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RESUMEN

Se realizd una investigacion enfocada a modificar caracteristicas en la pigmentacion de follaje, flor y arquitectura en
plantas de crisantemo (Dendranthema grandiflora), a través de agentes mutagénicos fisicos y quimicos, con el

fin de generar nuevas variantes para el mercado. Se detectaron mutantes con estos tipos de cambios en las

primeras etapas de propagacion de plantulas regeneradas a partir de explantes foliares y vitroplantulas

que fueron expuestas a radiacion gamma (30 Gy) y EMS (0.2% v/v por 30 min). Se seleccionaron tres

mutantes con genotipos de lento desarrollo, enano y moteado en hojas. Las tasas de mutacion

respectivas fueron 0.0470, 0.0033 y 0.0007. La expresion de los diferentes genotipos se observo

en un 95% de plantas obtenidas en tres generaciones vegetativas a partir de meristemos axilares,

pero no en aquellas plantas regeneradas de explantes foliares.
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ABSTRACT

A study was performed focused on modifying characteristics of foliage pigmentation, flower

and architecture of chrysanthemum plants (Dendrathema grandiflora), through physical and

chemical mutagenic agents, with the aim of generating new varieties for the market. Mutants

with these types of changes were detected in the first stages of propagation, in plants regenerated

from foliar explants and in vitro seedlings that were exposed to gamma radiation (30 Gy) and EMS

(0.2 % v/v for 30 min). Three mutants were selected with genotypes of slow development, dwarfs and dotted leaves.
The respective mutation rates were 0.0470, 0.0033 and 0.0007. The expression of the different genotypes was
observed in 95 % of the plants obtained in three vegetative generations from axillary meristems, but notin the

plants regenerated from foliar explants.

Keywords: Gamma radiation, flowers, new varieties.
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considerablemente, alentada por el incremento en la exportacion de flores,
destacando la rosa (Rosa spp.) y el crisantemo (Dendranthema grandiflora).
Las exportaciones de esta ultima especie en 1994 ascendieron a 55.5 mi-
llones de pesos (Pizano, 1997). Para 2007 se exportaron 115.85 millones
de pesos equivalente a 2,205 kg (SIAP, 2007). Los productores de plantas
ornamentales demandan caracteristicas novedosas tales como, color, for-
ma y aroma de las flores. Por tal motivo, los fitomejoradores han puesto
atencion a estos aspectos en sus programas de mejoramiento convencio-
nal; sin embargo, como la mayoria de las variedades recientes se propagan
vegetativamente, es comun usar otras técnicas de mejoramiento genéti-
co incluyendo las nuevas herramientas biotecnologicas, fisicas 0 quimicas
(Bowen, 1994).

Mediante la induccion de mutaciones con radiacion gamma o agentes
guimicos se han obtenido numerosas variedades en diversas especies;
por ejemplo, tratamientos con etil metanosulfonato (EMS) en anteras
de arroz (Oryza sativa), produjeron hasta 20.7% de mutantes (Lee y Lee,
2001). En Vicia faba, se compar¢ la eficiencia entre agentes mutagéni-
cos fisicos y quimicos, encontrandose que el EMS (agente quimico) ge-
nerd una mayor tasa de mutacion comparada con la radiacion gamma
(agente fisico), debido a los mayores efecto en la generacion irradiada
(Kumari, 1996).

Investigaciones realizadas en seis variedades de crisantemo con hojas di-
sectadas y tratadas con 0.5% de EMS, mostraron 42% de disminucion en
la formacion de brotes adventicios (Toaima y Pank, 1996), y mediante la
radiacion gamma se han logrado generar nuevas variedades de crisantemo
(Maluzynski, 1992). Al irradiar esquejes comerciales de crisantemo con do-
sis de 10, 15y 25 Gy, se seleccionaron tres mutantes con flores de aspecto
atractivo (Talukdar y Paswan, 1997). Tratamientos con 25 Gy en la variedad
MOGUI de crisantemo, color rojo brillante, originaron flores con sectores
de coloracion blanca y amarilla (Debasis et al., 1999). Otros efectos como
cambios en altura de planta, tamafio de hojas y forma de la flor (nUmero y
forma de pétalos), se obtuvieron con dosis de 30 y 40 Gy (Data y Benerji,
2002).

Al inducir mutaciones con irradiacion gamma, es necesario considerar el
tipo de tejido seleccionado a tratar, pues de ello depende la frecuencia de
guimeras (individuos con cambios morfoldgicos o anatomicos no hereda-
bles). Asi, por ejemplo, al irradiar esquejes enraizados de cuatro variedades
de crisantemo con rayos gamma a dosis de 15, 20 y 25 Gy se obtuvo una
disminucion en el tamafo de la planta y hojas; ademas de la aparicion de
ramas con efectos quimeéricos en la flor, tales como, color y forma (Data y
Benerji, 2002).

En el presente estudio se evalud la eficiencia mutagénica de agentes fi-
sicos (radiacion gamma) y quimicos (EMS) en crisantemo, a traves del
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numero de mutantes con efectos
en forma, tamafio y pigmentacion
de hojas vy flor, esperando encon-
trar mayor numero de mutantes al
emplear agentes fisicos. Ademas
de determinar el mejor tipo de te-
jido para irradiar: meristemos o
segmentos foliares, partiendo de
la premisa de que usando segmen-
tos foliares se obtendria menor
numero de quimeras y mutantes
con mayor estabilidad, después de
varias generaciones de multiplica-
cion vegetativa.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon plantas de crisante-
mo TIKARA, que fueron transferidas
a condiciones in vitro y propagadas
a través de meristemos axilares en
tres subcultivos en medio MS (Mu-
rashige y Skoog, 1962) suplementa-
do con sacarosa (30 g L™Y).

Tratamientos con radiacion
gamma y etil metanosulfonato
Segmentos foliares de aproxima-
damente 1 cm? provenientes de
plantulas micropropagadas se co-
locaron en cajas petri con medio
MS liquido con pH de 5.8 al cual se
le agrego 0.2% v/v de etil metano-
sulfonato (EMS). Los explantes fue-
ron expuestos a este agente quimi-
co por tiempos de: 15, 30, 45, 60,
90, 120 y 150 min. Posterior a este
tratamiento los segmentos foliares
fueron cultivados en un medio so-
lido preparado con las sales inor-
ganicas del medio MS suplementa-
do con agua de coco (Cocos nuci-
fera) 200 mL™! sacarosa, 20 g AlA,
4 mg L™t Kinetina, 2 mg LY, ajus-
tando el pH a 5.8. Cuando los bro-
tes se formaron se realizaron sub-
cultivos en medio solido MS. Las
condiciones de cultivo en el cuar-
to de incubacion fueron: tempera-
tura de 28 °C y fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad,
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para lo cual se emplearon ld@mparas fluorescentes de
luz blanca de 40 W. El experimento se realizd bajo un
diseflo experimental completamente al azar con cin-
co repeticiones por tratamiento. El analisis de los re-
sultados se realizd mediante un analisis de varian-

za y la comparacion entre tratamientos se hizo

con la prueba de Tukey con un a=0.05. La
irradiacion gamma se aplicod a segmentos
foliares con las dimensiones previamente
descritas partiendo de plantas micropro-
pagadas, que poseian meristemos de

10 mm de longitud, los cuales antes

de ser tratados se mantuvieron en un
medio MS sin hormonas durante 72 h,,

La fuente de rayos gamma fue un Irra-
diador Gammacell 220 con barras de 60

Co. Las dosis fueron 10, 20, 30, 50, 100,
150, 200 y 300 Gy. Los tejidos irradiados se
transfirieron a un medio fresco MS, con hormonas
para los segmentos foliares y sin hormonas para
las yemas axilares, con las mismas condiciones de
cultivo que los tejidos tratados con EMS.

Seleccidén y andlisis de los mutantes

Las plantas que mostraron cambios en el tamano, for-
ma de hojas y flores; tasa de crecimiento (centimetros
por semana); pigmentacion foliar y floral; fueron se-
leccionadas después de 60 dias de cultivadas. Se se-
pararon las provenientes de meristemos y segmentos
foliares para identificar el tejido original irradiado e in-
ferir sobre la influencia del tipo de tejido y la respuesta
quimérica de los mutantes.

Evaluacion de la persistencia

Para evaluar si los cambios son heredables y no qui-
mericos se observo el comportamiento de los cam-
bios durante tres generaciones. En este caso se siguio
la recomendacion de Data y Benerji (2002) seleccio-
nando individuos tanto los regenerados de segmentos
foliares, como los de meristemos y fueron sometidos
a cinco subcultivos de 25 dias cada uno, para determi-
nar la estabilidad de cada fenotipo mutante seleccio-
nado e inferir la persistencia de los caracteres muta-
dos. También se evaluo la capacidad de regeneracion
y multiplicacion de los mutantes mediante el porcen-
taje de explantes con brotes, asi como, el numero de
brotes por explante y poder inferir si los materiales
seleccionados pudieran ser individuos con multiples
mutaciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Mutantes obtenidos
De un total de 1620 explantes tratados con EMS se
detectaron dos plantas que mostraron cambios fenoti-
picos comparados con la planta testigo en las pri-
meras etapas de desarrollo de la plantula. Uno
de los mutantes mostro patrones de motea-
do clorotico y el otro un crecimiento y de-
sarrollo lento (Figura 1, 2). De 312 meris-
temos irradiados a una dosis de 2 Krad
solo se detectd un mutante que presen-
to enanismo (entrenudos muy cortos).
Ninguno de los 725 explantes foliares
irradiados originaron mutantes. Una vez
que los mutantes fueron seleccionados y
con el objeto de observar el comportamien-
to de persistencia de estos cambios, cada mu-
tante fue micropropagado a partir de meristemos
axilares y de segmentos foliares hasta una tercera

generacion.

Todos los explantes tratados con 0.2% v/v de EMS,
inclusive el tratamiento con una exposicion por 150
minutos, dieron origen a formacion de callos y brotes;
a partir de 90 minutos de exposicion o mas se observo
un 35% de reduccion en la formacion de callos y bro-
tes, comparados con dosis menores. En tratamientos
con radiacion gamma las dosis mayores de 50 Gy en
segmentos foliares causaron una falla completa en el
desarrollo de callos y brotes. En exposiciones a 20 y 30
Qy, los explantes ocasionaron una reduccion del 85% y
95% respectivamente en la formacion de callos y bro-
tes. Los meristemos tratados con 100 Gy., no presen-
taron desarrollo y posteriormente murieron; mientras
que la dosis; de 30 Gy., permitio el desarrollo. Todos
estos resultados concuerdan con o reportado por Ku-
mari (1996), quien menciona que los agentes quimicos
en este caso el etil metanosulfonato dan origen a un
mayor numero de mutantes y permite el desarrollo de
callos y brotes en los explantes tratados.

Cambios detectados en otros parametros

Al realizar los subcultivos de los mutantes seleccionados
se evaluo el porcentaje de los explantes capaces de ge-
nerar nuevos brotesy a su vez se observo el promedio de
brotes por explante regenerados de segmentos foliares
y se determind que el mutante de lento desarrollo vy el
mutante moteado mostraron una disminucion en estos
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parametros de 50% y 60% respecti-
vamente comparado con el genoti-
po original (Cuadro 1). Este compor-
tamiento puede ser explicado como
un efecto colateral causado por el
agente mutagénico, o bien, por el
hecho de que en estos mutantes
pudiera haber ocurrido mas de una
mutacion. Una tendencia parecida
se observo con respecto al creci-
miento donde se pudo determinar
gue los tres mutantes presentaron
una disminucion en este parametro
comparado con el testigo (Cuadro
2). Sin embargo, se detecto dife-
rencia en la tasa de crecimiento del
testigo y del mutante de hojas mo-
teadas aun cuando no se observa-
ron diferencias significativas en las
medias. Esta pequefa reduccion
pudo deberse a que este mutante
al presentar partes cloroticas tuviera
una menor actividad fotosintética.
Los mutantes de lento crecimiento
y enano presentaron una disminu-
cion en el crecimiento del 47.5% vy
81.5% respectivamente.

Persistencia de las

caracteristicas fenotipicas

Con el agente quimico EMS se ob-
tuvieron dos mutantes con tasas
de mutacion respectivos de 0.0007
y 0.0470; mientras que, con ra-
yos gamma la tasa fue de 0.0033
(Cuadro 3). Se determind que mas
del 90% de los mutantes que fue-
ron propagados via yemas axilares
conservaron sus caracteristicas,
aungue ninguno de los individuos
obtenidos de segmentos foliares
expresaron  sus  caracteristicas
(Cuadro 4). Lo que permite asumir
que estos ultimos mutantes no fue-
ron estables; es decir, se generaron
individuos con comportamiento de
quimeras como lo comenta Broer-

Figura 2. Comparacion de hojas de varios tipos de crisantemo y el mutante moteado. A: India-
napolis; B: Hartman; C: Telestar; D: Tikara; E-F: Mutante Moteado. tjes (1988).



Explantes con

Numero promedio de

Crecimiento relativo

Fenotipo brotes (%) brotes por explante Fenotipo (cm)
Moteado 51.8 18 Moteado 78.79 ab
Crecimiento lento 51.5 14 Crecimiento lento 52.90 c
Enano 61.3 17 Enano 1841d
Testigo 100.0 2.8 Testigo 100.00 a

. Agente Minutos o dosis Numero de Numero de plantas -
Fenotipo - Tasa de Mutacion
mutagénico (Krad) explantes regeneradas
Moteado EMS 90 735 1323 0.0007
Crecimiento lento EMS 15 15 21 0.0470
Enano Gamma 2 60 300 0.0033

Plantas que expresaron mutacion (%)
Fenotipo
a partir de hoja a partir de meristemos
Moteado 0 96.3
Crecimiento lento 0 915
Enano 0 100

CONCLUSIONES

El agente quimico mutagénico produjo mayor numero
de mutantes que el fisico. Los tres mutantes obtenidos
presentaron persistencia no constante lo que indico
que fueron quimeras. Se observo en todos los mutan-
tes una disminucion en el crecimiento.
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