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I, INTRODUCCION

Uno de los problemas confrontados por los radiobidlogos del mo=-
mento es la diferente sensibilidad a las radiaciones ianizantes exis-
tente entre organismos afines. Muchos factores afectan la radiosensi
bilidad; sin embargo, los féctorea biolégicos son, ciertamente, de
importancia fundamental. En plantas, por ejemplo, se ha encontrado
diferencias en sensibilidad, no solamente entre las diferentes espe-
cies vegetales y variedades, sino afin entre diferentes lineas de una
misma variedad.

Numerosos investigadores (2, 3, 4), han realizado extensos tra=-
bajos sobre la sensibilidad a las rgdiaciones en plantas principal-
mente de las zonas templadas. La informacidén sobre la sensibilidad
de especies tropicales es extremadamente escasa. En este trabajo se
trata de investigar si hay diferencias en sensibilidad a las radia-
ciones gamma entre diversos cultivares de cacaoe De encontrarse, es
més importante estudiar el mecanismo que las causa. Siendo el nficleo
celular uno de los sitios més sensibles a la radiacién, parece conve-
niente investigar si las diferencias en sensibilidad esté&n asociados
con dafios causados en ¢l nficleo. Datos sobre el crecimiento de plan-
tas provenientes de semillas irradiadas se presentan al final, en un

Apéndice.



II. REVISION DE LITERATURA

La literatura acerca de los efectos biolbégicos de la radiacidn,
comenzd a aparecer un afic después del descubrimiento de los rayos X
por Roentgen (1896)., El nflimero de publicaciones en este campo ha au-
mentado desde entonces especialmente en los Gltimos diez afios, debido
| al msurgimiento del interés general en materias de Radiobiologia (1l).
No es el propbésito de la presente revisidn el cubrir completamente
toda la literatura existentc en esta rama de la ciencia, sino sola-
mente incluir aquellas publicaciones directamente relacionadas con el

problema, objeto de esta investigacidn.

A.- Factores Bioldégicos que afectan la Radiosensibilidad.

l.- Diferencias de especie vegectal,

Estudios realizados por Johnson (2) sobre los efectos morfolégi-
cos de las radiaciones ionizantes en las plantas han revelado un am=-
plio margen de sensibilidad entre diferentes especies vegetales. Al
irradiar pléntulas de 70 especies pertenecientes a 35 familias de
plantas fanerbgamas con una dosis aguda de rayos X desde los 2.000 a
los 3;750 r, se encoatrd que 15 especies no eran afectadas, 15 eran
levemente afectadas durante las primeras etapas de crecimiento, y las
LO especies restantes eran notablemente afectadas. La Quenopodibceas,
Umbeli{feras, y Brasiclceas demostraron solamente un efecto leve, mien=-
tras que las Solanfceas, Escrofularidceas, y Carduiceas fueron notable
mente afectadas por la radiacién. En otras familias hubo también gé-
neros que demostraron susceptibilidad a la radiacién. Estos fueron:

Abronia, Ricinus, Lavatera, Ipomoea, Cobaea, Thunbergia, Campanula, ¥y




Centhrantus.

Gustaffson (3) estudid la sensibilidad a los rayos X de semillas
en estado de reposo. En 18 especies de cultivos agronémicos, encon=-
tré que la dosis critica para reducir marcadamente la sobrevivencia

variaba entre los 5.000 r en el caso del girasol (Helianthus annus)

y més de 90.000 r en el caso del nabo (Brassica napus) y la mostaza

blanca (Sinapis alba),

Recientemente, Sparrow y Christensen (4) hicieron un estudio so-
bre la sensibilidad de 110 especies vegetales, que representaban 35
familias, expuestas crdénicamente a la radiacién gamma. Encontraron
que una dosis diaria de 30 a 40 r produjo un efecto severo (reduccién

dréstica del crecimiento) en Lillium y Tradescantia, mientras que una

dosis diaria menor que 4,000 r no produjo ningin efecto visible en
Gladiolus. Los datos indicaron que la sensibilidad de la especie més
resistente era 200 veces mayor que la de la especie menos tolerante

entre todas las investigadas.

2.~ Control Génico.

Se ha informado en varies oportunidades que la sensibilidad a
las radiacioncs es controlada por genes. Smith (5) encontré en semi-

llas durmientes de trigo einkorn (Triticum monococcum) que un factor

simple mendeliano en estado homocigoto, definitivamente aumentaba la
sensibilidad a los rayos X.

Gregory (6) trabajando con diversas lineas de mani (Arachis
hypogaea) e hibridos entre éstas, encontré que la sensibilidad (por-
centaje de sobrevivencia) de cada hibrido a los rayos X era aproxim--

madamente igual al promedio de la de¢ sus padres. Encontré ain més, que
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8l orden de sensibilidad de estas lineas a neutrones rapidos, no era
el mismo que el observado con rayos X. Esto se atribuyd a que dife-
rentes genotipos responden de diferente manera a los dos tipos de ra-
diacién.

En animales, Grahn (7) encontré que la DL A de 4 lineas en-

50/30
docriadas de ratones variaba desde los 500 a los 650 r de rayos X.
Estudios posteriores con las progenies Fl'FZ'FB' obtenidos tanto de la
1{nea mis resistente como de la mds susceptible, revelaron que la re=-
sistencia a los rayos X era una caracteristica heredable (8), Siendo
el tiempo y la razén de recuperacidn del sistema hematopoiético las
mayores variables fisioldgicas para la expresidn de diferencias gené-
ticas en la respuesta a la radiacidn, la manera como los genes actian
podrfia ser la de controlar la razdn de produccidn de células sanquineas
durante el proceso de recuperacién. Este autor (8) también encontré
que la radiosensibilidad aparecia asociada con el gene de albinismo.
Sin embargo, sus datos no permitieron la distincién entre pleiotropis-
mo o ligamiento como base de esta asociacidn.

En bacterias también se ha encontrado casos en que la radiosensi-
bilidad es controlada por cambios génicos. Witkin (9) aislé un mutan-

te radioresistente de la raza B de Escherichia coli. Esta raza mutan-

te, llamada B/r, demostrd una resistencia a la letalidad inducida por
los rayos X mayor que la de la raza B por un factor de 1.8 (cf. Zelle

‘¢ Hollaender, 43).

x

DLso/30 = Dosis letal 50%, 30 dias.
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5.~ Tamafio y nimero de cromosomas.

La evidencia presentada hasta el momento no permite establecer
una correlacién definitiva entre el tamafio de los cromosomas y la
sensibilidad, a las radiaciones, sin embargo los datos obtenidos por
Sparrow y Christensen (4) sugieren que las plantas con cromosomas re-
lativamente grandes tienen una sensibilidad mayor que las plantas con
cromosomas pequefios.,

Se ha investigado mds extensamente sobre la influencia del nivel
de ploldia en la sensibilidad a las radiaciones, y la mayor parte de

.
los estudios demuestran que las plantas con niveles mas altos de pali
ploidia son més resistentes (10), Smith (11) usando semillas de se-
ries poliploides de trigo y avena, autotetraploides de cebada, de cen
teno, y de mafz, y un anfidiploide de trigo y Aegilops, encontrd que
la tolerancia a los rayos X estaba correlacionada con el nivel de
poliploidia.

Recientemente, Sparrow y Shairer (12) investigaron la tolerancia

a la radiacién en especies de Sedum y Crysanthemum hasta el nivel .-

22=ploide. Observaron una relacién lineal entre la tolerancia a las
radiaciones y el nimero de cromosomas. Sin embargo, las investigacion
nes de Mortimer (13) en células de levadura, demostraron una tenden=-
cia diferente. Usando series poliploides desde el haploide hasta el

hexaploide de Saccharomyces cerevisiae, observdé un aumento en resis=

tencia a la inactivacidén por rayos X desde el nivel haploide hasta el
diploide, y una reduccidén progresiva en resistencia desde el nivel
diploide hasta el hexaploide. Mortimer atribuye la mayor parte de la

inactivacién en cultivos haploides a letalidad recesiva, mientras que
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la inactivaocidn de los cultivos con un grado més alto de poliploidia se
debe, en su mayor parte, a letalidad dominante.

Konzac y Singleton (14) compararon los efectos de rayos X y neu~
trones en lineas diploides, tetraploides, y hexaploides de
trigo y avena. Encontraron que los niveles mls altos de ploidia mos-
traban mayor resistencia a los rayos X. Con nuetrones, sin embargo

los tetraploides fueron méds resistentes que los hexaploides o diploi-

des,

k,~ Etapas de la divisién celular.

Algunas investigaciones sobre la sensibilidad de los cromosomas a
las radiaciones ionizantes han demostrado que la frecuencia de roturas
inducidas por la radiacién, varfia con las diferentes etapas de la divi-
8idn celular. Sparrow (15) irradid con rayos X los crosomas de Trillium
erectum en diferentes estados de meiosis y encontrd que la sensibilidad
cromosémica aumentaba durante la profase, alecanzando su miximo en diplo=-
tene, y luego disminufa gradualmente hasta llegar a un minimo en inter-
fase temprana., La diferencia en sensibilidad, que fué por lo menos de
sesenta veces, se determind por el niimero de fragmentos cromosbémicos
observados en metafase y anafase. Resultados similares obtuvo Bowen
(16) en Lillium,

También se ha estudiado la sensibilidad de los cromosomas a la ra=-
diacibéf en etapas posteriores a la divisién meidtica. El estado de re=-
poso celular fué el més resistente a los rayos X, durante la primera di-

visién de la microspora en Tradescantia. Sax (17) encontrdé que la sen=-

sibilidad aumentaba al entrar el nucleo en profase y permanecfa alta du=-
rante este perfodo (17), y Bishop (18) anoté que el méximo de sensibili-

dad se alcanzaba en metafase-anafase.
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En la segunda divisién, que tiene lugar en el tubo polinico, el

méximo de sensibilidad se manifestd en profase y fué relativamente més
bajo que el de la 18 divisién (18).

En células somidticas, la metafase es la etapa més sensible de la
mitosis. Davidson (19) demostrd esto en células diploides y tetra-

ploides (inducidas por colchicina) de rafices de Vicia faba.

Al comparar la sensibilidad de cromosomas meidticos y mitéticos,
Sax (17) generalizd el hecho de que los cromosomas meidticos son més
sensibles a la radiacidén que los mitédticos.

En general, el estado condensado de los cromosomas (profase tar=-
d{a, metafase, y anafase) se caracteriza por una alta sensibilidad,
mientras que las etapas oelulares en las cuales el material cromati-

nico estd difuso, son menos sensibles al daifio causado por la radiacién.

5. Edad.

Nichols (20) no pudo encontrar una correlacién entre edad y sensi-
bilidad a las radiaciones en semillas de Allium, sin embargo encontré,
que la edad por si misma podfa causar aberraciones cromosédmicas. Por
otro lado, las observzciones de Nilan y Gunthardt (21), probaron defi-
nitivamente que a medida que la edad de las semillas aumenta, la sen-
sibilidad a las radiaciones en términos de poder germinativo y frecuen
cia de puentes cromadticos y fragmentos, también aumenta. Sugirieron
estos autores, que la causa principal de este fendmeno podria ser la
formacién de compuestos quimicos producidos por la descomposicién de

reservas en las semillas.

6.- Actividad metabdlica.

El estado fisioldgico parece ejercer una influencia sobre la sen-



sibilidad de las células. Konzac (22) demostrd que la sensibilidad de
semillas remojadas antes de la irradiacidn era mayor que la de semillas
secas., Ademéds, al estudiar semillas de mafiz en germinacidén, se ha en=-
contrado que el aumento en sensibilidad parece correr paralelo con la
actividad metabbdlica (23).

El proceso de recuperacidn después de la irradiacidén demostrd tam-
bién un efecto del nivel metabdlico. Al cambiar las condiciones ambien
tales de germinacién de manera que la actividad metab8lica se reduzca,

se favorecid la recuperacidn de las plantas (24).

B. Curvas de Supervivencia,

Es de conocimiento general que uno de los efectos biolégicos indu-
cidos por las radiaciones lonizantes es la muerte del organismo. De
igual manera ce conoce que el nimero de muertes en una poblacién irra-
diada por lo general aumenta de acuerdo con la dosis de radiacién. Si
se pone en un grifico la fraccidn sobreviviente de una poblaciédn como
funcidén de la dosis, se obtiene una curva de supervivencia. Esta puede
ser de dos tipos: exponencial o sigmolde.

Cuando el efecto letal se debe a la llamada "accién de unidad sim=-
ple" (una sola tonizacién o una sola particula ionizante), la curva ob=-
tenida seré de tipo exponencial; cuando el efecto es consecuencia de la
accién cumulativa de varias particulas ionisantes, la curva resultante
seri sigmoide., En este filtimo caso, los resultados definitivamente no
se deben a una "accibén de unidad simple"; en cambio, cuando se obtiene
una curva exponencial, ﬁo se elimina la posibilidad de que ésta se deba
a una accién de tipo cumulativo, ya que una gran variabilidad en la re-
sistencia de los organismos podria también producir una curva de este

tipo (25).
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Como ilustracidén de estos dos tipos de curvas citemos los estu-
dios de Zirkle (26) en células haploides y diploides de levadura. Es-
te autor obtuvo una curva exponencial para la inactivacién'de é&lulas
haploides, mientras que los organismos diploides demostraron una res-
puesta fuertemente sigmoide. En este ltimo caso, dos loci en lugar

de uno sélo, tuvieron que inactivarse para producir el efecto.

C. Efecto de la Dosis sobre la Frecuencia de Aberraciones Cromosémi-

cas.

Sax (27) distingue dos tipos de aberraciones cromosémicas: 1)
Aberraciones de un impacto, también llamadas de impacto simple, como
las roturas cromosémicas o cromatidicas, que son debidas a roturas
singulares, y 2) Aberraciones de dos impactos, también llamadas de
impacto miltiple, como intercambios cromosomales o dicéntricos, que
son el resultado de dos o més roturas.

Al representar en un sistema ée coordenadas la frecuencia de abe-
rraciones y la dosis se obtienc una relacién lineal siempre que las a-
berraciones sean del tipo de un impacto, mientras que, con las aberra-
ciones de impacto miltiple, se obtiene una curva exponencial.

Algunos experimentos producen curvas que son una megcla de los
tipos descritos, pues las roturas pueden deberse, ya sea a eventos de
impacto simple o a eventos de impacto miltiple. Kirby-Smith y Daniels
(28) han descrito casos dc esta naturaleza al irradiar polen seco de

Tradescantia con rayos X, gamma, o partficulas beta. Se encontré un

componente definitivamente no lineal en la relacién de dosis a fre-
cuencia de aberraciones por roturas isocromatidicas.
Kayhart (29), al comparar grificamente la frecuencia de mutacio=-

nes para color de ojos de las avispas Mormoniells vitripennis en fun-
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cibén de la dosis de rayos X, neutrones termales, y neutrones répidos,
también obtuvo curvas que demuestran una porcién lineal al comienzo y
luego, un aumento mayor que el esperado en proporcionalidad, por cada
aumento de la dosis. Este autor sugirid que las mutaciones en las do
sis més bajas son causadas por impactos simples, mientras que el répi
do ascenso de la curva, se debe a eventos de dos impactos. Se postu-
16 que este tipo de mutatantes fué resultado de pequefias inversiones

y deleciones cromosomales,

Los efectos bioldégicos de la dosis fraccionada han atréfdo, en
los filtimos afios, gran parte de la atencién de los investigadores en
Radiobiologia por eus implicaciones de importancia tanto tedrica como
préctica. Més todavia, ¢l uso de la técnica de fraccionamiento ha
trafdo como consecuencia un mejor entendimiento de ciertos mecanismos
celulares, tales como el proceso de reintegracidén de las roturas cro-
mosbémicas.

Los resultados cuantitativos obtenidos en experimentos con dosis
fraccionada, difieren en ciertos aspectos de aquellos obtenidos en ex-
perimentos de dosis masiva.

B4 trabajo pionero de Sax (30, 17) y sus estudiantes (31, 32) ha
demostrado que, en ccmparacién con doais masivas, las dosis fracciona
das tienden a reducir la frecuencia de aberraciones cromoadmicas de
dos impactos, mientras la frecuencia de aberraciones de un impacto per
manece inalterada. Estos resultados se entienden facilmente desde un
punto de vista fisico, Sax (27) anoté que el tiempo es uno de los
factores limitantes para la produccidén de aberraciones de dos impactos.
Si las roturas inducidas por la primera fraccidn de dosis se restitu-

yen o relnen antes de que se produzmcan nuevas roturas por la segunda
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faccidén de dosis, el primer grupo de roturas no tien¢ interaccién con

el segundo., Por tanto, estos dos grupos gon independientes el uno del
otro y las frecuencias de aberraciones de dos impactos producidas por

cada fraccidén de dosis, son aditivas.

Lane (33) explicé la disminucidn en la frecuencia de eberraciones
cromosémicas de dos impactos por fraccionamiento de dosis, desde un
punto de vista fisioldgico. Sugirid que la primera exposicibén de los
cromosomas a la radiacién, los haria mids resistentes a la segunda ex-
posicidén. Varios investigadcres (34, 35, 36) realizaron experimentos
cuyos resultados rechazan la explicacidn de Lane.

Russell (37) anota que la respuesta en crecimiento a la dosis
fraccionada es similar a aquella de las aberraciones cromosémicas de

dos impactos.
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III., MATERIALES Y METODOS

Se selecciond los cinco cultivares de cacao siguientes para un es-
tudio preliminar sobre radiosensibilidad: U F 613, U F 221, U F 676
(clones de la United Fruit Co.), C C 40 (clon seleccionado en el
I. I. C. A)y Matina (tipo local de cacao). Todas las semillas se obtu-
vieron de la coleccién del I,I.C.A. en Turrialba, Costa Rica.

Los estudios de irradiacién se hicieron con semillas inmediatamente
después de cosechadas. Se pelaron las testas y se usd 20 semillas por
tratamiento. Puestas en bolsas de polietileno, se irradiaron con rayos

gamma provenientes de una fuente de Co6 Bgta fud operada mecanica=

0
mente en el campo, a razén de 400 r por minuto, aproximadamente, Para
aplicar las diferentes dosis, las bolsas de polietileno son semillas

se pusjeron a la misma distancia de la fuente, y la dosis total se con=-
trold variando el tiempo de irradiacidn.

Para los experimentos de dosis fraccionada, las semillas se irra-
diaron de manera similar a la descrita, excepto por una interrupcibn de
la irradiacién que dividid la dosis total en dos fracciones. Para to-
dos los experimentos se mantuvieron lotes de control fuera del campo
bajo condiciones similares a las de los lotes que se irradiaban.

Las scmillas se trataron con Fermate antes de la siembra para evi-
tar infecciones fungosas. La siembra se realizd en cajas de madera lle
nas de aserrin, cubiertas con una tapa de malla pléctica y papel absor-
vente el cual se mantuvo himedo todo el tiempo para proveer las condi-
ciones de alta humedad necesarias para la germinacién.

Se encontrd que la altura del hipocotilo era un caracter de con=

fianza para medir el efecto de la radiacidén en el crecimiento. Seis
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semanés después de la siembra, se midid la longitud del hipocotilo.

Al mismo tiempo se obtuvo datos de sobrevivencia. En los lotes irra-
diados con dosis altas, algunas semillas demostraron elongacidén del
hipocotilo el cual, sin embargo, mlds tarde murié. Estas plantas se
contaron como muertus. Si después de seis semanas de la siembra el hi
pocotilo todavia estaba vivo, se encontré que las plantas, por lo gene
ral sobrevivian, a pesar de que per{iodos considerables de tiempo trans-
currian antes de que el epicotilo demostrara crecimiento.

Para el estudio citolédgico, las semillas irradiadas se pusieron a
gerninar de la manera ya descrita, pero se las mantuvo en la oscuridad
para evitar una posible periodicidad del ciclo mitético. Se tomé mues
tras de puntas de rafz cuatro dfas después de la sicmbra, se las £fijé
en solucién de Carnoy, y se las deshidratd por el método de alcohol
butflico terciario descrito por Johansen (38). Después de infiltrar-
las en parafina (Tissue-mat), se cortd secciones longitudinales de 10 u
de grosor y se usé vibieta cristalina como colorante.

La frecuencia de puentes cromidticos observados en anafase fué el
indice para estimar el dafio causado en el niicleo., Se calculd el error

estidndar de acuerdo a la distribuciédn de Poisson (cf. Lea. 25).
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IV. RESULT.DOS

A.- Investigacidén Preliminar.

En la Tabla 1 se presenta la diferente sensibilidad de cinco cul-
tivares de cacao a diversas dosis de rayos gamma, en términos de super
vivencia y respuesta en crecimiento. En los datos de supervivencia se
puede ver que una dosis de 5 Kr no es suficiente para producir efecto
letal en las semillas de ninguno de los cultivares probados. Cerca
del 50% de las semillas sobrevivieron a una dosis de 10 Kr en los clo=
nes U F; sin embargo, esta misma dosis indujo dafics muy severos en las
semillas de C C 40 y Matina. Los porcentajes de supervivencia para
estos dos Ultimos fueron diez y cero, respectivamente.

La respuesta en crec}miento, determinada por la altura del hipo-
cotilo, también demostrd diferencias entre los cinco cultivares. Es
evidente (Tabla 1) que la radiacién inhibié el crecimiento del hipo=-
cotilo y que el grado de inhibicidn aumentdé con la dosis. Comparando
dosis iguéles la reduccién del crecimiento del hipocotilo fué mayor en
C C 40 y Matina que en los clones U F. Estos resultados estén de a-
cuerdo con los obtenidos para supervivencia, los que demuestran la ma-
yor susceptibilidad de C C 40 y Matina comparada con la de los clones
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Tabla l.~ Efecto de las radiaciones gamma en el crecimiento y super-
vivencia de cinco cultivares de cacao,

Datos tomados después de 6 semanas de la siemhra

Cultivar DQSIS Nﬁm?ro de Supervivencia Altura del Hipocotilo
(Kr) ::?:éizzas NQ % cm, % del Control
v F 613 0 50 50 | 100 11.6%0,36 100
2.5 20 20 | 100 11.020.29 ol
5 20 20 | 100 6.920.40 59
10 20 10 50 2.820.23 24
U F 221 0 18 18 | 100 10.9%0.28 100
2.5 20 20 | 100 10.7%0.29 98
5 19 19 100 6.220.43 57
10 20 8 4o 2.4%0.15 22
U F 676 0 2c 20 | 100 10.8%0.31 100
2.5 19 19 | 100 9.8%0.29 91
5. 20 20 | 100 5.9%0.59 55
10 20 9 45 2.920.21 27
c C 4o 0 20 20 | 100 12.1%0.27 100
2.5 20 20 | 100 9.920.27 82
5 20 20 | 100 3.620.41 30
10 20 2 10 2.0%0.35 16
Matina 0 20 20 | 100 11.720,14 100
2.5 20 20 | 100 9.5%0.18 81
5 20 20 | 100 3.420.31 29
10 20 0 0 0 0
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Be.= Estudio Comparativo sobre la diferente sensibilidad a la radiacidn

presentada por los cultivares U F 613 y Matina.

Parecia conveniente una comparacidén mds detallada entre las lineas
resistentes y las sensibles ya que, el entendimiento del mecanismo b4-
sico que causa estas diferencias es la parte esencial del probiema. Se
escogidé para representar al grupo resistente (clones U F) el clon U F
613, y para el grupo somsible (Matina y C.C 40) el tipo Matina, por
constituir estos cultivares los dos extremos de sensibilidad entre los
cinco probados. Los resultados, en términos de supervivencia, creci-
miento, dafio en el nicleo, y efecto Ael fraccionamiento de dosis, se

presentan a continuacién.

l.- Curvas de supervivencia.

Los datos de supervivencia para Matina y U F 613 a diversas dosis
de mdiacién, se presentan en la Tabla 2. Las curvas de supervivencia
(Fig. 2) se obtuvieron comparando graficamente porcentajes de supervi-
vencia y dosis. Claramente ambas curvas son de tipo sigmoide, siendo
la gradiente su principal diferencia. Con dosis mayores que los 6 Kr,
el porcentaje de supervivencia en el cacao Matina cae més rapidamente
que en el U F 613, Por interpolacién, la DL tpara Matina esté alrede=~

50
dor de los 7.5 Kr, y para U F 613, en los 9.5 Kr, m&s o menos.

*DL Dosis letal 50%
50 = osis letal 5
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Tabla 2.~ Efecto de las radiaciones gamma en el crecimiento y supervi-
vencia de los cultivares Matina y U F 613.

Datos tomados después de 6 semanas de la siembra

Cultivar DOSIS |Nimero de Supervivencia Altura del Hipocotilo

(Kr) |memillas .
Irradiadas NQ % cm, % del Control|

U F 613 o) 40 4o 100 12.2%20.21 100
2 4o Lo 100 11.4%0.16 gl
4 39 39 100 8.7%0.23 73
6 39 39 100 4.4%0.27 36
8 4o 30 85ax | 2.8%0.10 23
10 40 15 39.5kk| 2.720.22 22
12 40 3 7.5 2.0%0 16
Matina 0 39 39 100 11.5%0.19 100
2 4o 4o 100 10.7%0.15 93
I 40 40 100 5.0%0.25 Ly
6 40 40 100 2.4%0.13 21
8 4o 16 Loxx | 2.2%20.07 19
10 40 1 2.54| 2.0%0 17
12 40 0 0 0 )
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2.~ Respuesta en crecimiesnto.

El crecimiento de estos dos cultivares medido por la altura del
hipocotilo, demostrd solamente pequefias diferencias a 2 Kr (Tabla 2).
Aumentando la dosis a 4 Kr, la caida de la curva para Matina fué mayor
que para U F 613 (Fig. 3). Sobre los 8 Kr, la diferencia disminuye,

Ya que ambos cultivares fueron severamente afectados por dosis altas.

3.- Frecuencia de puentes cromiticos.

Estudios preliminares revelaron que un porcentaje .ainimo de mito-
sis tiene lugar después de tres difas de germinacién, alcanzando su méx=-
imo a los cuatro dfas. Si se tomé las muestras de puntas de raiz des=-
pués de cuatro dfas de germinacidn, es légico suponer que las frecuen=-
cias de puentes cromédticos observadas en este estudio pertenecieron al
primer ciclo mitético.

Los datos sobre la frecucncia de puentes inducidos por diversas
dosis de rayos gamma en U F 613 y Matina se presentan en la Tabla 3.
Dos experimentos realizados por separade, demostraron una tendencia si-
milar: la frecuencia de puentes era generalmente mis alta en Matina que

en U F 613, especialmente en las dosis altas (10 Kr).
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Tabla

Table 3.~ Frecuencia de puentes crométicos inducidos por las radia-
ciones gamma en puntas de raiz de dos cultivares de cacao,
U F 613 y Matina

DOSIS PUENTES / CELULA Células Total . Promedio
Cultivar| (Kr) 0 | 1T 2 Y31 &|observadas|puentes| puntes/cél.
EXPERIMENTO 1
UF613 | 0o |35 | 1 olo 360 1 | 0.003%0,00
2.5[38 |12 | 2|0 | o 400 16 | 0.04%0,01
5 |35 |25 | 5]l0]0 395 35 | 0.09%0,01
10 [298 |56 it |1 | o 368 87 | o0.240.02
atina o 30| o | oflo]o 360 o |v o
2.5|37%6 |19 | 5|0 ] o 400 29 | 0.07%0.01
5 |39 |40 |10 |1 | o0 400 63 | 0.16%20,02
10 |294 |64 |17 |9 | & 349 141 | 0.40%0.03

EXPERIMENTO 2

UF613 | 0 (300] o | ofjo o 300 0 0
2.5 422 |28 | oo |o 450 28 |o0.06%0.01
5 |3286 |52 |12 {0 |0 450 76 | 0.17%0.02
10 |[306 |90 |22 |2 ]| o 420 140 | 0.33%0.03

Matina o [300] o |o]o]o 300 0 0
2.5|425 |23 | 2 |o|o 450 27 |o0.06%0,01
5 |39 {47 |11 |o | o 450 9 |o0.15%0,02
10 |[284 ot |52 |2 |0 432 204k | 0.47%0,03
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Para mejor comparacidén, la frecuencia promedio de estos dos expe=-
rimentos, y la dosis se expresan graficamente en la Fig. 4, Es inte-
resante notar que ambas curvas son producto de una megcla de aberrae.

ciones de un impacto y de impacto miltiple.

L,- Efecto del fraccionamiento de dosis.

Para estudiar el efecto del fraccionamiento de dosis, se escogid
una dosis masiva de 4 Kr, la cual se fracciond en dos partes iguales
con un intervalo de ticmpo de 2 horas entre fracciones. Los resultados
preliminares sobre cstc punto se presentan en la Tabla 4, Es facil ver
que para U F 613 no existe una diferencia siggificativa en la altura
del hipocotilo entre el tratamiento de dosis masiva y el de dosis frac=

cionada. En cambio, estos mismos tratamientos en Matina, demuestran

una diferencia significativae.

Tabla 4., Efecto del fraccionamiento de dosis en el crecimiento de los
cultivares U F 613 y Matina.

(Se usaron 20 plantas por tratamiento)

DOSTS (Kr) ALTURA DEL HIPOCOTILO
t F 613 MATINA
0 11.3 £ 0.34 11.0 % 0.16
2 10.7 £ 0.19 9.2 < 0.20
4 6.5 X 0.U48 4.1 I 0.25
"2+ 2m0r. + 2 6.8 ¥ 0.k2 5.0 £ 0,34

= ——

—
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V. DISCUSION

Estudios sobre sensibilidad a las radiaciones se han llevado a
cabo extensamente tanto en animales como en plantas. Casi todos estos
estudios han tenido un objetivo comln: la bisqueda de un mejor entendi
miento del mecanismo por el cual las radiaciones ionizantes producen
sus efectos en las células vivas. Uno de los métodos méds usuales para
estudiar la sensibilidad a las radiaciones es el andlisis de la rela-
cibén existente entre supervivencia y dosis, o sea, el estudio de la
curva de supervivencia, al representar estos dos factores en forma g:é
fica. Las curvas de supervivencia generalmente se dividen en dos cate
gorias: la exponencial o de un impacto, y la sigmoide o de impacto
mGltiple. Su forma, por tanto, proporciona informacién acerca del ni-
mero de impactos (ionizaciones o partf{culas ionizantes) necesarios pa-
ra producir efecto letal.

Como se ha demostrado en los resultados. de esta investigacidn,
difercntes cultivares de cacao muestran difercnte sensibilidad a las
radiaciones, y comparando las curvas de supervivencia del cultivar re=
sistente, U F 613, y del sensible, Matina, es posible averiguar si la
accibn mortal de la radiacidn difiere de un cultivar a otro. En la
Fige. 2 se aprecia que las curvas de supervivencia de ambas lineas son
sigmoides. La posibilidad de que el efecto letal se deba a una accidn
de impacto simple, queda asi eliminada. Por tanto, éste se debe 1légi-
camente, a una acumulacién de dos o més impactos de la radiacién, sien
do la gradiente la principal diferencia entre estas dos curvas.

Baséante bien se conoce que el nicleo tiene un papel importante
en el crecimiento y que ademds, es extremadamente sensible al dafio

producido por la radiacién. Por esta razdén es conveniente comparar el
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dafio inducido en la linea resistente y en la sensible, y ver si la re
duccidén del crecimiento se correlaciona con el dafio nuclear. Una com
paracién de las frecuenciss de puentes crométicos observados en anafase,
revel§ que la inducida en Matina era significabtivamente mayor que la
frecuencia inducida en U F 613, En el presente estudio parece, por
tanto, que la reduccidn del crecimiento y el dafio nuclear son fenéme-
nos relacionados.

Sin embargo, sobre este punto existe todavia controversia. Gray
y Scholes (4O) de sus trabajos con Vicia faba concluyeron que "el dafio
estructural de los cromosomas es uno de los principales factores que
llevan a la inhibicién del crecimiento.'" En contraste, el trabajo de
Caldecott y Smith (41) y Caldecott, et. al. (42) en Hordeum, rechazé
esta posibilidad, Los resultados obtenidos en el presente trabajo a-
poyan el axioma de Gray y Scholes.

La forma de la curva obtenida para la frecuenciia de puentes en
los dos cultivares de cacao estudiados parece indicar que se debe a
una mezcla de aberraciones de un impacto y de impacto miltiple. Este
resultado se puede interpretar facilmente, ya que los puentes observa
dos en anafase pueden deberse tanto a roturas cromosémicas (aberra-
ciones de un impacto) como a algunos tipos de intercambios cromosoma-
les (aberraciones de impacto miltiple),

Un hecho més dificil de interpretar es la mayor frecuencia de
puentes cromdticos presentada por Matina, en comparacién con U F 613,
Se puede postular dos posibilidades que producirfan el mismo efecto.
La primera es qué, a dosis iguales, el niimero inicial de roturas in-
ducidas en estas dos lineas es el mismo pero, durante el proceso de

reintegracidén de los cromosomas en Matina, existe una preferencia para
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que los pedazos de un cromosoma se reQnan con los de otro cromosoma
aumentando de esta manera, la probabilidad de producir aberraciones de
dos impactos y con ella, la de producir puentes cromldticos en anafase.
A pesar de no poder rechazar esta posibilidad, ninguna evidencia expe-
rimental que apoye este punto de vista ha llegado a oidos del autor.
Como ha dicho Lea (25), mds del 90 por ciento de las roturas producidas

en Tradescantia se restituyen, y la fraccidén restante disponible para

formar intercambios, estd limitada por una distancia espacial de 1 m o
menos. Bajo estas limitaciones, resulta dificil explicar la mayor fre-
cuencia de puentes cromdticos desde este punto de vista, Por tanto, la
hipbtesis de la reunién preferencial es por lo menos débil,

La segunda posibilidad es que el nlimero de roturas iniciales indu-
cidas en Matina sea mayor que un U F 613, lo cual proporcionarfia un
mayor nfimero de pedazos para la produccidn de aberraciones de dos im=-
pactoss Esta posibilidad supone, logicamente, que el nificleo de Matina
sea mis susceptible a la radiacidén que el de U F 613, En las dos déca-
das pasadas'se ha acumulado mucha evidencia acerca de que el estado
fisioldégico, manifestado en actividad metabdlica (23), y el ambiente
celular, (concentracién oxigeno) (24), ejercen una gran influencia en
la sensibilidad del niicleo., Un estudio preliminar sobre el efecto del
fraccionamiento de dosis en el crecimiento del hipocotilo demostrd que
a una dosis de 2 Kr, la recuperacidén de Matina tuvo lugar dentro de un
perfiodo de 2 horas, mientras que en U F 613 no se observé sino una in-
significante recuperacidén dentro del mismo periodo de tiempo. Si este
hecho implica una difercncia en actividad metabdlica, podria ser un in-
dicio para explicar la diferente sensibilidad de Matina y U F_613.

Sin embargo, al no haber evidencia directa que pruebe este punto,

solamente especulaciones caben al respecto.
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VI. RESUMEN

1., Se hizo experimentos preliminares con el objeto de investigar
la sensibilidad a las radiaciones presentada por cinco cultivares de
cacaoe. Se encontrd que los clones U F 613, U F 221, y U F 676 fueron
mis resistentes a la radiacién gamma que el Matina y C C 40, usédndose
come criterio de evaluacién, el porcentaje de supervivencia y el cre-
cimiento del hipocotilo.

2+ Estudios posteriores se llevaron a cabo para comparar la for-
ma de las curvas de supervivencia de un cultivar resistente, U F 613,
y uno sensible, Matina. Se encontrd que ambas curvas eran sigmoides,
siendo la gradiente de las mismas su principal diferencia. Por tanto,
parece que la accidn letal de la radiacidén gamma en el cacao se debe
a una acumulacidn de dos o mids impactos.

3. La DLSO para Matina se determind alrededor de los 7.5 Kr y
para U F 613, alrededor de 9.5 Kr.

b, La altura del hipocotilo demostrd una reduccidén mls dréstica
en el crecimiento de Matina que en U F 613, a medida que la dosis
aumenté.

5. Observaciones citolégicas en células de puntas de raiz revela=-
ron que la frecuencia de puentes cromaticos inducida por la radiacién
era mayor en Matina que en U F 613. Por tanto, el dafio inducido en el
crecimiento, y ¢l defi$ causado ¢n el nicleo son fendmenos relacionados.

6. Datos preliminares sobr: el efecto del fracionamiento de dosis
en el crecimiento del hipocotilo demostraron que a una dosis de 2 Kr,
el Matina se recupéré dentro de un perfodo de dos horas, mientras que

una insignificante recuperacidn solamente tuvo lugar en U F 613,



25

7. Se discutié también el mecanismo que causa la diferencia en

frecuencia de puentes cromdticos observados en anafase.
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SUMM/RY

-

l.- A preliminary survey on the radiosensitivity of five cacao lines
was performed. It was found that the clones U F 613, U F 221, and

U F 676, were more resistant to gamma radiation than the Matina and
C C 40, the percent survival and growth of the hipocotyl being used

as creteria for evaluation.

2.~ Susequent studies were carried out in order to compare the shape
of survival curves from a resistant line, U F 613, and a susceptible
line, Matina. It was found thet both curves were sigmoidal, the main
difference being the slope. Thus, it seems that the lethal action of

gamma radiation in cacao is due to an accumulation of two or more hits.

3.= The LD 0 for Matina was determined around the 7.5 Kr, and for U F

5
613, around the 9,5 Kr.

k,= The height of the hipocotyl showed a more drastic reduction in Ma-

tina than in U F 613 as the dose increased.

5.~ Citological examination of root-tip cells revealed that the fre=-
quency of anaphase bridges induced by radiation was higher in Matina
than in U F 613, This, the reduction in growth and the damage caused

in the nucleus appeared to be related phenomena,

6.- Preliminary data on the effect of fractionated dosage show that,
at 2 Kr, Matina recuperated within a period of 2 hours, whereas U F

613 showed a non-significant recovery only.

7.~ The mechanism that causes the difference in the frequency of ana-

phase bridges was also discussed.
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Goodall (44) en el Africa Occidental, encontrd que tanto las plén
tulas de cacao como los &rboles adultos, demostraban una periodicidad
en su crecimiento. En pléntulas, el "flush" (periodo de crecimiento
activo o brote nuevo) se presentaba cada cinco semanas mds o menos.
Por otro lado se conoce que el crecimiento de las plantas en general
estd afectado por el nivel de las auxinas; niveles muy altos o muy ba-
jos de auxinas resultan en una inhibicién del crecimiento. Gordon y
Weber (45) demostraron que las radiaciones deprimen el nivel libre de
auxinas en las plantas, y mds tarde Gordon (46), explicd este fendmeno
como debido a una interrupcién del proceso de formacidén del Acido in-
dolacético indicado por una acumulacidén del aldehido indolacético.
Sabiendo que el ciclo del brote nuevo ("flush'") en el cacao es un pro=-
ceso controlado entre otros factores por el nivel de auxinas en la
planta, se tratd en el presente experimento de observar la influencia
que las radiaciones gamma pudieran ejercer sobre oste ciclo.

Se utilizaron 4O semillas del clon U F 613 por tratamiento, irra-
diadas a diferentes dosis de rayos gamma en la forma descrita ante-
riormente en esta tesis. Inmediatamente después de la irradiacidn las
semillas se sembraron en cajas que contenian aserrin y suelo meszclados
en una proporcidn de 1l:1l, Se utilizd este medio de cultivo para evitar
el transplante y poder crecer las plantas sin interrupcién. El creci=-
miento longitudinal se estimdé por la altura total de las plantas medida
desde el medio de cultivo hasta el apice. El crecimiento diametral se
midié por el grosor del tallo tomado en un mismo punto previamente mar-

cados Las mediciones empezaron cuando las plantas tenian 4 semanas de
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edad.

En la Tabla 5 se han resumido los promedios de crecimiento lon-
gitudinal (en cm.) y diametral (en mm.) por semana durante 19 semanase
Bajo las condiciones en que se realizd este experimento, el crecimien-
to longitudinal promedio (Fig. 5) del control demostrd solamente un
brote nuevo ('"flush") claramente visible, entre la 58 y 88 semanas,
después de la cual el crecimiento aumentd relativamente poco y de ma-
nera mds o menos constante. En los tratamientos con radiacién también
se observdé un aumento repentino en el crecimiento longitudinal a par-
tir de la 53 semana. El grupo de 8 Kr aumentd posteriormente sin de=
mostrar periodicidad en su crecimiento., El grupo de 12 Kr parece
tener un perfodo en el cuzl el crecimiento disminuye, entre la 108 y
138 semana. Sin embargo, este hecho podria deberse mds bien a una
gran irregularidad de recuperacidn y a una alta mortalidad de las
plantas irradiadas con dosis altas.

La Fig. 6 indica que el promedio del grosor del tallo es mayor a
medida que aumenta la dosis de radiacidén. El crecimiento diametral
del control muestra claramentec dos ciclos de crecimiento activo y des-=
canso: el primero desde la 38 a la 88 semana, y el segundo desde la
88 a 1u 138 semana. El grupo de 4 Kr sigue mds o menos la misma ten=-
dencia. Sin embargo el grupc de 8 Kr parece mostrar un crecimiento
constante; la relacién entre grosor del tallo y tiempo (semanas) en
este grupo se acerca a la lineal,

Debido a la limitacién de tiempo, este experimento tuvo que sus
.penderse después de 19 semanas. El autor considera que los datos dis
ponibles no son suficientes para hacer generalizaciones; sin embargo
se puede advertir que el problema es digno de un estudio mds prolon-

gadoe
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Table 5. Crecimiento longitudinal y diametral del tallo en plantas
provenientes de semillas irradiadas a diversas dosis de
rayos gamma. (Se usaron 40 semillas del clon UF 613 por
tratamiento).

CRECIMIENTO LONGITUDINAL (cm) CRECIMIENTO DIAMETRAL (mm)

Semanas Control U4Kr 8Kr 12Kr Control 4Kr 8Kr 12Kr

1 14,05 12.98 7.01 2.78 3011 3.37 3.32 3.41

2 18.35 18.23 10.50 k,23 3.17 3.42 3.49 3.56

3 18.77 19.19 11.63 L by 3.22  3.43 3,57 3.75

L 19.06 19.64 12,26 L,60 3.48 3.63 3.76 3.82

5 19.87 20.25 13.31 5.07 3.68 3.78 3.88 3.92

6 22.21 22.02 15.68 6.71 3.84 3.93 4,05 L4.18

7 23.11 22.56 17.33 7.81 3.82 3.96 4.05 4.34

8 23.63 23.15 19.00 9.11 3.87 4,01 4,16 4.41

9 23.86 23.86 20.26 10.91 L.oo 4.10 4.24 4,49

10 24,17 24,40 20.79 11.75 k.19 h.2h L. k2 k.59

11 24,78 25.42 21.48 12.30 b6 biho b.b7 L.59
12 - - - - - - - -

13 24,86 25.92 22.04 12.80 L,52 L.49 4,57 4,86
14, - - - - - - - -

15 25.09 26.39 22.62 14,00 5.03 5.00 5.02 5.37
16 - - - - - - - -

17 25.18 26.93 23.62 15.52 531 5.22 5.19 5.61
18 - - - - - - - -

19 25,29 27.34 24,63 16.02 5.58 S5.46 5.42 5,97
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Fig. | #Antulas provenientes de semillas irradiadas a diversas dosis de radiacidn g- .. 1.
»co'tiv s incluidos fueron de izquierda a derecha: UF 613, UF 221, UF ¢7.,
AN KIR 4
IR y f‘v.".; ||\1A¢
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por célula, en dos cultivares
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Fig. 6

Crecimiento diametral del tallo.
Plantas de cacao provenientes de
semillas irradiadas a diversas dosis
de rayos gamma.

(Clon: UF 613).
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