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RESUMEN

La floricultura es una actividad donde los fitomejoradores tienen la necesidad
de innovar constantemente en la forma, color, aroma de las flores y en el
follaje. Eustoma grandiflorum (lisianthus), es una novedad en la floricultura por
la diversidad de colores, formas y tamafios de las flores; esto a través de
mejoramiento genético clasico 6 de mutaciones inducidas. La idea de inducir
mutaciones con fines de mejoramiento surgié en el primer cuarto del siglo
pasado. La aplicacion de EMS en semillas, callos o explantes aumenta la
posibilidad de encontrar mutantes ya que causa cambios en el ADN dando
lugar a variabilidad genética. En este estudio se utilizaron semillas
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 20 % v/v durante 20 min
posteriormente se colocaron en cajas petri en solucion de EMS (20 % v/v) y
un testigo de agua destilada estéril por 20 min. Una vez transcurrido este
tiempo, las semillas fueron lavadas con agua estéril y se colocaron en medio
nutritivo in vitro. El porcentaje de germinacion fue mayor en solucion con EMS
(76.6 %) comparado con el tratamiento testigo (61.0 %). Hojas provenientes
de vitroplantas fueron colocadas en cajas petri con la solucion EMS (10 % v/v)
expuestos 20 min, una vez transcurrido ese tiempo se lavaron con agua
estéril y colocadas en medio nutritivo. Los resultados mostraron que con 10 %
de EMS se obtuvo 61.2 % de regeneracion y 22.8 % de plantulas con fenotipo
diferente en pigmentacion, morfologia y desarrollo. La radiacione gamma
(Co®) se ha utilizado con la finalidad de inducir mutaciones, en este estudio

se irradiaron semillas con dosis de 50-500 Gy a intervalos de 50 y un testigo
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sin irradiar. Las semillas irradiadas fueron sembradas in vitro. Se produjo
radioestimulacion en el intervalo de 50 y 100 Gy aumentando 20 % la
germinacioén en comparacion con el testigo. Con 150 a 450 Gy, se redujo 10
% la germinacién y la dosis de 500 Gy produjo letalidad total. Las
vitroplantulas provenientes de yemas axilares, fueron expuestas a la radiacion
con dosis de 0.5 - 100 Gy y posteriormente colocadas en medio nutritivo. La
dosis de 36 Gy mostré efectos superiores en la regeneracién a partir de callo
y brote, las dosis de 2, 25 y 3 Gy tuvieron efecto en la capacidad

regenerativa de brotes.
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Induction of foliar mutations in lisianthus (Eustoma grandiflorum) by

physical and chemical mutagenic agents

SUMMARY

Floriculture is an activity that requires continuous breeding efforts to get
innovation concerning form, color, scent and foliage. Eustoma grandiflorum
(lisianthus), is a novelty in floriculture by the diversity of colors, shapes and
sizes of flowers, that have been obtained through classical breeding or
induced mutations. The use of mutation induction as a tool for breeding
purposes began on 1928, with the experiments of Stadler, irradiating barley
seeds, to generate genetic variation. EMS application in seeds, calluses or
explants increases the possibility of finding mutants because it causes
changes in the DNA resulting in genetic variation. In this study seeds were
disinfestated with sodium hypochlorite at 20% v / v for 20 min, then placed in
petri dishes in EMS solution (20% v / v) having a control using with sterile
distilled water during 20 min. After this time, the seeds were washed with
sterile water and placed in nutritive medium in vitro. The results showed that
with 10% of EMS 61.2% of plant regenerationwas obtained, and also 22.8% of
seedlings with phenotype exhibiting different pigmentation, morphology and
development. Gamma radiation (Co®’) have been used in order to induce
mutations, in this study, seeds were irradiated with doses of 50-500 Gy with
intervals of 50 Gy among treatments. Non irradiated seeds were used as

control Both irradiated and non irradiated seeds were sown in vitro.
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Radioestimulation occurred in the interval from 50 to 100 Gy, exhibiting that
germination increased 20% over the control. With 150-450 Gy, germination
10% and 500 Gy induced total lethality.Plantlets from axillary buds were
exposed to radiation doses from 0.5 to 100 Gy and then placed in nutritive
medium. The 36 Gy dose showed superior effects on regeneration from callus

and bud, doses of 2, 2.5 and 3 Gy had no effect on the regenerative capacity.
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CAPITULO |
|. INTRODUCCION GENERAL
La floricultura es una parte muy importante en la industria horticola. El valor
global de la floricultura se estima de 100 - 150 millones de euros (150 millones de
dolares EE.UU.) con los principales mercados en Europa, Norteamérica y Japon
(Chandler y Tanaka 2007). Plantas con flores grandes se utilizan ya sea, en el sector de
la floricultura donde las flores cosechadas son el producto final, o la industria de flores
para maceta, donde las plantas se venden para el hogar o con fines de jardineria
urbana. La industria de la floricultura es importante para la economia de varios paises

en desarrollo, como Costa Rica, Colombia, Kenia, Etiopia y Ecuador.

En México de la superficie territorial, el 11 % corresponde al uso agricola del cual
un 0.07 % (16,242 Has) esta destinado para uso de plantas ornamentales, de las cuales
se obtuvo un valor de la produccion de 5,251.66 millones de pesos en 2008 (Granada y
Acufia, 2010). En el pais aproximadamente 25,500 productores de flores generan un
valor de producciéon de 5,445 millones de pesos, quienes detonan —en el mercado
ornamental- alrededor de 188 mil empleos permanentes, 50 mil eventuales y un millén
indirectos. La cosecha de 2010 fue de 23 mil 183 hectareas, con un valor de produccién
de cinco mil 445 millones de pesos generados por 25 mil 500 productores de flores de

corte, plantas en maceta, follaje de corte y de maceta (SAGARPA, 2012).

La mayoria de las plantas ornamentales econémicamente importantes son flores
de corte que provienen de propagacion vegetativa. Durante muchos afos, las nuevas

variedades fueron producto de la hibridacion cruzada, donde las caracteristicas a
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modificar (mejora de la flor, color, vida en florero, aroma y forma) son siempre con el
objetivo de beneficiar al consumidor, todas las modificaciones que agregan valor al
producto final, incluidas la resistencia a enfermedades, sequia, insectos y la reduccion
en la senescencia foliar son atractivos desde el punto de vista del marketing (Chandler

y Tanaka, 2007; Shibata, 2008).

La micropropagacion, el rescate de embriones, la mutagénesis asistida por
medios quimicos o irradiacién y métodos in vitro de hibridacién interespecifica han sido
utilizados por los mejoradores en la industria de la floricultura. La combinacion de
cultivo in vitro y la mutagénesis es relativamente barata, sencilla y eficaz, ya que,
permite el manejo de poblaciones grandes y un aumento de la eficiencia de induccién
de mutacion, recuperacion de mutantes y rapidez en la clonacion de los mismos. Un
limite de la biotecnologia de transferencia de genes, se encuentra en especies
recalcitrantes, pero no para el mejoramiento por induccién de mutacion. La mutagénesis
ofrece la posibilidad de modificar s6lo uno o unos pocos caracteres, ya que, puede
cambiar un rasgo dominante a uno recesivo en su mayoria, utilizado para los cultivares
ya de primera categoria, conservando las caracteristicas generales. Estos rasgos
incluyen el tamafio de la planta, la floracion y el tiempo de maduracion del fruto, el color
del fruto, la auto-compatibilidad, auto-adelgazamiento y la resistencia a patdégenos

(Ahloowalia, 1998; Predieri, 2001; Shibata, 2008).

La tecnologia de marcadores moleculares ofrece herramientas para ayudar en la
induccion de mutacion, investigando tanto la variacion genética dentro de las

poblaciones y la deteccion precoz de mutantes con caracteristicas deseadas. Sin
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embargo, el precio todavia representa una limitacién importante para su aplicacion (Jain

y Haggman, 2007)

A pesar de que genes potencialmente utiles en la floricultura han sido
identificados y se ha aprendido de los factores genéticos asi como mecanismos
moleculares que subyacen a fenotipos, solo hay variedades modificadas en el color de
flores de clavel y rosas, en el mercado (Chandler y Brugliera, 2010). En gran medida
esto se debe a las barreras financieras Unicas de acceso al mercado para las
variedades genéticamente modificadas de cultivos de flores, incluyendo el uso de las
tasas de la tecnologia y los costos de la aprobacion regulatoria. Con base en lo
anteriormente sefalado, los objetivos de la presente investigacion fueron:

General:

Inducir mutaciones en plantas de lisianthus mediante el uso de un agente
quimico (Etil metanosulfonato) y un agente fisico (radiacion gamma), a partir de tejidos
cultivados in vitro.

Especificos:

Desarrollar un protocolo de cultivo in vitro por las vias organogénesis y
embriogénesis para lisianthus.

Inducir variabilidad genética mediante el uso de radiacion gamma Co® y Etil

metanosulfonato en plantas in vitro de lisianthus.
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CAPITULO I

Il REVISION DE LITERATURA
2.1 El cultivo de lisianthus

2.1.1 Origen

Su habitat natural son las praderas de los estados llanos. Se ha observado en la
parte norte de México, Texas, Oklahoma, Kansas, Nebraska, Colorado, Wyoming y
Dakota del Sur (Shinner, 1957; Wood y Weaver, 1982). Sin embargo, fue reintroducida
por una empresa particular como hibrido F; a principios de la década de 1980 donde
lisianthus tenia un aspecto nuevo y mejorado (Roh y Lawson, 1984). Su introduccién en
Europa y Japon se hizo en los afios 30. A través de sucesivos programas de
mejoramiento genético, realizados en su mayoria por empresas japonesas (Olvera
2004). Actualmente esta planta se cultiva principalmente en Japon, Europa y Estados
Unidos debido a la gran diversidad de flores y alta productividad que presenta (Barbaro

et al., 2009).
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2.1.2 Clasificacion y descripcion botanica
Reino: Vegetal
Subreino: Espermatofitas
Division: Herbaceae
Clase: Angiospermas
Orden: Gentianales
Familia: Gentianacea
Subfamilia: Gentianeae
Tribu: Centarium
Género: Eustoma

Especie: grandiflorum (Raf.)

Las plantas pertenecientes a la familia Gentianacea son rizomatosas y alcanzan una
altura de entre 60 y 80 cm de altura, autores como Klingaman (1983) y Venning (1992)
afirman que el lisianthus es una planta herbacea anual. Planta erecta a menudo con
una roseta de hojas basales. Presenta un tallo de 3 a 6 mm de diametro; ramificado de
la mitad hacia arriba donde sustenta los pedicelos florales en la axila de las hojas
superiores, hojas sésiles, opuestas, enteras, ovales a lanceoladas u oblongas, con tres
nervaduras, una longitud de 2 a 6 cm, de color verde grisaceo similar al de la hojas del
clavel; flores vistosas con largos peciolos, solitarias 0 en paniculas, caliz largo con
I6bulos en la quilla de 15 a 20 mm de longitud, acuminado; corola penta o hexabulada
campanulada, compuesta por 5 a 6 I6bulos azules de 2 a 3 cm de longitud, morados y

ocasionalmente blancos o rosas.
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2.2 Caracteristicas vegetativas

2.2.1 Altura de la planta

Las primeras variedades de lisianthus introducidas en el mercado de los EE.UU. a
principios de 1980 fueron flores para corte. Por lo general eran los tallos individuales
con ramas basales pocas o ninguna. La altura de las plantas de corte era variada de 61
a 91 cm, dependiendo de la época del afio en que las plantas fueran cultivadas y de la
variedad. Incluso algunas lineas han llegado a medir de 121 a 152 cm de altura.
Cuando se considera que los cultivares enanos son sélo de 15 a 30 cm de altura, el
acervo genético que esta disponible sobre altura de la planta es asombroso en

comparacion con los cultivos de muchas flores (Harbaugh 2007).

2.3 Caracteristicas de la hoja

Sus hojas son opuestas, sésiles, y glaucos. Las hojas son mas grande en la porciéon
basal de las plantas y, a menudo son > 12.7 cm de largo y 7.6 cm de ancho. Son mucho
mas pequefas en la parte alta del tallo, hojas menores de 5 cm de largo y 1.3 cm de
ancho, sus caracteristicas varian significativamente entre los cultivares. La forma de las
hojas por lo general son de ovadas a oblongas, pero en algunas selecciones son
oblanceoladas o lanceoladas. En algunos cultivares las hojas de inflorescencia puede
parecer lineales. El rango de colores de las hojas puede ser amplio desde gris-verde
(similar a clavel), verde claro, verde oscuro, a casi un azul-verde, las hojas pueden ser
muy atractivas o indeseables. Las caracteristicas de las hojas son probablemente mas
importantes en los cultivares para macetas, ya que las hojas inferiores se extraen de las

flores de corte cuando los tallos se cosechan (Harbaugh 2007).
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2.4 Produccion de lisianthus

La produccion convencional de plantulas de lisianthus mediante semilla se
realiza en bandejas multiceldas o "plug”, con control de temperatura y humedad, tanto
del ambiente como del sustrato, evitando condiciones extremas que favorecen el
arrosetamiento. Las plantulas estan listas para su trasplante entre los 60 y 70 dias
segun las condiciones ambientales durante su desarrollo, aunque en la practica se
suele demorar hasta los 90 dias, lo que produce grandes pérdidas. Las plantulas son
trasplantadas cuando desarrollan 2 o 3 pares de hojas verdaderas expandidas (Barbaro

et al, 2009).

2.5 Germinacién convencional

El costo de la plantula es relativamente alto, debido a que presenta una
germinacién no uniforme, lo que dificulta la plantacion automatica en la cama de
germinacion (Pérgola et al, 1992). La siembra se realiza en charolas plasticas
preparando un sustrato con peat moss y perlita todo esto debe de ser estéril, la semilla
se cubre con una capa ligera de vermiculita. El sustrato debe mantenerse humedo
hasta la germinacion con una temperatura de 20 a 24 °C manteniendo un pH entre 6 y
6.5. Una vez emergida la plantula, las charolas son colocadas en un lugar ventilado y
temperatura no menor a 15 °C y no mayor de 27 °C. Se recomienda fertilizar con nitrato
de calcio (150 ppm). Se debe evitar temperaturas extremas debido a que favorece el
arrosetamiento, también prevenir enfermedades fungosas. Las plantulas deben de estar
vigiladas hasta completar 4 hojas verdaderas asi como cuidar que la raiz llene la

cavidad y tenga desarrollo hacia abajo evitando que se pase de tiempo ya que la raiz
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empieza a torcerse y acarrea pérdida de calidad y dificultades al trasplante

(Dominguez, 2002).

2.6 Cultivo in vitro de lisianthus

La multiplicacion asexual de clones selectos a través del cultivo in vitro puede ser
valioso en lisianthus, es decir, la manipulacién individual de plantas seleccionadas que
posean caracteristicas deseables como lo son alteraciones en el tamafio de la planta,
desarrollo, color y forma de las flores asi como resistencia a enfermedades

principalmente (Semeniuk y Griesbach, 1987).

Murashige (1962), menciona que hay cuatro areas en las cuales la aplicacion del
cultivo de tejidos es de importancia relevante:
1. Produccién de farmacos y otros productos naturales.
2. Mejoramiento genético de los cultivos.
3. La obtencién de clones libres de enfermedades y la preservacion de
germoplasma importante.

4. La rapida multiplicacion clonal de cultivos selectos.

Hay varias aplicaciones practicas del cultivo de tejidos y células vegetales en la
agricultura, las cuales incluyen, la induccién de plantas haploides a partir del cultivo de
anteras y polen, el cultivo de protoplastos, la induccién y selecciébn de mutantes y la

propagacion clonal o rapida multiplicacion de genotipos especificos.
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Damiano et al. (1986) obtuvieron la propagacion in vitro de lisianthus en medio
con las sales minerales MS (1962) adicionado con &cido nicotinico (0.5 mg L™),
piridoxina (0.5 mg L™), tiamina (0.1 mg L™), mio-inositol (100 mg L), glicina (2 mg L™),

BA (0.3 mg L™), sacarosa (30 g L) y bacto-agar (8 g L™) .

En semillas de lisianthus se han obtenido porcentajes de germinacion de 98 -
100 %, cultivadas in vitro en medio de cultivo de Brooks y Hough (1958), suplementado
con &cido giberelico AGs (1 mg L) y carbon vegetal activado. Ademas, estos
investigadores proporcionaron un protocolo de micropropagacion que inicia a partir de
yemas axilares de plantas adultas, cultivadas en MS (1962) a 100 %, adicionado con
acido nicotinico (0.5 mg L™), piridoxina (0.5 mg L™), tiamina (0.1 mg L™), mio-inositol
(100 mg L™), glicina (2 mg L™), BA (0.3 mg L™), sacarosa (30 g L™) y bacto-agar (8 g L°
1. La tasa de multiplicacion al usar este protocolo fue desde 3.3 hasta 9 brotes por

explante.

2.7 Germinacién in vitro de lisianthus

En Italia y otros paises como México, el lisianthus presenta varias dificultades
para su introduccién debido a los altos costos de produccién, entre los que destacan el
elevado costo de las plantulas, el prolongado ciclo de produccion y problemas en la
conclusién del ciclo ontogénico que llega a ocurrir en algunas ocasiones (Pérgola et al,
1992), debido principalmente a que no ocurre una germinacion uniforme lo que dificulta

la automatizacion de la produccion de plantulas, aunado a su lento desarrollo (Pérgola
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et al, 1992). En condiciones normales de produccion la germinacion y la emergencia

ocurre en un lapso de 10 a 20 dias (Jiménez, 1990).

La germinacion in vitro de las semillas de lisianthus permite reducir el tiempo de
obtencion de plantulas que estén en condiciones de ser trasplantadas a suelo el
porcentaje de germinacion va de un 98 a 100 %, germinando en los primeros 6 dias a

partir de la siembra (Damiano et al., 1989).

2.8 Mejoramiento genético de plantas

En los programas de mejoramiento es necesario contar con una amplia base
genética garantizando la variabilidad y asi seleccionar los mejores genotipos. En
esencia este programa consiste en tres fases: generar variabilidad genética, seleccién
de genotipos, y evaluacién de los genotipos seleccionados; el cultivo de tejidos, la
induccion de mutaciones y la transformacion genética, son herramientas que ayudan en

la induccién de variabilidad (Novak y Brunner, 1992)

2.9 Mejoramiento genético de lisianthus

Hasta la fecha, el desarrollo de formas vegetales a través de diversas técnicas
como la biotecnologia o la ingenieria genética, no parecen haber afectado a lisianthus
en gran medida con la liberacion de nuevas variedades transformadas. Sin embargo,
parte de este trabajo lo realiza el sector privado y no se puede saber los avances en la
investigaciéon o el estudio en curso. Recientemente, varios investigadores han reportado

la transformacioén de lisianthus mediante ingenieria genética (Deroles et al., 1993;
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Handa y Deroles, 2000). Ha habido un trabajo considerable en la comprension y la
alteracién de color de la flor (Deroles et al., 1995; Ledger et al., 1997; Nielsen et al.,
2002; Schwinn et al, 1997). Ademas, se esta investigando la fragancia asi como,

modificar el tiempo de la floracion (Zacai y Edri, 2002).

2.10 Mutagénesis

El material genético puede sufrir cambios conocidos como mutaciones y pueden
ser espontaneos o por accion de ciertos agentes fisicos y quimicos. Las mutaciones
cambian el genotipo, alterando la secuencia de bases en el ADN. Dependiendo de la
extension del cambio, se produciran mutaciones puntuales o aberraciones
cromosomicas. Existen una gran variedad de agentes fisicos y quimicos que pueden
inducir mutaciones. Las mutaciones inducidas se han utilizado para mejorar cultivos de
importancia mundial tales como el trigo, arroz, cebada, algodén, cacahuate vy frijol, que
son propagados por semilla. Dentro de la industria mundial de las flores, la cual siempre
se a nutrido de la novedad, siempre se ha buscado un medio para ampliar el acervo
genético de la floricultura como insumo en la generacion, de nuevas variedades
comerciales. Este conocimiento se esta aplicando ahora al estudio de una amplia gama
de flores, para proporcionar un medio de seleccion de color que modifiquen estas
especies no solo en color sino en varias de sus caracteristicas fundamentales, (Clark et
al., 2004). Algunas caracteristicas que han recibido atencion incluyen aroma floral,
flores y morfologia de la planta, la senescencia de las flores, tanto en el puesto de

plantas, la cosecha y la resistencia a las enfermedades (Tanaka et al, 2005).
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La idea de provocar mutaciones artificialmente y emplearlas con fines de
mejoramiento genético fue planteada desde hace casi 70 afios y desde entonces se ha
progresado notablemente en este campo. No obstante, un gran namero de autores
recomiendan su aplicacion s6lo como un método complementario de las técnicas
convencionales del mejoramiento genético, el cual mediante la técnica de cultivo in vitro
ha dado la posibilidad de seleccion de diferentes mutantes en los cultivos. Uno de los
avances mas notables de estos sistemas, es el facil tratamiento de grandes poblaciones
de células con agentes modificadores del material genético. La aplicacion de sustancias
mutagénicas a las poblaciones celulares, hacen que aumente la posibilidad de
encontrar mutantes beneficiosos, debido a los cambios provocados en la estructura
celular de las plantas, por las exposiciones de los callos o explantes a los agentes

modificadores (Santana, 1996).

El uso de mutagenos fisicos como las radiaciones ionizantes, los rayos X, rayos
gamma y neutrones o mutadgenos quimicos como el Etil Metano Sulfonato, el Metil
Metano Sulfonato entre otros, que son usados para inducir variacion estan bien
establecidos (Parry et al., 2009). En las plantas propagadas vegetativamente, muchos
de los mutantes se obtuvieron a partir de la irradiacion de sus raices, estaquillas de

tallo, hojas sueltas, y las plantas inactivas.

De acuerdo con la base de datos de la FAO / OIEA, de las 465 plantas mutantes
liberadas por propagacion vegetativa, la mayoria se encuentran entre floricultura y

algunos arboles frutales. Entre los que se encuentran el crisantemo, Alstroemeria, dalia,
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buganvilias, rosas, Achimenes, begonia, clavel, Streptocarpus, y azalea (Ahloowalia y

Maluszynski, 2001).

2.10.1 Agentes mutagénicos

Con la elucidacion de consideraciones teéricas de tipo y dosis de mutageno y la
manera de presentarse las mutaciones genéticas, la mutagénesis se convirti6 de una
excentricidad a una herramienta de mejoramiento. Los primeros intentos para modificar
plantas in vivo, se realizaron con rayos X y ultravioleta reportados por Alberto Pirovano
en Italia en 1922. A la fecha se conocen otros agentes fisicos que inducen mutaciones,
entre los cuales se mencionan rayos gama, neutrones, protones y particulas alfa y beta.
Cuando en un sistema de mejoramiento in vitro se inducen mutaciones se tiene la
posibilidad de encontrar de 10 a 20 veces mas variantes que en un sistema donde se
produce variacion somaclonal espontanea, sin embargo, las condiciones Optimas para

la mutagénesis pueden variar dependiendo de la especie (Gutiérrez et al., 2003).

Se conocen varios productos quimicos que son mutagénicos, clasificandose
segun su modo de accion en:

(I) Andlogos de bases

(I1) Agentes que reaccionan con el DNA

(1) Agentes intercalantes

10
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2.10.2 Agentes quimicos

En afios recientes se ha mostrado un creciente interés en el uso de agentes
quimicos, ya que comparado con los agentes fisicos, son estos en algunas ocasiones
mas capaces de realizar mutaciones aun que generalmente son puntuales. Los agentes
quimicos que se utilizan con mayor frecuencia son: hidroxilamina, agentes quelantes
tales como Etil Metanosulfonato (EMS), N-metil-N'-nitrosoguanidina (NG) y N-etil-N-

nitrosourea, entre otros (Gutiérrez et al., 2003).

2.10.2.1 Analogos de bases
Debido a su similitud estructural los analogos de bases como el 5-Bromouracilo o
la 2-Aminopurina se incorporan en el DNA que se replica en lugar de las bases
correspondientes timina y adenina. Cuando uno de estos analogos de bases se
incorpora en el DNA, la replicacién puede ocurrir normalmente aunque ocasionalmente,
ocurren errores de lectura que resultan en la incorporaciéon de bases erréneas en la

copia de DNA.

2.10.2.2 Agentes que reaccionan con el ADN
Existen una serie de agentes quimicos que reaccionan directamente sobre el
ADN gue no se estéa replicando ocasionando cambios quimicos en las bases, lo que
provoca un apareamiento incorrecto.
Acido nitroso (HNO2). De amina la adenina a hipoxantina y la citosina a uracilo.
Debido a las distintas propiedades de apareamiento de los productos de desaminacion,

producen transiciones.

11
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Hidroxilamina (NH2OH). Reacciona con la citosina donde el grupo amino es
reemplazado por un grupo hidroxilamino. Este derivado de la citosina se aparea con

adenina produciéndose transiciones GC ----> AT.

2.10.2.3 Agentes alquilantes

Otro grupo de productos quimicos que afectan al ADN que no se replica son los
agentes alquilantes, que incluyen el etil metano sulfonato (EMS), metil metano sulfonato
(MMS), dietil sulfato (DES), diepoxi butano (DEB), N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
(NTG), N-metil-N-nitroso urea y gas mostaza. La mutagénesis con agentes alquilantes
se produce a través de varias vias ya que originan la formacion de un espectro
completo de bases alquiladas en el AND lo que origina transiciones y deleciones.

El etil metano sulfonato (EMS) introduce un metilo en la guanina que ya no se
aparea con la citosina provocando la transicién GC ----> AT.

El N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), cancerigeno, es uno de los

mutédgenos quimicos mas efectivos.

2.10.2.4 Agentes intercalantes
Un grupo interesante de sustancias, acridinas y bromuro de etidio, son moléculas
planas que se insertan entre dos pares de bases del ADN, separandolas entre si.
Durante la replicaciéon, esta conformacién anormal puede conducir a microinserciones o

microdeleciones en el ADN, originando mutaciones por corrimiento de lectura.

12
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2.11 Agentes fisicos

En general, el efecto ocasionado es proporcional a la energia absorbida por un
tejido en patrticular, el poder de penetracion varia para cada uno, desde fracciones de
milimetros hasta algunos centimetros. Las mutaciones inducidas por rayos ultravioleta
son terminales y las inducidas por rayos X son intersticiales y asociados con el

rompimiento de cromosomas (Gutiérrez et al., 2003).

2.11.1 Luz ultravioleta

Uno de los agentes mutagénicos mas efectivos es la radiacion ultravioleta de
longitud de onda corta. La longitud de onda efectiva para la mutagénesis esta
comprendida entre los 200 y 300 nm con un éptimo a 254 nm que es la absorcion
méaxima del ADN. La radiacién a longitudes de onda entre 300 y 400 nm tiene menos

efectos letales y mutagénicos que la luz UV de longitud de onda corta.

Los productos mas importantes de la accion de la luz UV son dimeros (timina-
timina; timina-citosina; citosina-citosina) que se forman entre pirimidinas (T, C)
adyacentes, lo que incrementa enormemente la probabilidad de que durante la
replicacion del ADN, la ADN polimerasa inserte un nucleétido incorrecto en tal posicién.
El sol es una fuente poderosa de luz UV, pero una gran cantidad de esta radiacion es

eliminada al atravesar la capa de ozono en la atmésfera.

13
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2.11.2 Radiacion ionizante

La radiacion ionizante es una forma de radiacion mas potente e incluye rayos de
longitud de onda corta como los rayos X, rayos cOsmicos y rayos gamma. Esta
radiacion causa la ionizacion del agua y de otras sustancias; produciéndose
indirectamente efectos mutagénicos debido a esta ionizacion. Entre las potentes
especies quimicas formadas por la radiacion ionizante se encuentran radicales libres,
siendo el mas importante el radical hidroxilo (OH-). Los radicales libres reaccionan en la
célula con macromoléculas, como el ADN, y las inactivan produciendo rupturas que dan
lugar a cambios estructurales importantes como son las mutaciones cromosomales. A
bajas dosis de radiacion ionizante s6lo ocurren unos cuantos impactos sobre el ADN,
pero a mayores dosis ocurren impactos mdultiples que conducen a la muerte de la
célula. Al contrario que la radiacion UV, la radiacion ionizante penetra facilmente el

vidrio y otros materiales.

2.12 Especies florales mutagénicas

Otahola-Gémez et al., (2001) realiz6 un ensayo en crisantemo (Dendranthema
grandiflora (Ram) Tzvelev) para la induccion de mutaciones en el color de las flores se
irradiaron brotes en cultivo in vitro de 3 cm de largo utilizando la fuente de Co®. La
mayor sobrevivencia de los explantes irradiados se obtuvo con la dosis de 1.5 Krad y el
mayor crecimiento con la dosis de 0.5 Krad. La dosis de 2.0 Krad afectd la
sobrevivencia, el numero de hojas/brote y la tasa de crecimiento. Se obtuvieron

mutantes en el color de la flor en todas las dosis de irradiacion utilizadas, sobresaliendo

14
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la dosis de 1,0 Krad (60 % de mutantes) y 0,5 Krad (38.88 % de mutantes), siendo mas

frecuente el color cobre.

15
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CAPITULO Il
[ll. Induccion de mutaciones en Eustoma grandiflorum con Etil metanosulfonato
(EMS)

En proceso de publicacion en la revista Fitotecnia Mexicana

RESUMEN

La industria de flores de corte siempre se ha nutrido por la novedad ya sea en la
forma de la flor, color, aroma y follaje; actualmente representa aproximadamente un
tercio del valor del mercado mundial en la horticultura ornamental. E. grandiflorum
(lisianthus) tiene flores de gran diversidad de colores, formas y tamafios de las flores.
Dicha variacion se logr6 a través de seleccion, proceso que requiere de mucho tiempo,
esfuerzo y gran cantidad de plantas. La aplicacion de mutagenos quimicos como el
EMS aumenta la posibilidad de encontrar mutantes por la exposicion de semillas, callos
o0 explantes debido a que causa cambios al nivel de ADN dando lugar a variabilidad
genética. Las semillas fueron desinfestadas con hipoclorito de sodio al 20 % v/v durante
20 min posteriormente colocadas en cajas petri en solucién de EMS (20 % v/v) y un
testigo de agua destilada estéril por 20 min. Una vez transcurrido este tiempo, los
explantes fueron lavados con agua estéril y colocados en medio nutritivo in vitro. El
porcentaje de germinacién fue mayor en solucién con EMS (76 .6 %) comparado con el
tratamiento testigo (61.0 %). Hojas provenientes de vitroplantas fueron colocadas en
cajas petri con la solucion EMS (10 % v/v) expuestos 20 min, una vez transcurrido ese
tiempo se lavaron con agua estéril y colocadas en medio nutritivo. Los resultados
mostraron que con 10 % de EMS se obtuvo 61.2 % de regeneracion y 22.8 % de

plantulas con fenotipo diferente en pigmentacion, morfologia y desarrollo.
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3.1 INTRODUCCION
La industria global de flores de corte se nutre de la novedad, dando un excedente
de 27 billones de ddlares en ventas anuales al menudeo en EE.UU. (Chandler, 2003).
Las flores de corte representan aproximadamente un tercio del valor del mercado

mundial de la horticultura ornamental.

En los dltimos 13 afios, lisianthus ha sido una especie estudiada ampliamente.
Desde la actividad antioxidante del gen catalasa, asi como, los genes implicados en la
biosintesis de flavonoides y antocianinas durante el desarrollo de sus pétalos y la
afectacion que sufre en el cultivo in vitro debido a las citoquininas, auxinas y carbon
activo, asi como, también la funcién del etanol en la vida de florero y la produccion de
etileno. Por su valor econdmico se han hecho estudios donde, se reportan
modificaciones de rasgos a través de la ingenieria genética para generar resistencia a
enfermedades viroides y patdgenas presentes en el cultivo de invernadero en donde
también ha estudiado el efecto de la luz y el régimen de sombra para el desarrollo de
las flores (Markham et al., 2000; Paek y Hahn, 2000; Harbaugh et al., 2000; Bradley et
al., 2000; Kritzman et al., 2000; Jamal et al., 2001; Zaccai et al., 2001; Zaccai y Edri,
2002; Noda et al., 2004; El-Hamalawi y Stanghellini, 2005; Farokhzad, 2005; Cruz-
Crespo, 2006; Yoshioka et al., 2006; Aranovich et al., 2007; Mumford et al., 2008; Nalim

et al., 2009; Lugassi-Ben-Hamo et al., 2010; Rezaee y Behmanesh, 2013).

A pesar de que lisianthus es un cultivo de reciente introduccion en México se ha
convertido en un cultivo importante por la gran variedad de colores de las flores, sin

embargo los consumidores demandan nuevas variedades.
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Los mutagenos quimicos son importantes en el mejoramiento de plantas, éstos
pueden causar cambios en la estructura de los genes, dando lugar a la variabilidad
genética. (Silva et al., 1998). A lo largo del tiempo muchos investigadores han reportado
el papel que tienen los compuestos mutagénicos quimicos en el aumento de la
variabilidad genética en las plantas superiores (Ricardo y Ando, 1998; Chen, et al.,

2006; Kumar, et al., 2009, Kozgar, et al, 2010; Liu, et al., 2011)

Los compuestos mutagénicos pueden provocar efectos secundarios en la planta
como clorosis, la reduccion de la germinacién, plantas débiles, lo que lleva a la
infertilidad o letalidad incluso parcial o total, disminuyendo la probabilidad de genotipos

mutantes Utiles (Silva, 1998).

Para tener la mayor eficiencia en la induccién de mutaciones, uno de los puntos
importantes es conocer la dosis de letalidad del agente mutagénico, ya que es un
aspecto importante conocer el grado de sensibilidad que tiene el material que se va a

tratar (la especie, los callos, las flores, las vitroplantulas).

La carencia de variedades mexicanas limita las posibilidades de satisfaccion de
las necesidades de productores y consumidores. Por lo anterior el objetivo de este
trabajo es determinar el efecto del EMS como agente inductor de variabilidad, como
paso inicial para generar variedades con mejores valoraciones agronomicas para las

condiciones de México.

18



Yy A4 6)30/?7«/0 /A ﬁ;ae/rb‘e Quiniza, LG Metano cﬁ/fwm&‘o

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Material vegetal. Se usaron tres tipos de material vegetal de E.
grandiflorum (lisianthus) color morado: a) semilla del hibrido F; Giseb, b) segmentos de
tallos de plantas provenientes de un invernadero comercial y c¢) hojas de vitroplantulas

regeneradas a partir de yemas axilares de plantas de la variedad mariachi.
3.2.2 Material quimico. Ethyl methanesulfonate (EMS) SIGMA®

3.2.3 Medios de cultivo. Medio nutritivo de cultivo, medio base (MB), contiene
sales inorganicas del medio Murshige y Skoog (1962) modificado (comunicacion
personal Guillermo Carrillo Castafieda); medio base para semilla (MBS) contiene en
cantidades expresadas por litro de medio, agua de coco 50 mL, sacarosa 30 g, agar
(SIGMA®) 4 g; medio base para yemas y hojas (MBYH), es el medio MBS con 2, 4-
Diclorofenoxiacético (2, 4-D) 0.12 mg y 6-Benzylaminopurina (6 BAP) 1.25 mg; Medio
base para enraizar (MBR), es el medio MBS con acido Indolbutirico (AIB) 1.0 mg. Todos
los medios fueron preparados con agua destilada y desionizada y pH ajustado a 5.8 con
NaOH o HCI 1 N en un potenciémetro Sargent-Welch. Los medios fueron esterilizados
en una autoclave de vapor a 1.05 kg/cm? durante 15 min y vertidos posteriormente en
cajas Petri de plastico de 55 x 15 mm. Para el medio MBS se vertieron 7 mL, mientras
gue los medios restantes se usaron 20 mL por cada frasco de vidrio de 120 mL con

tapa de plastico esterilizados.

3.2.4 Desinfeccion de la semilla. Para la desinfeccion superficial de la semilla

ésta fue colocada en un pedazo de gasa y con una liga se formé una pequefia bolsa
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para sumergirla durante 20 min en una solucién de hipoclorito de sodio al 20 % v/v (6 %
de cloro activo) y BacDyn® 2 mL™ (solucién de plata coloidal estable al 0.32 %). En una
campana de flujo laminar frente a un mechero encendido, la solucién se retir6 para

hacer tres enjuagues con agua destilada esterilizada.

3.2.5 Desinfeccion de las yemas axilares. Segmentos de tallo fueron
enjuagados y lavados con detergente y agua del grifo para colocarlos en un frasco de
vidrio y someterlos a un proceso de desinfeccion superficial, que consistio en
sumergirlos en una solucién de alcohol etilico al 70 % v/v durante 30 segundos,
posteriormente la solucion de alcohol se retir6 para sumergirlas durante 20 min en una
solucién de hipoclorito de sodio al 20 % v/v (6 % de cloro activo) y BacDyn® 2 mL-1
(solucion de plata coloidal estable al 0.32 %). En una campana de flujo laminar frente a
un mechero encendido, la solucion se retird para hacer tres enjuagues con agua

destilada esterilizada.

3.2.6 Concentracion de las soluciones de EMS y tiempos de exposicion de
la semilla. Sobre la semilla desinfectada en una caja Petri de vidrio (55 x 15 mm)
esterilizada se agregdé 1 mL de solucién de EMS de 10, 20 y 30 % v/v preparada con
agua destilada estéril donde la semilla fue conservada durante los tiempos indicados en

el Cuadro 1 para después enjuagarla tres veces con agua destilada estéril.
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Cuadro 1. Concentracion de las soluciones de EMS (v/v) y tiempo (min) de exposicion

de la semilla.
Material biologico Tiempo Concentracion de la solucion de EMS
30 10,20y 30
Semillas
20 10,20y 30

3.2.7 Soluciones de EMS y tiempos de exposicién de segmentos foliares y
segmentos de callo. Segmentos foliares y de callo provenientes de cultivo in vitro (1
cm por 0.5 cm) fueron obtenidos bajo condiciones de asepsia en una campana de flujo
laminar. Los segmentos se colocaron en una caja Petri de vidrio (55 x 15 mm) para

sumergirlos en 1 mL de solucion de EMS durante los tiempos indicados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Concentracion de las soluciones de EMS (% v/v) y tiempo (min) de

exposicion de los segmentos foliares y de callo.

Material biologico Tiempo Concentracién de la solucion de EMS
10 5 7y10
Segmento foliar y callo 20 10,14y 20
30 5,7,10, 20,30y 40
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3.2.8 Determinacion de la dosis letal 50 (DLsgp). Bajo condiciones de asepsia,
en la camara de flujo laminar, la semilla desinfectada fue colocada en cajas Petri de

vidrio estéril (55 x 15 mm) con 1 mL de la solucion de EMS indicada.

Lotes de 100 semillas por tratamiento fueron sumergidas en soluciones de EMS
(concentraciones de 10, 20 y 30 % v/v) y un tratamiento testigo (agua destilada) durante
30 y 20 min en agitacién con la finalidad de garantizar el contacto permanente de la
semilla con la solucion, a 26 °C + 2 °C en la campana de flujo laminar. Al concluir el
tiempo de exposicidon, la semilla se enjuagd tres veces con agua destilada estéril,
posteriormente se colocaron 20 semillas por caja sobre el medio de cultivo. A partir de
siete dias después de la siembra se evalu6 el porcentaje de contaminacion,

germinacion y desarrollo.

De las hojas de vitroplantulas fueron hechos segmentos de 1 cm por 0.5 cm, al
igual que los segmentos de callo en cajas Petri estériles bajo las condiciones de
asepsia en una campana de flujo laminar. Los segmentos se colocaron en una caja
Petri de vidrio (55 x 15 mm) con 1 mL de la solucion de EMS. Después de la exposicion,
los segmentos fueron lavados tres veces con agua destilada estéril y se colocaron en
cajas Petri con medio MBYH para incubarse en un cuarto manteniendo a la temperatura
de 26 °C + 2 °C y humedad relativa 70 — 80 % y 12 horas de luz, 8 de oscuridad. La
capacidad de formacion de callo y regeneracion de brotes fueron evaluados y, cuando
se obtuvieron plantulas, se observaron las diferencias morfolégicas (forma y tamafio de
las hojas, tallos, peciolos y pigmentacion) y fisiologicas (velocidad de desarrollo) para

de este modo identificar posibles mutaciones. Los segmentos de hoja y callo se
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distribuyeron bajo un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones
por dosis, para semillas se utilizo un disefio experimental completamente al azar con
cinco repeticiones, ademas para ambos casos se uso como testigo agua destilada
estéril. Las variables fueron sometidas a un analisis de varianza (ANDEVA) y se utilizo
la prueba de Tukey (p< 0.05) para la comparacion de medias, esto se realizé usando el

paquete estadistico SAS 9.0 (2011).

En la determinacién de la DLso (mortalidad = 20) se tomé en cuenta el porcentaje
de germinacién, asi como, el costo de la semilla, por lo cual se trabajé con una
concentracion que tuviera un buen porcentaje de germinacion, se realizaron ensayos
con 375 explantes (hojas y callos) y 100 semillas, los cuales fueron expuestos a la dosis

y tiempo de la DLsp del agente EMS, bajo las condiciones descritas.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Determinacion del DLsy para semilla. Se observo una reduccion de la
germinacion hasta 49.3 % en la semilla expuesta a 20 % de soluciéon de EMS durante
30 min, comparada con el testigo (cuadro 3). Con este mismo tratamiento el porcentaje
de semillas con desarrollo disminuy6é (61.0) en comparacion con el testigo (81.6).
Respecto a la longitud de la hoja se observo que la plantula mantiene una tendencia
hacia la disminuciéon (mayor solucién - mayor tiempo), la longitud disminuyo 0.30 cm
con la solucion de 30 % durante 30 min respecto al testigo. De acuerdo con los
resultados obtenidos se determind la DLso (+ 20) la cual fue una solucién al 20 %

durante 20 min.

En la respuesta de la semilla tratada con EMS, se observa una reduccion en el
desarrollo de la semilla de 55 % con tiempo de exposicion de 30 min. Con estas
condiciones se demuestra que EMS no solo afectd la germinacion sino también el
desarrollo de las plantulas de E. grandiflorum. Sin embargo Kozgar et al (2010).
Trabajando con semillas del genero Vigna tratadas con diferentes dosis (0.1 a 0.4 %),
observé una mayor variabilidad respecto al rendimiento total de 96.98 %, esto en una
solucion a 0.4 % siendo este superior al resto de los tratamientos. Por lo cual, se puede
concluir que es necesario realizar ensayos para poder determinar una DLsy adecuada

para cada especie.
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Cuadro 3. Respuesta de la semilla, expuesta a las soluciones de EMS diluidas en 1 mL

de agua destilada (v/v) durante los tiempos (min) indicados.

Solucién Contaminacién Germinacion  Semillas con Longitud
Tiempo

(%) (%) (%) desarrollo (%) de hoja
Agua 20 20.0 ab* 84.3 a 81.6 a 0.80 a
10 20 30.0a 546D 46.6 C 0.63 ab
20 20 233c 76.6 a 61.0b 0.73 ab
30 20 11.6 bc 38.0cd 216e 0.71 ab
10 30 15.0b 46.6 bc 32.3d 0.70 ab
20 30 14.3b 35.0d 216e 0.66 ab
30 30 13.3b 38.0cd 26.6 de 0.50b
DMS 10.4 9.7 9.0 0.2

*Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (P < 0.05)

3.3.2 Determinacion de la DL50 en explantes de lisianthus. Como criterio
importante para determinar la DLsy; = 20 fue la sobrevivencia. Se consideraron
Unicamente los explantes que al ser expuestos a las soluciones de EMS no se
contaminaron; sin embargo, la contaminacién jug6é un papel importante tal y como se

indica en el Cuadro 4, que hace referencia a lo ocurrido con los segmentos de hoja.

La mayor contaminacion se observd (100 %) cuando los segmentos foliares se

expusieron a la solucion de 7 % durante 30 min y la menor (0 %) al exponerlos a la

solucion de 0 % durante 10, 20 y 30 min, en relacion con el tratamiento testigo (53.3%)
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que contenia agua destilada estéril (Cuadro 4). Los datos experimentales obtenidos
indican que la contaminacion observada no es causada por las soluciones del
compuesto quimico EMS por si mismo, ya que, con la solucién de menor concentracion
(7 %) se presentd la mayor contaminacion de los explantes y cuando éstos fueron
expuestos a las solucion de 10 % durante los tres tiempo no se presentd contaminacion
y, por lo tanto es posible que la causa de la contaminacién haya sido la condicién

fitosanitaria de las plantas.

El mayor porcentaje de viabilidad (66.6 %) se encontré cuando los explantes
fueron expuestos a la solucién de concentracion 10 % durante un tiempo de 20 min y el
menor (0 %) cuando la concentracién de la solucién fue de 7y 14 % y el tiempo de
exposicion de 30 y 20 min respectivamente. En los explantes expuestos a la solucion de
concentracion 5 % durante un tiempo de 30 min se observo 10 % de viabilidad. En el
tratamiento testigo (agua destilada estéril), la viabilidad alcanzada fue de 71.4 %

(Cuadro 4).

Las condiciones experimentales de los segmentos de callo en la cual
presentaron una sobrevivencia cercana al 50 % del tratamiento testigo (30.0 %) son:
solucion 10 %, 30 min (36.3 %); solucion 7 %, 30 min (30.3 %). Asi mismo fueron dos
las condiciones experimentales en donde la sobrevivencia media + 20 en relacion al
tratamiento testigo se observaron las cuales fueron: solucion 7 %, 20 min (28.5 %);

solucion 10 %, 20 min (20.7 %).
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Cuadro 4. Comportamiento de los segmentos de hoja al exponerlos a las soluciones de EMS cuya concentracion es

expresada en por ciento (v/v) durante los tiempos (minutos) indicados.

Concentracion Tiempo de No. total de  Contaminados > Sobrevivencia
contaminar Mortalidad (%)
de la solucion exposicion segmentos (%) (%)
(%)
0 20 30 16 (53.3) 14 (46.6) 10 (71.4) 4 (28.5)
5 30 30 10 (33.3) 20 (66.6) 2 (10) 18 (90)
7 30 30 30 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
10 30 30 0 (0) 30 (100) 6 (20) 24(80)
10 20 30 0 (0) 30 (100) 22 (66.6) 8 (33.3)
14 20 30 24 (80) 6 (20) 0 (0) 6 (100)
20 20 30 24 (80) 6 (20) 2 (33.3) 4 (66.6)
5 10 30 5 (16.6) 25(83.3) 9 (36) 16 (64)
7 10 30 2 (6.6) 26 (86.6) 3 (11.5) 23 (88.4)
10 10 30 0 (0) 30 (100) 11 (36.6) 19 (63.3)
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El comportamiento que manifestaron los segmentos de callo se capturé en el
Cuadro 5, donde se aprecia que el tratamiento testigo obtuvo un mayor porcentaje de
contaminacion (75.0 %) seguido por los explantes expuestos a la solucion a 5 %
durante 30 min (60.0 %), la menor contaminacién (0.0 %) se presentd en explantes

expuestos en una solucion al 10 % durante los tiempos 10 y 20 min.

Respecto a la variable porcentaje de sobrevivencia se observé que los explantes
de callo expuestos al agua destilada estéril mostraron el mayor porcentaje 60.0 %. En
los segmentos de callo expuestos al compuesto quimico EMS se observé que el mayor
porcentaje de sobrevivencia (36.3 %) estuvo en los segmentos expuestos a la solucién
al 10 % durante 30 min y el menor (0 %) en los explantes expuestos a la solucion al 14
% durante 20 min (Cuadro 5). Las condiciones experimentales en las que los
segmentos foliares presentaron una sobrevivencia cercana al 50 % (ordenados de
mayor a menos son: solucion 10 %, 10 min (36.6 %); solucién 5 %, 10 min (36.0 %);
solucion 20 %, 20 min (33.3 %). Se tomo en consideracion la DLsp £ 20 obtenida en los

segmentos de hoja expuestos en la solucion al 10 % durante 20 min (66.6 %)

Nuevamente observamos que el compuesto quimico como tal no es factor de
contaminacion, sin embargo, se noté que los segmentos de callo que sobrevivieron
después de 15 dias de cultivo se necrosaron. Por tal motivo inicamente se utilizaron los

segmentos de hoja para el desarrollo del trabajo.

En primer lugar es preferible seleccionar mutantes que sean afectados

preferentemente en un solo gen o, en el menor numero de genes posible para que
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estas plantas mutantes sean funcionales (a mayor dosis o tiempo, mayor namero de
eventos mutacionales por célula y por tanto mayor letalidad y anormalidades en la
planta) y en segundo término tomando en cuenta los costos, disponibilidad de la semilla
asi como el compuesto quimico EMS, se determind considerar unas dosis que
permitiera altos porcentajes de sobrevivencia. En consecuencia, la dosis a la que fueron
sometidas las semillas asi como los explantes fue a la solucion de EMS de 10 %
durante 20 minutos. En estas condiciones se logré obtener 67 % de sobrevivencia en

los explantes foliares (Cuadro 4)
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Cuadro 5. Comportamiento de los segmentos de callo al exponerlos a las soluciones de EMS cuya concentracion es

expresada en por ciento (v/v) durante los tiempos (minutos) indicados.

Concentracion de Tiempo de No. total de  Contaminados Sm_ Sobrevivencia Mortalidad
contaminar
la solucién exposicion segmentos (%) (%) (%)
(%)

0 20 20 15 (75) 5 (25) 3 (60) 2 (40)
5 30 20 12 (60) 8 (40) 2 (25) 6 (75)
7 30 20 5 (25) 15 (75) 5 (33.3) 10 (66.6)
10 30 20 9 (45) 11 (55) 4 (36.3) 7 (63.6)
10 20 20 0 (0) 20 (100) 4 (20) 16 (80)
14 20 20 4 (20) 16 (80) 0 (0) 16 (100)
20 20 20 7 (35) 13 (65) 1(7.7) 12 (92.3)
5 10 20 2 (10) 18 (90) 3 (16.6) 15 (83.3)
7 10 20 6 (30) 14 (70) 4 (28.5) 10 (71.4)
10 10 20 0 (0) 20 (100) 2 (10) 18 (90)
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3.3.3 Desarrollo de los segmentos de hoja expuestos a las soluciones de

EMS.

1.- Regeneracion de callos. Los segmentos de hoja al ser expuestos a las
soluciones de EMS mostraron una ligera variacion en la respuesta a la formacion de
callo. Los segmentos expuesto a las soluciones al 10 % durante 20 min generaron en
promedio el mayor numero de callos (5.0) y en las condiciones de 5 %, 30 min; 10 %,
30 min; y 7 %, 10 min el menor nimero de callos (3.0) mientras que en el tratamiento
testigo fue un promedio de 4.0 (agua destilada esterilizada). En relacion a la variable
diametro de callo se encontré mayor variacion que en la variable anterior ya que en la
solucion 5 % durante 30 min se obtuvo el mayor diametro (1.7 cm) y el menor en la
solucién 5 % durante 10 min (0.9 cm), en el tratamiento testigo el diAmetro promedio fue
de 1.53 cm (Cuadro 6). Svetleva (2005) en frijol comun obtuvo resultados similares con
un mayor efecto en el crecimiento de callo (0.60 g) expuesto en la solucién 2.5 102 M
durante 30 min, y un efecto inhibitorio durante 60 y 90 min (0.24 y 0.19 ¢

respectivamente), esta tendencia encontrada se expreso en el primer subcultivo.

2.- Regeneracion de brotes. A partir de los callos obtenidos se determino su
capacidad de regeneracion de brotes. El mayor porcentaje de explantes que generaron
brotes fueron los que se expusieron a la solucion de 10 % durante 10 min y 10 %
durante 20 min (85.6 y 85.0 % respectivamente) y el menor se encontr0 en los
expuestos a la solucion 5 % durante 20 min (60.0 %). En el testigo se observo el mayor

porcentaje de regeneracion (95.3 %) (Cuadro 6).
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3.- Variabilidad fenotipica. Las plantulas regeneradas de los callos mostraron
variaciones en relacion a las regeneradas de los callos testigo. Los resultados
observados fueron los siguientes: en la solucién al 10 %, 30 min, 18.3 % de las
plantulas fueron diferentes al fenotipo silvestre, en la solucion al 10 %, 20 min (15.0 %)
y el menor porcentaje de plantulas diferentes (5.5 %) se encontré en las plantulas
regeneradas en la solucion 5 % durante 20 min (Cuadro 6). Jin, et al., (2005) al exponer
callos de trigo a una solucién al 20 % durante 4 h observaron un 5.8 % de plantulas
diferentes. A pesar de que son especies diferentes, puede apreciarse que estos autores
han utilizado concentraciones muy altas y tiempos de exposicion muy prolongados para
obtener resultados relativamente poco satisfactorios, sin embargo la diferencia entre
especies puede ser un factor por el cual existe esta diferencia en el grado de

susceptibilidad.
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Cuadro 6. Efecto en el desarrollo de explantes de hoja expuestos a las soluciones de

EMS (%) y tiempos (min) de exposicion indicados.

NUm. Porcentaje de
Diametro Porcentaje de
Solucion promedio de explantes con
Tiempo promedio de  explantes con
(%) callos por fenotipo
callo (cm) brotes
caja diferente**
0 20 4.0 ab* 1.33 abc 95.3 a 00 b
5 30 30 b 1.71a 82.5a 15.0 ab
10 30 30 b 1.59 ab 79.3 a 18.3a
5 20 35 b 1.21 abc 60.0 a 5.5ab
7 20 4.0 ab 1.32 abc 65.0 a 8.5ab
10 20 50a 1.10 abc 85.0a 15.0 ab
5 10 4.3 a 0.90 c 83.3a 16.6 ab
7 10 30 b 1.37 abc 66.6 a 10.0 ab
10 10 4.0 ab 1.06 bc 85.6 a 6.66 ab
DMS 1.45 0.65 61.0 18.7

*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05) (* = P < 0.05)

** Evaluacion visual durante la fase de propagacion in vitro.

3.3.4 Tasa de mutacion obtenida en las plantulas regeneradas. El resultado
gue se obtuvo al exponer un total de 87 segmentos de hoja que previamente fueron
expuestos a las soluciones de EMS (5, 7 y 10 %) fue la regeneracion de 270
vitroplantulas de las cuales 75 presentaron caracteristicas diferentes al tipo silvestre.

Estas 75 plantulas mostraron diferencias fenotipicas a nivel foliar (pigmentacion y
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morfologia) y de desarrollo in vitro, como se indica en los Cuadros 7 (pigmentacion), 8

(morfologia) y 9 (desarrollo).
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Cuadro 7. Plantulas regeneradas con variaciones de la pigmentacion de las hojas y su tasa de mutacion.

Plantulas
No. total
Vitroplantulas  regeneradas con Tasade Tasa de
de Caracteristicas de la pigmentacion
regeneradas pigmentacién mutacion® mutacion
explantes
diferente
Coloracion verde obscuro nervadura
0.0296
central verde claro (8 plantula)
Coloracion verde claro mate
0.0259
(7 plantulas)
Coloracion verde obscuro brillante
87 270 23 0.0851 0.0222
(6 plantula)
Coloracion variegado obscuro (70 %),
0.0037
claro (30 %) (1plantula)
Alvina (1 plantula) 0.0037

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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Cuadro 8. Plantulas regeneradas con variaciones de la morfologia de las hojas y su tasa de mutacion.

Plantulas
No. total
Vitroplantulas regeneradas con Tasa de Caracteristicas de la morfologia Tasa de
de
regeneradas morfologia mutacion?® de la hoja mutacion
explantes
diferente
Hoja ancha, nervadura hundida (8) 0.0037
Hoja larga, nervadura normal (6) 0.0222
135 270 31 0.1148
Hoja ancha, nervadura saltada (1) 0.0037
Hoja ancha, nervadura normal (16) 0.0592

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.

36



Capitals (11, Apente Quinivo, Ll Metars Sulfonats

Cuadro 9. Plantulas regeneradas con variaciones en el desarrollo y su tasa de mutacion.

Plantulas regeneradas

No. total de Vitroplantulas Tasa de Caracteristicas del Tasa de
con desarrollo
explantes regeneradas mutacion® desarrollo mutacion
diferente
Desarrollo compacto (3) 0.0111
Desarrollo erecto, hojas
0.0185
erectas (5)
Desarrollo erecto, hojas
erectas (nervadura 0.0333
135 270 21 0.0777 hundida) (9)
Desarrollo erecto, hojas
erectas (pigmentacion 0.0074
clara) (2)
Desarrollo pequefio, hojas
0.0074

pequefias (2)

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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De las 75 plantulas regeneradas que presentaban caracteristicas diferentes al
fenotipo silvestre se observo que 31 plantulas tenian morfologia diferente en la hoja de
las cuales 16 con hoja ancha y nervadura normal, solo 1 con hojas anchas y la
nervadura soldada (Cuadro 8). Diferencia en la pigmentacion foliar (23 plantulas), 8
plantulas con coloracion verde obscuro y nervadura central verde claro, 1 plantula con
hojas variegadas y 1 plantula con pigmentacion albina (Cuadro 7). En desarrollo
diferente 21 plantulas, 9 plantulas presentaban un desarrollo erecto al igual que sus
hojas y nervadura hundida y s6lo 2 mostraban al igual un desarrollo erecto y al igual

gue las hojas y con pigmentacion verde claro (Cuadro 9).

3.3.5 Determinacién de color en las plantulas con diferencia en la
pigmentacion foliar. La determinacién del color de las plantulas se hizo en primera
instancia de manera visual y una vez identificadas las plantulas con caracteristicas
diferentes se determind la coloracion de acuerdo al catalogo de color para tejidos

vegetales de Munsell (2011) (Cuadro 10).

3.3.6 Tasa de mutacion de semillas tratadas en la solucion de EMS. De las
480 semillas tratadas en la soluciéon al 20 % durante 20 min, se obtuvieron 260
plantulas de las cuales 12 presentaron un fenotipo diferente en la pigmentacion y 6

desarrollo mas lento que el testigo (Cuadro 11).
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Cuadro 10. Determinacion de la pigmentaciéon en la lamina foliar de vitroplantulas

mutantes expuestas al agente quimico EMS de acuerdo con las cartas de color

de Munsell.
Organo Color Clave (RYGB)
5GY 7/8, 6/6
Verde claro
2.5 GY 8/4, 8/6
7.5G6/2,7/2
7.5 GY 5/6
Hoja Verde obscuro
5BG 7/2
2.5B 6/2
Variegado 7.5 GY 6/10 més 8/8
Alvina 2.5 GY 8/12

Cuadro 11. Plantulas regeneradas con variaciones de la pigmentacion de las hojas y el

desarrollo en la plantula y su tasa de mutacion.

No. total No. de No. de
Tasade  Caracteristicas
de plantulas plantulas Fenotipo
mutaciéon®  del fenotipo
semillas desarrolladas diferentes
Hojas color
12 Pigmentacion 0.0461
verde claro
480 260
Entrenudos
6 Desarrollo 0.0230
cortos

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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De las 260 plantulas desarrolladas de semilla se encontraron 12 plantulas con
una pigmentacion foliar verde claro (5 GY 7/8, Munsell) y 6 plantulas mostraron un

desarrollo de entrenudos mas cortos que el fenotipo silvestre (Cuadro 11).

3.3.7 Desarrollo de los segmentos de hoja expuestos al EMS. A partir de
1125 segmentos de hoja que fueron expuestos a la solucién 10 % durante 20 min, 341
sobrevivieron (30.31 %), 181 se contaminaron (16.0 %) y 603 no mostraron desarrollo
(53.6 %). De los 341 segmentos sobrevivientes 80 regeneraron callo (23.4 %) y 261 no
mostraron regeneracion (76.5 %). El promedio de brotes por callo fue de 82.1 % de los
cuales 36.3 % tuvieron un fenotipo diferente en la pigmentacion, morfologia y desarrollo

al fenotipo silvestre (Cuadro 12).

Cuadro 12. Efecto mostrado en el desarrollo de los segmentos de hoja después de ser

expuestos en la solucién 10 % de EMS durante 20 min.

Numero Diametro Porcentaje de Porcentaje de
promedio de promedio de explantes que explantes con
callo por caja callo (cm) regeneraron brote fenotipo diferente**

5.2 1.6 82.1 36.3

** Evaluacion visual durante la fase in vitro.

Luan et al (2007) al exponer segmentos de hoja de patata dulce (Ipomoea
batatas L.) en la solucion 0.5 % durante 2 y 2,5 horas lograron regenerar 30 y 32 % de
callos viables. En segmentos de hoja de Lisianthus expuesto en la solucion 10 %

durante 20 min se encontr0 un porcentaje superior de callos viables (82.1 %). Sin
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embargo el grado de susceptibilidad puede variar debido probablemente a la especie

con la que se trabaja asi como el tiempo de exposicion al que se somete.

3.3.8 Tasa de mutacién de las plantulas regeneradas de segmentos de hoja
previamente tratados con la solucion de EMS. De los 80 segmentos de hoja se logro
la regeneracion de 114 plantulas 45 presentaron caracteristicas diferentes a las del
fenotipo silvestre, en relacion a la pigmentacion de las hojas (Cuadro 13), morfologia

(Cuadro 14) y al desarrollo de las plantulas (Cuadro 15).
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Cuadro 13. Plantulas regeneradas con variaciones en la pigmentacion foliar y su tasa de mutacion al ser expuestas en la

solucién al 10 % durante 20 min.

Plantulas regeneradas
No. total de  Brotes con Tasa de Caracteristicas de la Tasa de
con pigmentacion
explantes explantes mutacion® pigmentacion foliar mutacion
diferente

Coloracion variegado; obscuro
0.0454
(10 %), claro (90 %) (1)
1125 114 22 0.1929

Coloracion verde obscuro (21) 0.1842

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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Cuadro 14. Plantulas regeneradas con variaciones en la morfologia y su tasa de mutacion al ser expuestas en la solucion

al 10 % durante 20 min.

No. total de Brotes con Regeneracién de plantulas Tasa de Caracteristicas de la Tasade

explantes regeneraciéon  con diferencia morfolégica mutacién® morfologia de la hoja mutacion

Hoja ancha nervadura
1125 114 7 0.0614 0.0438
normal (5)

Hoja larga, nervadura
0.0175
normal (2)

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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Cuadro 15. Plantulas regeneradas con variaciones en el desarrollo y su tasa de mutacion al ser expuestas en la solucién

al 10 % durante 20 min.

Regeneracion de
No. total de Brotes con Tasa de Caracteristicas del Tasa de
plantulas con
explantes regeneracion mutacion® desarrollo mutacion
desarrollo diferente

Desarrollo pequefio, hojas
0.0350
pequefias (4)
1125 114 16 0.1403
Desarrollo erecto, hojas
0.1052
erectas (12)

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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De las 45 vitroplantulas seleccionadas con diferencias fenotipicas el mayor
namero de mutantes estuvo en la pigmentacion (22 plantulas) de las cuales 21 tenian
una coloracion verde obscuro y solo 1 con hojas variegadas (Cuadro 13). De las
plantulas con desarrollo diferente (16 plantulas) 12 muestran un desarrollo erecto en su
estructura y hojas, 4 con desarrollo pequefio en las hojas y estructura (Cuadro 15). El
menor namero (7 plantulas) de mutantes con morfologia diferente fueron de hojas
anchas y nervadura normal (5 plantulas) y 2 plantulas con hojas largas y nervadura

normal (Cuadro 14).

3.3.9 Determinacion de color en plantulas mutantes con fenotipo de
pigmentacion foliar. La determinacion se realiz6 en dos etapas: la primera etapa fue
seleccionando las plantulas con color diferente al testigo de forma visual y en la
segunda se determind la coloracion con la ayuda del catalogo de color para tejidos

vegetales de Munsell (2011) (Cuadro 16).

Cuadro 16. Determinacion de la pigmentacién en la lamina foliar de vitroplantulas

mutantes expuestas al agente quimico EMS de acuerdo con las cartas de color

de Munsell.
Organo Color Clave (RYGB)
Verde obscuro 25G5/2
Hoja
Variegado 5 GY 5/10 méas 2.5 GY 8/8
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Figura 1. Plantulas mutantes desarrolladas de semillas expuestas a la solucion 20 %

EMS durante 20 min; A) Testigo, B) Desarrollo, C y D) Pigmentacién

Figura 2. Fenotipo de las vitroplantulas mutantes con las diferentes dosis de EMS: A)
Testigo, B) Hoja ancha nervadura abultada, C) Hoja ancha de nervadura
soldada, D) Pigmentacion verde claro, E) Hojas largas, F) Hojas anchas, G)

Pigmentacién variegado y H) Fenotipo erecto.
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Figura 3. Fenotipo de las vitroplantulas mutantes expuestas en la solucion 10 %, 20

min, A) Testigo, B) Hoja pequefias, C) Pigmentacion variegado, D) Desarrollo

pequefio, E) Desarrollo erecto hojas erectas, F) Hojas largas y G) Hoja ancha.

3.4 CONCLUSIONES
Las semillas expuestas en la solucién 20 % durante 20 min favorecié el desarrollo de

plantas con pigmentacion verde claro

En base a los resultados obtenidos, la imbibicion de segmentos de hoja en EMS es el

mejor medio para la regeneracion de plantulas de lisianthus. El nimero de callos se vio

favorecido en la solucion 10 % durante 20 min. La morfologia de las vitroplantulas de
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manera general se vio modificada en el tamafio de hojas (anchas y largas) la coloracion
principal fue verde obscuro y en menor proporcion el desarrollo compacto en la

arquitectura de planta.
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CAPITULO IV
IV. Induccién de mutantes en Eustoma grandiflorum con radiacién gamma Co®°

En proceso de publicacion en la revista Agrociencia

RESUMEN

Eustoma grandiflorum (lisianthus), es una novedad en la floricultura, donde los
fitomejoradores deben innovar debido a las exigencias de los consumidores en los
aspectos fenotipicos de las flores y la vida en florero. Los cambios se logran por
mejoramiento genético clasico o a través de mutaciones inducidas. Agentes
mutagénicos fisicos como la radiaciéon gamma de Co®° se ha enfocado principalmente a
cultivos como cereales (1072 variedades), y con una importante contribucion en el
mejoramiento de ornamentales (552 variedades), que son plantas Optimas para ser
mejoradas mediante esta técnica. El objetivo de este estudio fue inducir mutaciones en
E. grandiflorum irradiando semillas con dosis de 50 a 500 Gy e intervalos de 50 entre
tratamientos y un testigo sin irradiar. Las semillas irradiadas fueron sembradas en cajas
petri in vitro; los efectos se manifestaron en la germinacion y desarrollo de las plantulas
de acuerdo con la dosis de radiacion expuesta. Se observo la radioestimulacion en las
dosis de 50 y 100 Gy, la cual propicié un aumentd de 20 % en la germinacién sobre el
testigo. El intervalo de dosis de 150 a 450 Gy, favorecio una reduccion de 10 % en la
germinacion y la letalidad total se manifestd en 500 Gy. Las vitroplantulas, provenientes
de yemas axilares, fueron expuestas a la radiacion con dosis de 0.5 - 100 Gy y

posteriormente fueron colocadas en medio nutritivo. La dosis de 36 Gy mostro efectos
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benéficos en la regeneracion a partir de callo y brote, en tanto que las dosis de 2, 2.5y

3 Gy tuvieron un efecto promotor de la capacidad regenerativa de brotes.

4.1 INTRODUCCION
E. grandiflorum tiene gran demanda en los mercados floricolas como flor de corte
y planta para maceta (Harbaugh, 2006), y se ubica entre los 10 principales cultivos de
flor para corte en Europa y Asia, con mas de 200 cultivares de flores vistosas y de larga
vida postcosecha, producidas principalmente en Japén, Holanda, Italia, Francia y EE.

UU. (Harbaugh et al., 2000).

El costo en el mercado de un ramillete de 10 tallos largos en EE.UU. oscila entre
85y 131 pesos y en México entre 80 y 120 pesos (SNIIM, 2007). Este precio aumenta
en las variedades con nuevos fenotipos (formas y colores) debido al pago de regalias,

lo que reduce las ganancias de los productores de esta flor en México.

La mutagénesis es una herramienta importante en el mejoramiento de los
cultivos libre de las restricciones reglamentarias impuestas a los organismos
genéticamente modificados (Parry et al., 2009). En varios paises la aplicacion de rayos
X 0 gamma a las semillas, constituye el incremento del rendimiento y la calidad de las

cosechas (Vasilevski, 2003).

De acuerdo con la base de datos de la FAO/OIEA, de los 465 cultivares liberados

de propagacion vegetativa, la mayoria se encuentra en la floricultura y pocos en arboles
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frutales. En plantas ornamentales como el crisantemo Dendranthema grandiflora se
generaron plantas mutantes con flores color cobre (Otahola-Gomez et al., 2001) y en
Torenia fourmieri encontraron diferencias en la arquitectura de la planta (Jala, 2011).
Dentro de estas especies estdn Alstromeria, dalia, buganvilia, rosas, Achimenes,

begonia, clavel, Streptocarpus y azalea (Ahloowalia et al., 2001).

Para iniciar una investigacion sobre mutagénesis es imprescindible determinar
las dosis de radiacion que inducen mayor variabilidad y asi se ha definido la
radiosensibilidad de los tejidos vegetales por la exposicion a diferentes intensidades
(Iglesias-Andreu et al., 2010; Estrada-Basaldua et al., 2011). La reaccion de un tipo de
célula dependera de las condiciones fisioldgicas, el tiempo de irradiacion y las

condiciones pre y post irradiacion (Tulmann, 1997).

Con la utilizaciéon de la radiacibn se ha podido obtener una estimulacién o
inhibicion en los tejidos irradiados de diversas especies como se ha reportado en soya
(De la Fé et al., 2000), no obstante para el empleo exitoso de la radioestimulacion, es
necesario un estudio previo de las variedades a emplear para determinar el rango de
dosis que produzca una estimulacion (Ramirez et al., 2006), por lo cual el presente
estudio tuvo como objetivo determina la dosis de radiacién gamma Co® adecuada para
inducir mutaciones en plantas provenientes de semillas y vitroplantulas de E.
grandiflorum con el fin de establecer la curva de radiosensibilidad en semillas eh inducir

mutaciones en vitroplantulas.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Material vegetal. Se emplearon tres tipo de material de E. grandiflorum
(lisianthus) color morado: 1) semillas del hibrido F; Giseb, 2) secciones de tallo
provenientes de plantas producidas en un invernadero comercial y 3) hojas de

vitroplantulas regeneradas a partir de yemas axilares de las plantas adultas.

4.2.2 Medios de Cultivo. Se usaron tres medios de cultivo distintos, a) Medio
base (MB), con las sales inorganicas del medio Murashige y Skoog (1962) modificado
(comunicacién personal Guillermo Carrillo Castafieda) agua de coco (50 m L™,
sacarosa (30 g L), agar (SIGMA) (6 g L™); b) Medio MBYH, constituido por el medio
MB con 0.12 mg L™ de 2, 4-Diclorofenoxiacético (2, 4-D) y 1.25 mg L* de 6-
Benzylaminopurina (6 BAP); y ¢) Medio MBR, conformado por el medio MB con 1.0 mg
L™ de &cido Indolbutirico (AIB). Todos los medio se prepararon con agua destilada y
desionizada y el pH se ajustado a 5.8 con NaOH o HCI 1 N con un potenciometro marca
Sargent-Welch. Los tres medios se esterilizaron en matraces en una autoclave de vapor
a 1.05 kg-cm? de presién durante 15 min. El medio MBS se sirvi6 en cajas Petri de
plastico de 55 x 15 mm a razén de 7 mL de medio por caja; de los medios MBYH y
MBR se sirvieron 20 mL de medio en frascos Gerber de vidrio con capacidad de 122 a

124 mL con tapa de plastico previamente esterilizados.

4.2.3 Desinfeccion de las yemas axilares. Los segmentos de tallo se lavaron
con detergente y agua del grifo y se sumergieron en una solucién de alcohol etilico al
70 % v/v durante 30 segundos, posteriormente la solucion de alcohol se retiré para un

procedimiento de desinfeccion en una solucién de hipoclorito de sodio al 20 % v/v (6 %
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de cloro activo) y BacDyn® 2 mL™ (Solucién de plata coloidal estable al 0.32 %). En la
campana de flujo laminar, la solucion desinfectante se retird para hacer tres enjuagues

con agua destilada esterilizada.

4.2.4 Acondicionamiento del material vegetal antes de la irradiacion. Lotes
de 25 semillas se colocaron en sobres de papel albanene etiqguetados de acuerdo a la
dosis correspondiente. Veinte dias después de la siembra de las yemas axilares, se
tomaron secciones de hoja de 1 cm de largo y 0.5 cm de ancho y callos de 1 cm de
diametro y se cultivaron en cajas petri con medio MBYH durante 20 dias; una semana
antes de la irradiacion las vitroplantulas (secciones de hoja y callos) se subcultivaron a

medio MBS, con el fin de darle tiempo a los tejidos de recuperarse del dafio por el corte.

4.2.5 Irradiacion del material vegetal. Se establecieron seis ensayos; un esayo
con semillas y cinco con vitroplantulas y segmentos foliares y callos. La semilla se
irradi6 en un irradiador gamma de Co® LGI-01 marca Transelektro; las vitroplantulas y

. . . . . 60
segmentos de hoja se irradiaron con un irradiador gamma de Co” Gammacell 220, en
las instalaciones del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares. Las dosis de
irradiacion se determinaron con base en la literatura consultada y la experiencia del

investigador (comunicacion personal Eulogio de la Cruz Torres) (Cuadro 17).

57



D Capitals (V. Apente Fiisizs, Radlaciin Gamma

Cuadro 17. Dosis de irradiacién con rayos gamma (Co®®) para material vegetal de E.

grandiflorum.

Material Vegetal NUum. de Experimento Dosis (Gy)

0, 50, 100, 150, 200, 250,

Semillas 1
300, 350, 400, 450, 500
2 05,1,15,2,25,3
3 1,2,3,4,5,6
Vitroplantulas, segmentos
4 7,8,9,10, 11, 12
foliares y de callo
5 15, 18, 20, 24, 27, 30
6 36, 40, 45, 50, 55, 60, 100

4.2.6 Cultivo in vitro del material irradiado. Después de la irradiacion, el
material vegetal se traslad6 al laboratorio de Genética Molecular dentro del Colegio de
Postgraduados, campus Montecillo. Donde la semilla peletizada se colocé en una
pequefia bolsa de gasa y durante 20 min en una solucién de hipoclorito de sodio al 20
% viv (6 % de cloro activo) y BacDyn® 2 mL™ (Solucién de plata coloidal estable al 0.32
%). En la campana de flujo laminar, la solucion desinfectante se retird para hacer tres
enjuagues con agua destilada esterilizada. La semilla fue desinfectada con el
procedimiento antes descrito. Posteriormente se cultivaron en medio MBS. Segmentos
foliares y de callo al igual que vitroplantulas, fueron cambiados a medio MBYH fresco,
para evitar posibles efectos de desnaturalizaciéon del medio por efecto de la irradiacion.
Durante todo el estudio, los cultivo se incubaron a 26 + 2 °C y humedad relativa 70 — 80

% y 16 horas de luz, 8 de oscuridad.
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4.2.7 Laradiosensibilidad de la semilla. La radiosensibilidad se evalu6 a través
del porcentaje de semillas germinadas en cada una de las dosis de irradiacién para
determinar la DLsp. Se hicieron conteos a los 7, 14 y 21 dias sobre la germinacion, se
calcularon los porcentajes y se compararon con el tratamiento testigo (sin irradiar).

Se consideraron tres regiones de radiosencibilidad y una de letalidad:
Region de radioestimulacion: valor mayor o igual al control; |

Region de transicion: valor menor al control y mayor que la DLsg; Il
Region de radioinhibicién: valor por debajo de la DLsg; 1l

Region de letalidad.

4.2.8 Radiosensibilidad de vitroplantulas, callos y secciones de hoja. A los 30
dias después de la irradiacion se tomaron el porcentaje de sobrevivencia, regeneracion
de callo, diametro de callo y regeneracién de brotes. Durante la investigacion, se
hicieron observaciones visuales sobre el fenotipo tomando en cuenta la apariencia,
tamafo, pigmentacion y morfologia de las vitroplantulas. Las diferentes al testigo se
subcultivaron en el medio MBR de manera individual para observar si conservaban las
caracteristicas después de la regeneracion. Los segmentos de hoja y callo se
distribuyeron bajo un disefio experimental completamente al azar con cinco repeticiones
por dosis, para semillas se utilizo un disefio experimental completamente al azar con
cinco repeticiones, ademas para ambos casos se uso como testigo material sin irradiar.
Las variables fueron sometidas a un analisis de varianza (ANDEVA) y se utilizo la
prueba de Tukey (p< 0.05) para la comparacion de medias, esto se realiz6 usando el

paquete estadistico SAS 9.0 (2011).
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4.2.9 Determinacion de la tasa de mutacion. La tasa de mutacion se evallo de
acuerdo al numero de plantulas mutantes entre el numero total de plantulas

desarrolladas.

4.2.10 Determinacion de color en plantulas mutantes en la pigmentacion
foliar. La determinacion se realizo en dos etapas: la primera etapa fue seleccionaron
las plantulas con color diferente al testigo de forma visual y en la segunda se determiné
la coloracién con la ayuda del catadlogo de color para tejidos vegetales de Munsell

(2011).
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Determinacién de la DLsy en semillas irradiadas (Co®). A los 5 dias
después de la siembra (DDS), el tratamiento testigo tenia un porcentaje de germinacion
superior (10 %) a los demas, sin embargo, este porcentaje a los 10 dias se observé 30
% debajo de las semillas irradiadas con 50y 100 Gy (64 y 70 %, respectivamente). Esta
diferencia se mantuvo contaste durante el tiempo de evaluacion. La semilla irradiada

con 150 Gy germino 4 % menos que el tratamiento testigo (Figura 4).

La dosis de irradiacién aplicada tuvo un efecto notable en el porcentaje de
germinacion, al momento de la evaluaciéon a los 5, 10, 15 y 30 DDS, las semillas
irradiadas con dosis de 50 y 100 Gy incrementaron 20 % su germinacion comparado
con el tratamiento testigo, mientras que dosis superiores a 100 Gy mostraron un efecto
inhibidor de 52 % en la germinacion. En las semillas irradiadas con 500 Gy no se

observaron indicios de germinacion.

Las semillas irradiadas con las dosis de 150 a 450 Gy mostraron hasta un 2 % de
germinacion inferior al tratamiento testigo (55 %). De acuerdo a los datos obtenidos se
determind que la DLso = 20 se ubica entre los 100 a 125 Gy para el caso de semillas de

lisianthus.
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Figura 4. Incremento y/o reduccién de la germinacién ha los 5, 10, 15 y 30 dias

después de haberse realizado la siembra.

4.3.2 Efecto en la fisiologia de la semilla irradiada. Las dosis de 50 y 100 Gy

tuvieron un efecto estimulador en la germinacion (64

y 70 %, respectivamente) y se

agruparon en el area radioestimulante ya que fue superior al tratamiento testigo con 55

% de semillas germinadas. Las semillas tratadas con dosis de 150 Gy (38 %)

mantuvieron un porcentaje de germinacion menor que el tratamiento testigo pero no

mayor a la DLso (100 a 125 Gy) por lo cual se ubicaron en una region de transicion.
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Conforme se aumentd la dosis de radiacion, la germinacion disminuyd, hasta llegar a
una region inhibitoria con las dosis de 200 a 450 Gy se alcanzé la letalidad en la dosis

de 500 Gy (Cuadro 18 y Figura 5).

Cuadro 18. Agrupamiento de semillas de E. grandiflorum segun su efecto causado por

la irradiacién con rayos gamma (Co®) en la germinacion.

Agrupamiento Dosis (Gy) Germinacion (%) Desarrollo (%)
Testigo 0 55.0 a* 34.7 a
50 64.0 a 15.0 bc
Radioestimulacion
100 70.0a 24.0 ab
Transicion 150 38.0 ab 13.5 bc
200 11.0 bc 9.0 bc
250 14.0 bc 9.0 bc
300 7.00 bc 4.0 c
Radioinhibicién
350 14.0 bc 6.0 c
400 400 c 2.0 c
450 3.00 c 1.0 c
Letalidad 500 0.00 c¢ 0.0 c
DMS 32.4 16.7

*Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (P < 0.05)
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Figura 5. Agrupamiento obtenido por el efecto ocasionado por la radiacion gamma

(Co®) en la germinacién de semillas de E. grandiflorum.

Estos valores indican que las semillas de lisianthus tienen una tolerancia baja en
comparacién con las de otras especies como la soya, que presentan un efecto
radioestimulante con dosis de 280 Gy y un efecto inhibidor a partir de 480 Gy (De la Fé
, 2000). En jitomate (Lycopersicon esculentum Mill) el porcentaje de germinacion
comienza a disminuir a partir de dosis de 500 Gy y en el rango de 100 a 400 Gy
mantiene 100 % su poder germinativo (Ramirez et al., 2006); en esta especie no

observaron efectos de raioestimulacion a dosis bajas como sucedio en lisianthus.
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Con respecto al efecto de la radiacion en funcion de la especie, variedad, tipo de
propagulo y ontogenia del tejido entre otros factores, se tiene datos concerniente a la
irradiacion en semillas de Abies religiosa (Kunth) Schitd, et Cham, en el que se observé
una tasa de germinacion con efecto radioinhibitorio en la dosis de 20 Gy, y de
radioestimulacién en la dosis de 5 Gy (lglesias-Andreu et al., 2010). Estos resultados
hacen evidente la necesidad que se tiene de hacer pruebas dosimétricas previas para
una especie, variedad y propagulo en particular para estandarizar un protocolo de
irradiacion y asi obtener el resultado deseado de acuerdo con los objetivos que se

planteen.

4.3.3 Efecto de la radiosensibilidad observada en vitroplantulas y explantes.
Las vitroplantulas de E. grandiflorum mostraron una gran resistencia a la radiacion, sin
embargo fueron vulnerables ante la presencia de microorganismos en el medio por lo

gue varios de los tratamientos fueron eliminados.

Las vitroplantulas irradiadas con las dosis de 2.5 Gy mostraron una estimulacién,
en promedio generaron mas 4.83 callos que el tratamiento testigo (sin irradiar), el cual
generd en promedio 3.16 callos. En las plantulas irradiadas con 3.0 Gy redujo el
namero promedio de callos a 2.33, valor significativamente menor al testigo (3.16
callos). De las dosis 0.5, 1, 1.5 y 2 Gy se obtuvo en promedio un niamero de callos
similar al obtenido en el testigo. La variable diametro de callo no mostré diferencias
estadisticas significativas, sin embargo, se observaron diferencias numéricas en los
materiales irradiados con las dosis 0.5 y 1 Gy mayores al tratamientos testigo. Con la

dosis 2.5 Gy las vitroplantulas tuvieron en promedio 30 % mas brotes regenerados
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comparado con el tratamiento testigo; en los tratamientos con 1.5, 2 y 3 Gy también fue
observado este efecto estimulante en la brotacion con la dosis 1 Gy se redujo la
formacion de brotes a la mitad. Con las diferentes dosis de radiacion aplicadas se
indujo cambios en el fenotipo de las plantas. EI mayor porcentaje de plantulas con
fenotipo diferente (22.3 %) se observo en la dosis 2.5 Gy, seguido por las dosis de 2 Gy
(20 %) y 0.5 Gy (18.6 %); en las vitroplantulas irradiadas con un 1 Gy, el nUmero de

variantes morfologicas disminuyé a 3.7 % (Cuadro 19).

Cuadro 19. Radiosensibilidad de vitroplantulas de Eustoma grandiflorum a la radiacion

gamma (Co®).

Dosis Numero de Diametro de callo Regeneracion Fenotipo

(Gy) Callo (cm) (%) (%)
0 3.16 ab* 1.20 a 36.0e 0.0e
0.5 3.50 ab 1.62a 96.8 a 186 b
1.0 3.33ab 1.58 a 17.3f 3.7d
15 3.33ab 1.27 a 90.5b 10.0c
2.0 3.83ab 1.25a 61.6c 200b
2.5 4.83 a 1.18 a 96.8 a 223 a
3.0 2.33Db 1.23 a 446d 10.1c
DMS 2.28 0.58 2.94 1.73

*Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (P < 0.05)

En un segundo experimento los resultados mostraron que las plantulas tratadas

con 3 Gy tuvieron el doble de la capacidad de regenerar brotes con respecto al
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tratamiento testigo y 25 % de éstos tuvieron diferencias fenotipicas; en las vitroplantulas
irradiadas con 2 y 4 Gy el porcentaje de regeneracion fue superior al tratamiento testigo
solamente en 5y 8 %, aunque se produjeron 11.5 y 16.6 % de las plantulas con
fenotipo diferentes. EI menor porcentaje de cambios fenotipicos (5.50 %) se observo en
las plantulas irradiadas con una dosis de 1 Gy. En las dosis de 4 y 5 Gy registraron 16 y
17 % de plantas con fenotipos distintos; y estos cambios disminuyeron con dosis

menores 2 Gy (11 %) y no se observaron en las plantulas sin irradiar (Cuadro 20).

Cuadro 20. Respuesta de vitroplantulas de E. grandiflorum expuestas a radiacion

gamma Co®.
Dosis Numero de Diametro de callo Regeneracion Fenotipo
(Gy) Callo (cm) (%) (%)
0 3.16 a* 1.20 a 36.0c 0.00 e
1 3.16 a 1.20 a 11.8d 2.16d
2 3.50a 1.27 a 441 b 115c
3 3.33a 1.50 a 77.3a 25.1a
4 2.83a 1.80 a 410b 16.6 b
5 3.66 1.27 a 550¢e 17.3b
DMS 2.16 1.01 3.28 1.55

*Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (P < 0.05)

En los experimentos tres y cuatro se observd una fuerte contaminacion por
hongos y bacterias, estos microrganismos provenian tal vez del tejido o por la

manipulacion. La radiacion pudo haber generado efectos deletéreos y afectar en las
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plantulas los mecanismos naturales de defensa contra microorganismos por tal motivo
fueron mas vulnerables. La contaminacion es un problema comun durante la
micropropagacion, en las diferentes etapas de incubacién y manipulacién del tejido in
vitro, ya que los microorganismos utilizan para crecer los macro y micronutrientes que
contiene el medio destruyendo los explantes y con ello retrasan su desarrollo al generar
modificaciones en el medio que afectan negativamente la sobrevivencia de los
explantes. La contaminacion puede provenir del tejido vegetal o ser introducida durante

la manipulacién del tejido (Alcantar y Trejo-Téllez, 2009; Sanchez y Salaverria, 2004).

Debido a esto en los experimentos cuarto y quinto se evalué el material
superviviente que habia sido expuesto a las dosis 8 y 18 Gy (la evaluacién se realizo
por separado). En las variables numero y didmetro de callo no existe diferencias
estadisticas, sin embargo, huméricamente en la variable diametro de callo muestra un
mayor didmetro en las vitroplantulas irradiadas a 8 Gy (1.5 cm) respecto al testigo. La
variable regeneracién fue superior en el testigo, mientras que el fenotipo fue mayor con

8 Gy que 18 Gy (Cuadro 21).
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Cuadro 21. Efecto de la radiosensibilidad de vitroplantulas de E. grandiflorum a la

irradiacién con rayos gamma (Co®).
Dosis Numero de Diametro de callo Regeneracion Fenotipo
(Gy) Callo (cm) (%) (%)
0 3.1a* 12a 36.0a 0.1b
8 4.6 a l1a 30.0b 8.0a
18 20a 13a 45 b 13a
DMS 4 4 4 4

*Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (P < 0.05)

En el sexto experimento con dosis elevadas de radiacion las vitroplantulas no
mostraron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos con respecto al
namero y diametro de callo. Lo contrario ocurrié para la variable diametro de callo ya
que, la dosis 36 Gy esta por arriba del testigo mientras que las dosis las dosis 45, 50 y
55 Gy se encuentran cercanas al testigo. Referente al porcentaje de regeneracion se
observaron cinco agrupamientos en donde las plantulas irradiadas con 36 Gy son
estadisticamente similares al tratamiento testigo, mientras que con las dosis 45 y 55 Gy
las plantas fueron 15 % diferentes con respecto al testigo y bajo estas dosis estan 40 y

50 Gy por 5 % (Cuadro 22).

La variabilidad generada en el material irradiado fue fundamental en esta
investigacién, se encontraron importantes avances, debido a que en dosis bajas existe
un porcentaje de diversidad mayor de acuerdo con el aumento en la produccion de las

vitroplantulas, seguido por dosis altas como lo fueron 36 y 46 Gy.
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Cuadro 22. Respuesta mofogénica de vitroplantulas de E. grandiflorum expuestas a

radiacién gamma de Co®® para determinar la radiosensibilidad.

Dosis Numero de Diametro de callo Regeneracion Fenotipo
(Gy) Callo (cm) (%) (%)

0 3.16 a 1.20 a 36.0a O.le

36 2.75a 140 a 37.1a 15.0a

40 2.66 a 1.38 a 5.66d 10e

45 4.00 a 122 a 14.7b 11.0b

50 3.25a 122 a 8.00d 3.0d

55 4.00 a 1.35a 11.3c 70c

DMS 411 4.11 4.11 411

*Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (P < 0.05).

4.3.4 Tasa de mutacion obtenida de semillas expuestas a radiacion gamma
(Co®). De las 1800 semillas irradiadas con 100, 125, 150 y 175 Gy, se desarrollaron
340 plantulas, 21 de éstas presentaron caracteristicas diferentes al tratamiento testigo

en el desarrollo, pigmentacion y morfologia de las hojas (Figura 6) (Cuadro 23).
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Cuadro 23. Mutantes obtenidos de semillas de E. grandiflorum con radiacibon gamma

(Co®) y su tasa de mutacién. Nimero total de semillas 1800.

No. de
No. de plantulas Tasa de Caracteristicas
plantulas Fenotipo
desarrolladas mutacion® del fenotipo
diferentes
5 Desarrollo (altura) 0.0147 Porte bajo
340 9 Morfologia 0.0264 Apice redondo
7 Pigmentacion 0.0205 Verde claro

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.

100 Gy
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Figura 6. Pigmentacion y morfologia de plantulas provenientes de semillas irradiadas a

dosis de 100y 125 Gy.
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Las plantulas desarrolladas se vieron afectadas principalmente en la morfologia
de las hojas, 9 plantulas cambiaron en sus hojas de forma de apice, de pinnado a apice
redondo la pigmentacién de estas también se vio afectada, las plantulas (7 plantulas)
presentaron una coloracién verde claro (2.5 GY 6/10, segin Munsell (2011), un menor
namero de plantulas (5 plantulas) se vieron afectadas en su desarrollo al ser de

crecimiento mas lento que el tratamiento testigo (Figura 7).

Figura 7. Plantulas mutantes in vitro provenientes de semillas irradiadas: A) testigo, B)
desarrollo lento, C) hojas redondas, D y G) color verde claro y E) hojas

pequefias.

4.35 Tasa de mutacién obtenida de vitroplantulas irradiadas (Co®). Se
regeneraron 1476 vitroplantulas a partir de 52 vitroplantulas irradiadas, 614 presentaron

cambios en color y forma de las hojas, y en su velocidad de desarrollo. Con estas
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caracteristicas se agruparon los mutantes en tres grupos, plantulas con cambios en la

pigmentaciéon (Cuadro 24), mutantes con cambios en la morfologia (Cuadro 25) y

desarrollo (Cuadro 26).

Cuadro 24. Plantulas regeneradas con variaciones en la pigmentacion foliar y su tasa

de mutacion al ser expuestas a la radiacion gamma (Co

60) )

Plantulas Caracteristicas
No. total
Brotes con regeneradas con Tasa de de la Tasa de
de
explantes pigmentacion mutacion® pigmentacion mutacién
explantes
diferente foliar
Verde claro (20) 0.0325
1476 614 107 0.1742
Verde obscuro
0.1416

(87)

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.

73



D Capitals (V. Apente Fiisizs, Radaciin Gamma

Cuadro 25. Plantulas regeneradas con variaciones en la morfologia y su tasa de mutacion al ser expuestas a la radiacion

gamma (Co®).
Plantulas
No. total de Brotes con Tasa de Caracteristicas de la Tasa de
regeneradas con
explantes explantes mutacion® morfologia foliar mutacion
morfologia diferente
Hojas largas, apice pinnado (48) 0.1804
Hojas largas, apice ovalado (57) 0.2142
1476 614 266 0.4332 Hojas anchas (118) 0.1921
Hojas nervadura central
0.1240
pigmentada (33)
Hojas gruesas (10) 0.0162

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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Cuadro 26. Plantulas regeneradas con variaciones en el desarrollo y su tasa de mutacion al ser expuestas a la radiacion

gamma (Co®).
Plantulas
No. total de Brotes con Tasa de Caracteristicas del desarrollo Tasa de
regeneradas con
explantes explantes mutacion® foliar mutacion
desarrollo diferente
Plantulas erectas y hojas
0.5560
erectas (134)
1476 614 241 0.3925
Plantulas entrenudos cortos
0.4439
(107)

1. Numero de mutantes entre el nimero total de plantulas obtenidas.
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El mayor nimero (266) se observo en la morfologia de la hoja, de las cuales 118
plantulas mantuvieron el fenotipo de hojas largas, 105 plantulas con hojas largas de
éstas 48 tenian el apice pinnado y 57 ovalado, el menor niumero (10 plantulas) hojas
mas gruesas que el testigo. 241 plantulas presentaron fenotipo diferente a la
arquitectura del testigo, 114 erectas en estructura y en sus hojas y 107 plantulas con
entrenudos cortos. Las plantulas con pigmentacion diferente fueron las de menor
namero (107) de las cuales 87 mostraron hojas verde obscuro y 20 plantulas con hojas

verde claro (Figura 8).

60)

Figura 8. Fenotipo de las vitroplantulas de E. grandiflorum mutantes irradiadas (Co

A) Testigo, B) Pigmentacién verde obscuro, C) Hoja ancha con apice ovalado, D)
Hoja ancha con nervadura prominente, E) Hojas erectas, F) Hoja anchas, G)

Hoja &pice pinnado, H) Pigmentacién clara e |) Hojas largas y delgadas.
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4.3.6 Determinacion de color en plantulas mutantes en la pigmentacion
foliar. La determinacién se realizo con la ayuda del catalogo de color para tejidos

vegetales de Munsell (2011) (Cuadro 27).

Cuadro 27. Determinacion de la pigmentaciéon en la lamina foliar de vitroplantulas
mutantes expuestas a radiacion gamma (Co®) de acuerdo a las cartas de color de

Munsell.

Organo Color Clave (RYGB)

5GY 8/6, 6/6
Verde claro
2.5 GY 6/10, 8/8

7.5 G 8/2,5/4
Hoja
25G7/2,714
Verde obscuro
5 GY 6/6, 7/4

5BG 5/2

4.4 CONCLUSIONES
Para la obtencion de un efecto estimulante en la germinacion de semillas de E.
grandiflorum, se sugiere la aplicacién de dosis 50 a 100 Gy ya que dosis superiores a
los 150 Gy provocaron una disminucion en esta variable. Dosis a partir de 100 a 125 Gy
en semillas, incrementaron la variabilidad y la obtencibn de mutantes viables en las

plantulas provenientes de semilla.
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Se obtuvieron 614 vitroplantulas modificadas principalmente en la morfologia de
sus hojas, asi como plantulas que en su mayoria presentaron la pigmentacion verde

obscuro.

Se obtuvo un gran numero de plantulas con fisiologia diferente principalmente en
la morfologia de las hojas, la arquitectura de la planta (entrenudos cortos), plantulas con

pigmentacién verde obscuro y otras plantulas pequefas.

La resistencia que presentan las vitroplantulas de lisianthus al ser irradiadas

podria ser factor de estudio para establecer la curva de que delimite la DLs.
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CAPITULO V
V. DISCUSION GENERAL

La seguridad también es parte fundamental de la induccién de mutaciones, ya
que, los agentes mutagénicos tanto quimicos como fisicos pueden causar dafio no solo
al tejido expuesto sino a la persona que los induce por eso es recomendable tener el
equipo adecuado para trabajar. La induccion con agentes quimicos requiere de un
equipo adecuado (mascarilla, lentes, guantes y bata) debido a que el contacto es
directo con el producto. La ventaja que presenta el agente fisico (rayos gamma Co®) es
gue al exponer el material vegetal no se esta en contacto con la radiacion debido a que
se coloca dentro de una camara fabricada de plomo la cual no permite el escape de la

radiacion.

Semillas de lisianthus

Con la exposicion a los agentes mutagénicos se observdé que las semillas
expuestas a EMS no tuvieron una estimulacion en la germinacion pues éstas siempre
estuvieron por debajo del porcentaje de germinacién del testigo. En el caso de las
semillas expuestas a rayos gamma (Co®°) se pudo observar una dosis de estimulacién
superando al testigo como una inhibicién de la germinacion e incluso una muerte total
de la semilla. La germinacion de las semillas de lisianthus expuestas tanto a EMS como
a rayos gamma (Co%) se observéd que al incrementarse el tiempo y la dosis de
exposicion el dafio es mayor, esto se not6 en los porcentajes de germinacion. Para este
trabajo las semillas expuestas a los rayos gamma (Co®) a las dosis de 100, 125 y 175
Gy lograron tener una mejor viabilidad al momento de desarrollarse, sin embargo,

debido tal vez al dafio que pueda ocasionar en la plantula provoca que sea de mayores
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cuidados, en este trabajo se lograron obtener mutantes viables con estas dosis. El
efecto que causo el EMS en la germinacion de la semilla fue aun mas notable debido tal
vez a que se mantuvo embebida en la solucién y el dafio ocasionado en el tejido fue
mayor, por lo que dicho dafio podria haber afectado el desarrollo de las plantulas que
lograron germinar, sin embargo los mutantes viables que se lograron obtener fueron

mutantes con diferentes niveles de clorosis.

Vitroplantulas de lisianthus

Al exponer los tejidos vegetales (hojas, callos y vitroplantulas) a los agentes
mutagénicos, se observd diferencias no soélo a nivel fisiolégico sino en la forma de
multiplicacién, ya que, en la divisién de los tejidos expuestos a rayos gamma (Co®%)
presentaron una caracteristica muy particular de regeneracion pues a estos les salian
brotes de las hojas, mientras que en las plantulas expuestas en EMS estos brotes se
observaron provenientes de la parte basal. En la pigmentacién se observé que los
explantes expuestos a EMS regeneraron en su gran mayoria mutantes con diferentes
niveles de albinismo, mientras que para los explantes expuestos a rayos gamma (Co®°)
su coloracion predomin6 mas en los tonos verde obscuro, con excepcion de los
provenientes de dosis altas (50 y 55 Gy) en donde se obtuvieron dos mutantes albinos
los cuales no fueron viables. Dentro de la arquitectura de la planta se observo la
predominancia de hojas anchas y entrenudos cortos en las vitroplantulas expuestas al
EMS, sin embargo se encontraron algunos fenotipos con hojas largas. Caso contrario
ocurrié en las vitroplantulas expuestas a rayos gamma (Co®) en donde predominaron

las plantulas con hojas largas y fueron pocos los fenotipos observados con hojas

anchas. De los tejidos expuestos a EMS se obtuvo un mutante cuyas caracteristicas

82



67@”/&/0 V. Discasion /,e/(gm/

son relevantes a pesar de no ser un material con interés agronémico rentable ya que

podria sobrevivir solo in vitro pues es de un tamafio pequefio en toda su arquitectura.

Con los dos agentes se lograron obtener mutantes con importante valor
agronomico, el cual también dependera el objetivo buscado. Para los objetivos del
presente trabajo en el cual se pretendia encontrar mutantes viables los cuales fueron
observados tanto en las vitroplantulas expuestas a EMS como las expuestas a rayos
gamma (Co®%), ambos métodos fueron eficientes, sin embargo la radiaciéon gamma
brinda mayor seguridad para trabajar debido a que no se esta en contacto con la fuente

de mutacion como ocurre con el EMS.
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CAPITULO VI
VI. CONCLUSION GENERAL
Semillas de lisianthus
Al exponer las semillas al EMS se vio favorecido el desarrollo de plantas con
pigmentacion verde claro en las hojas, caracteristica que puede ser de interés
agronomico ya que no se cuenta en el mercado con plantas de lisianthus que presenten

esta caracteristica.

De las plantas obtenidas de semillas expuestas a rayos gamma (Co®°) se logré
tener mutantes que tuvieron un desarrollo pequefio tanto en hojas como entrenudos, asi
como, diferencias en la morfologia y pigmentacion de las hojas, las cuales pueden ser

importantes ya que no se encuentran plantas con esta caracteristicas en el mercado.

Vitroplantulas de lisianthus

En las plantulas expuestas a concentraciones de EMS se observd que los
mutantes encontrados tienen caracteristicas con importancia agronémica ya que no se
encuentran en el mercado plantas con pigmentacion verde claro o en tono verde
obscuro con nervadura central verde claro asi como plantas de hojas pequefias y su

contraste plantas con hojas anchas.

Las vitroplantulas expuestas a rayos gamma (Co®®) también se encontraron
mutantes con potencial agronOmico ya que una de las principales caracteristicas
observadas fue plantas con hojas largas las cuales se encontraron en posicion

perpendicular y erecta. Asi como también diferencias en la pigmentacion de la hoja las
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cuales presentaban tonos verde obscuro e incluso azul verde en los cuales se vio que
algunas plantas tenian un tono mate y otras eran demasiado brillosas. Estos fenotipos

no se han encontrado en el mercado.

De los mutantes seleccionados se logro la regeneracion en la cual aun seguian
conservando las caracteristicas por las cuales se seleccionaron esto durante su etapa

in vitro.
En la etapa de aclimatacion algunas plantas seleccionadas como mutantes han

conservado sus caracteristicas mientas que otras retomaron caracteristicas similares al

testigo, se espera que existan diferencias en la forma y color de la flor.
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