum durum irradiadas con 20 Gy se encontré un incre-
mento entre 18 'y 32 % en el numero y longitud de raices,
respectivamente. Este efecto estimulante puede contribuir
a mejorar la absorcion de agua en condiciones de déficit
hidrico (Melki y Marouani, 2010). En semillas de vinca rosa
(Catharanthus roseus) irradiadas con 30 Gy se estimulo el
numero de brotes por plantula (4.4) y la longitud de los bro-
tes (3.9 cm) (EI-Sharnouby et al., 2016).

El uso de radiacion gamma %°Co a dosis de 3 Gy indica
un efecto radioestimulante de la radiacién sobre el proce-
so de germinacion y desarrollo de L. autumnalis. Con esta
dosis se redujo el tiempo de formacién de promeristemos,
hojas y plantulas completas 20, 20y 10 d antes que con el
tratamiento sin irradiar.

CONCLUSIONES

La radiacion gamma %°Co a dosis bajas estimulo la germi-
nacion y aceleré la formacién de promeristemos, formacion
de hojas y formacion de plantulas de L. autumnalis durante
el cultivo in vitro. La radiacion a dosis superiores a 24 Gy in-
hibe la germinaciony el desarrollo de plantulas. La radiacion
de las semillas con dosis de 9 a 18 Gy acelero el desarrollo
in vitro de plantulas de L. autumnalis.
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