MAESTRIA EN GENETICA VEGETAL
Area Mejoramiento Genético
UNR-INTA

Este trabajo ha sido presentado como requisito
para la obtencion del Grado Académico
de

MAGISTER EN GENETICA VEGETAL

USO DE RADIACION X COMO HERRAMIENTA PARA EL MEJORAMIENTO EN EL
GENERO ORNAMENTAL CALIBRACHOA (SOLANACEAE)

Tesis
De la Licenciada en Ciencias Naturales

PAULA BOLOGNA



USO DE RADIA,CI(')N X COMO HERRAMIENTA PARA EL MEJORAMIENTO EN EL
GENERO ORNAMENTAL CALIBRACHOA (SOLANACEAE)

Tesis presentada por la Licenciada en Ciencias Naturales: PAULA BOLOGNA
Director de Tesis: Ing. Agr. (MSc) ALBERTO ROBERTO PRINA
Codirector de Tesis: Ing. Agr. (MSc) LAURA BULLRICH

Coordinador académico de Carrera: Ing. Agr. (Dra.) LILIANA PICARDI

Facultad de Ciencias Agrarias (Zaballa) — Universidad Nacional de Rosario.

2009



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido el fruto y la contribucion de muchos...

En principio quisiera agradecer al aporte constante de conocimiento y experiencia que me han
hecho mis directores, codirectores y profesores en esta tematica. Segundo, a mis compafieros de
trabajo por su ayuda desmedida y fortaleza que me han brindado desde siempre y a mis afectos y

familia porque han sido mi fuente de apoyo en todo lo que me he propuesto.

A todos ellos GRACIAS.



“Un mundo sin mutacién no podria continuar
evolucionando y la Tierra estaria aun poblada por
las formas mas primitivas de vida”

E Shuffling

i



INDICE

1. Introduccion

Mutagénesis en el mejoramiento-breve historia ...........ccceceeevciieercieeennenns 1
Mutagénesis en las plantas ornamentales ...........ccoceeeereenernenieneenennene. 2
El género Calibrachoq .................ccoeeeevuieiieniiieiieeieecieeeie et 4
Objetivos: General y ESPecifiCos .......ccveveiiiiiiiiiiiiieciiecieceeeeeeeee s 7
Hipotesis de trabajo ........ccccveeeeiiieiiiieeciieeciee et 7
2. Materiales y Métodos
2.1 Dosimetria y estimacion de la dosis letal media ...........cceeeveeennnennnee. 8
2.2 Efectos de los rayos X en los brotes M1 .......cccccoevieviieniiniieniienene 10
2.3 Tratamientos mutagénicos CON raAY0S X ..cevverrerreereeruereenseenueseeneenne 11
2.4 Caracterizacion de las mutantes
2.4.1  Analisis feNOtIPICO ..eeevvvvieeiiieeiieeeiie et 13
2.4.2  Analisis GENOtIPICO ..ueevviereiieiieiie ettt 15
2.5 Evaluacioén de mutantes
2.5.1 Capacidad de brotado .........cccccvveeriiieiiieeiieecieeeeeeeee e 17
2.5.2 Floracion en maceta y €n Cantero ..........cccveeeeveeerveeercrveessnneenns 18
3. Resultados
3.1 Dosimetria y estimacion de la dosis letal media .........ccccceevveeeneeenneen. 20
3.2 Efectos de los rayos X en los brotes M1 ........ccccovvvvviiieciiencieeeieeeee, 21
3.3 Tratamientos mMutagénicos CON ray0s X ......cccceeecveerveerieenueenueenneenenens 25
3.4 Caracterizacion de las mutantes
3.4.1 Analisis fenotiPiCo .....ccueeevieeeiiieeiie et 30
3.4.2 Analisis ENOtIPICO ..eevvrreereiieeiiieeiieeeieecieeeeieeeeree e evee e 39
3.5 Evaluacién de mutantes
3.5.1 Capacidad de brotado ..........ccceevieriiienieniiieieeieeeece e 41
3.5.2 Floracion en maceta y €n Cantero ..........ccceeeeveeereveeesineeenneeenns 42
3.6 Anexo-Tablas de Resultados ........cccccoiiiiiiiiiiiiiiniiiieeeeeees 44
4. DIESCUSION ..ooeeiiiiiiiiiiiiieeee ettt ettt 50

111



CONCIUSIONES .....oooniiiiiiiiiii et e 71
Apéndice I : Manejo del material ... 73
Apéndice II : Mejoramiento por mutagénesis inducida ............................. 74
Apéndice III : UPOV-INASE........coooiiiieeeeeee. 19

Bibliografia ............cccooiiiiie e 90

v



USO DE RADIACION X COMO HERRAMIENTA PARA EL MEJORAMIENTO EN EL
GENERO ORNAMENTAL CALIBRACHOA (SOLANACEAE)

Resumen

El trabajo de tesis se encuentra enmarcado dentro del programa de mejoramiento del género
Calibrachoa que se lleva a cabo en el Instituto de Floricultura de INTA-Castelar para la obtencion
de plantas compactas adaptadas a las condiciones ambientales de Buenos Aires. El objetivo
principal de este trabajo fue la evaluacion de la radiacion X como herramienta de mejora para
generar variacion en el género.

Resultados y conclusiones: La aplicacion de dosis crecientes de radiacion X en los meristemas (0,
15, 30 y 60 Gy) result6 efectiva para la estimacion de la dosis letal media en 24 Gy. La aparicion de
malformaciones en hojas y flores y el estudio de la dindmica de desarrollo de los brotes M1
permiti6 evaluar los efectos de la irradiacion en el clon seleccionado. La aplicacion de la dosis
fraccionada (8 Gy/semana) resulté mas efectiva para la induccion de mutantes que el tratamiento de
dosis completa (24 Gy). En el primer caso se obtuvo un mayor nimero de brotes M1 y una mayor
inducciéon de mutantes, hecho atribuido al fenémeno de “recuperacion” que acontece en las
intermitencias de cada evento de irradiacion. Ambas metodologias produjeron una amplia gama de
mutantes en color y forma de flor. En su gran mayoria los fenotipos obtenidos presentaron flores
con variegacion posicional, clonal y/o de genética inestable; lo cual hace suponer en esto ultimo la
presencia de elementos moviles. A su vez se detectod a partir del analisis de viabilidad del polen y
de cruzamientos dirigidos, un genotipo mutante con 100 % de esterilidad. La caracterizacion
morfométrica y colorimétrica de las mutantes permitio la seleccion de fenotipos con aptitud
ornamental. Cabe mencionar en este trabajo la obtencion de un fenotipo novedoso para el mercado

floricola.

Palabras claves: radiacion X, dosis letal media, brotes M1, aptitud ornamental.



USE OF X RAY AS A TOOL IN THE BREEDING OF THE ORNAMENTAL
CALIBRACHOA GENUS

Abstract

This thesis belongs to the Calibrachoa breeding program of the Floriculture Institute (INTA-
Castelar). The principal objective was to evaluate the mutagenic agent X rays as a tool for
Calibrachoa breeding.

Results and conclusions: The application of increasing doses of X rays on the meristems (0, 15, 30
y 60 Gy) was effective to estimate in 24 Gy the Lethal Dose 50. Malformations in leafs and
flowers and the study on the development on the axillary buds permited the evaluation of X rays
effects on the select clone. The split dose treatment was more effective than the acute dose
treatment. We obtained the greater number of M1 axillary buds and the greater number of mutants
with the split dose treatment. We supposed that in the split dose treatment is acting the phenomenon
of “recuperation” on the interval events between radiations. Both methodologies produced a large
spectrum on mutants for color and flower size. Phenotypes show flowers with positional and clonal
variegation and unstable genetics with movil elements. We also detected a 100 % sterile mutant.
The morphometric and colorimetric characterization were useful for the selection of some

phenotypes and of a novel phenotype with ornamental aptitude for the floriculture market.

Key Words: X ray, lethal dose 50, M1 axillary bud, ornamental aptitude.
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GLOSARIO

Aneuploidia: Célula o individuo cuyo nimero de cromosémico difiere del nimero de cromosomas
normal de la especie en uno o pocos de dichos cromosomas.

Brote: Término usual con que se designa el vastago en estado de desarrollo, a partir de la yema
hasta que ha terminado su crecimiento.

Clon: Conjunto de células o individuos provenientes de un mismo origen por multiplicacion
vegetativa y por lo tanto se suponen genéticamente idénticos

Compacidad: Planta que presenta entrenudos cortos y ramificacion desde la base.

Dosis Letal Media (DLM): Dosis de un agente a la cual la sobrevida de individuos o células resulta
del 50 %.

Efecto epigenético: Efecto en la regulacion de la actividad del gen mediado por un cambio reversible y
heredable en la metilacion o en la estructura de la cromatina sin alterar la secuencia de ADN.

Generacion MO0: Material experimental (por ejemplo: semillas, drganos vegetativos, tejidos
cultivados in vitro) antes de la exposicion a un mutageno.

Generacion M1: Material experimental correspondiente a la primera generacion en que se realizod
el tratamiento mutagénico.

Generacion M2: Individuos derivados de la generacion M1 obtenidos por autofecundacion.

Gray (Gy): Nueva unidad de radiacion equivalente a 100 rads.

Mutacion: Cambio heredable en el material genético no causado por la recombinaciéon o
segregacion.

Mutacion somatica: Cambio que se produce en el tejido diploide de una planta que son mantenidas

por mitosis.
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MVD (Mutant Varieties Database): Base de datos de la FAO/IAEA para las variedades mutantes.
htt//www-INFOCRIS.iaeae.org/MDV/

Periclinal: Tejido idiotipicamente diferente que se encuentra arreglado en capas concéntricas.
Propagacion vegetativa: Tipo o modo de propagar las plantas a través del tejido somatico.
Quimera: Organos o tejidos con sectores sométicos de constituciones genéticas diferentes

rad: Unidad de dosis absorbida o dosis de radiacion absorbida por gramo de tejido

(IR =0.877 rad en aire, 1R =0.95 0 0.96 rad en tejido vegetal).

“Sport”: Cambio o mutacion espontanea que ocurre en baja frecuencia en la naturaleza.

Sport family: Familia de mutantes entre las la cual una de las caracteristica se diferencia.

Sector: Area del tejido que se diferencia del entorno por tener un fenotipo es diferente.

Seleccion Diplontica: Seleccion que ocurre por la competencia entre células genéticamente
diferente en un tejido somatico durante el desarrollo de la planta.

Segmento nodal: Segmento de tallo, generalmente explanto, que presentan por lo menos un nudo
vegetativo.

Teratogénico: Relativo a la teratologia o mostruosidad.

Teratologia: Estudio de las anomalias y mostruosidades del organismo animal o vegetal.
Variegacion: Estado de la planta que muestra tejidos o partes vegetativas de distintos colores o de
diversa constitucion.

WT (wild type): Siglas en inglés que denotan al genotipo salvaje u original.

Yema: Rudimento de un véastago, que se forma habitualmente en la axila de las hojas y que suele

estar protegido por una serie de catéfilos.
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1. INTRODUCCION

Mutagénesis en el mejoramiento -breve historia-

Las bases experimentales para el uso de las radiaciones ionizantes como método de
induccion de cambios genéticos (mutaciones) estan dadas desde hace unos 80 afios con los trabajos
de Miiller en Drosophila y de Stadler en plantas superiores (Prina, 1989). Su utilizaciéon en estudios
de biologia ha contribuido al progreso del conocimiento, especialmente en el area de la genética y la
fisiologia de los organismos procariotas y eucariotas; aportando gran cantidad de informacion y de
material experimental. La técnica ha sido ampliamente utilizada como herramienta de apoyo para el
mejoramiento vegetal. A fines de la década del treinta, Tollenar obtuvo en tabaco la primera
mutante inducida que posteriormente se utilizé como cultivar comercial. La mutante era deficiente
en clorofila con hojas claras y de mejor calidad que el cultivar original (Prina, 1993). Desde
entonces se han obtenido numerosas variedades por mutagénesis inducida, registrandose en el afo
1980 unas 225 mutantes inducidas y 1700 en el afio 1995 (Maluszynski, 2001). Este nimero fue en
aumento y en el ultimo registro del afio 2008 se habian inscripto alrededor de 3000 variedades,
abarcando 175 especies de plantas, en 60 paises.

China e India encabezan la lista de paises con mas logros obtenidos a través de esta técnica,
seguidos por Japdn, Rusia y Alemania (Maluszynski et al., 1995). En la Argentina, el uso de
mutaciones inducidas ha dado logros de importancia como la variedad de mani “Colorado Irradiado-
INTA”, de mayor rendimiento y contenido de grasa; la variedad de limén “Eureka 22-INTA”, de
superior calidad de frutos y rendimiento y la variedad de arroz “Puita-INTA-CL”, resistente a
herbicidas del grupo de las imidazolinonas. Para este ultimo caso, el alelo mutante del cultivar ha
sido patentado en los Estados Unidos y en Europa, y estd siendo utilizado en programas de

mejoramiento en diversos paises. Sin embargo a pesar de los logros mencionados, en Latinoamérica



la utilizacién de la técnica ha sido escasamente aprovechada. Actualmente existe un renovado interés
por las técnicas de mutaciones inducidas a nivel mundial, hecho que se vio reflejado en el Congreso
Internacional de Mutaciones en Plantas llevado a cabo en Viena (Austria) en agosto de 2008; en el
que participaron mas de 80 paises, y alrededor de 300 trabajos presentados. Es menester mencionar
que a partir de la década del 50 hasta mediados del 70, se realizaron numerosas investigaciones para
mejorar el uso de la técnica de mutagénesis, aunque en los afios sucesivos esto fue dejado de lado por
el advenimiento de herramientas moleculares (Broertjes y van Harten, 1988). Recientemente en
Latinoamérica se esta abordando el desarrollo de este tema mediante el proyecto ARCAL (Acuerdo
Regional de Cooperacidn para la promocion de la ciencia y la tecnologia nuclear en América Latina
y el Caribe) financiado por FAO/IAEA, en el que participan 13 paises latinoamericanos y a nivel
nacional a través de los proyectos institucionales de INTA (PMP 2009-2011) donde se propone
también incrementar notablemente las investigaciones que involucran a las mutaciones inducidas, en
el marco de los programas de mejoramiento en numerosos cultivos como arroz, trigo, cebada, alamo,

citricos, gramineas forrajeras, girasol, colza, sorgo y plantas ornamentales.

Mutagénesis en plantas ornamentales

La técnica de induccién de mutantes también fue aplicada a los cultivos ornamentales desde
los afios 30s (van Harten, 2002). El tulipan fue el primer género ornamental en el que se obtuvo una
variedad comercial mutante (“Faraday’). Dicha mutante obtenida por radiacion X, presentaba una
modificacién en el color de flor y derivaba de la variedad comercial “Fantasy” (van Harten, 1998).
A partir de alli numerosos cultivares fueron liberados directa o indirectamente a través del uso de
mutagenos (van Harten, 2002). En la actualidad existen unos 600 cultivares comerciales para 41

especies ornamentales, en géneros como Chrysanthemum, Alstroemeria, Dahlia, Bougainvillea,



Rosa, Achimenes, Begonia, Dianthus, Streptocarpus y Rhododendron (Ahloowalia y Maluszynski,
2001; Maluszynski et al., 2001; Schum, 2005; Datta y Chakrabarty, 2005).

La técnica de mutagénesis inducida en plantas ornamentales ha contribuido a la mejora de
caracteristicas morfoldgicas como el color de flor, arquitectura de planta, habito de crecimiento
(Shum y Preil, 1998); asi como también ha estado vinculada a caracteristicas fisiologicas tales como
resistencia a patogenos, tiempo a floracidn, tolerancia a estrés hidrico, entre otras (Broertjes y
Verboom, 1973). La técnica resulta muy util para mejorar caracteristicas particulares en variedades
comerciales o en materiales en proceso avanzado de mejora, porque permite aprovechar un fondo
genético de excelencia con la mejora en uno o en unos pocos caracteres (Broertjes, 1968). Por otra
parte muchas de las variedades comerciales de plantas ornamentales son de propagacion agamica, lo
cual se presenta como una ventaja para dicha técnica permitiendo detectar, seleccionar y conservar
los mutantes dentro de la generacion mutante M1, acortando de esta manera el tiempo de mejora
(Schum y Preil, 1998). En este aspecto, la obtencion de combinaciones favorables inducidas por
mutagénesis, sean interacciones inter o intragénicas, pueden mantenerse indefinidamente a través de
este tipo de propagacion. En relacion a esto, es importante mencionar que generalmente este tipo de
plantas son heterocigotas; por lo que cualquier cambio de alelo dominante a su estado recesivo se
detecta en la primera generacion vegetativa M1. También es importante destacar que debido a su
condicién heterocigota, las segregaciones por reproduccion sexual resultan muy complejas y a
veces la recuperacion de un buen recombinante es dificil de obtener. A esto se le suman barreras de
incompatibilidad reproductiva o niveles de ploidia alto del material (Broertjes, 1976). Otra ventaja
es la forma de cultivo de las plantas ornamentales bajo invernaculo, lo que proporciona condiciones

muy favorables para la seleccion de genotipos valiosos con requerimientos particulares.



El género Calibrachoa

El género Calibrachoa pertenece a la familia Solanaceae. Fue descripta por La Llave y
Lexarza en el afio 1825 con la especie tipo Calibrachoa procumbens como género monotipico
(Wijsman y de Jong, 1985). Por mucho tiempo fue considerada como sinénimo del género Petunia
hasta que Wijsman y de Jong (1985) estudiando la taxonomia de Petunia diferenciaron 2 grupos por
sus caracteristicas morfologicas. Uno de los dos grupos presentd dos especies con 14 cromosomas y
el otro grupo tres especies con 18 cromosomas. En 1990 Wijsman hace resurgir el nombre
Calibrachoa y transfiere 15 especies de Petunia con caracteristicas morfoldgicas similares a P.
parviflora (2n=18) al género Calibrachoa. Posteriormente 10 especies mas se transfieren, con un
total de 25 especies: C. calicyna, C. caesia, C. dusenii, C. eglandulata, C. elegans, C. ericaefolia,
C. excellens, C. hassleriana, C. heterophylla, C. humilis, C. linearis, C. linoides, C. macrodactylon,
C. micrantha, C. ovalifolia, C. paranensis, C. parviflora, C. pygmea, C. regnellii, C. repestris, C.
sellowiana, C. sendtneriana, C. serrulata, C. spathulata, C. thymifolia (Wijsman, 1990; Stehman,
1999; Stehman y Semir, 2005, 1997).

El centro de origen del género se encuentra en la region este de Sudamérica; region
subtropical y templada, desde Minas Gerais de Brasil hasta Uruguay; con su méximo de
abundancia en los estados de Santa Catarina y Rio Grande do Sul de Brasil (Wijsman y de Jong,
1985). Es un género exclusivamente sudamericano de distribucion subtropical atlantica entre los
paralelos 18° y 37°. En la Argentina se encuentran las especies C. linearis, C. thymifolia, C.
ovalifolia, C. humilis, C. excellens, C. caesia, C. missionica, C. pygmaea, C. parviflora, C.
longistila y C. irgangii (Stehman y Greppi, en prensa). El género se distribuye mayoritariamente en
la region mesopotamica, principalmente en el nordeste y sur de Misiones y en el este de las

provincias de Corrientes y Entre Rios, con excepcion de C. parviflora que se extiende hacia el oeste



y sur del pais. Las especies son helidfilas y habitan en campos o bordes de selva con afloramientos
rocosos o suelos litoliticos, arenosos y arcillosos (Greppi, cp)

El género presenta habito subarbustivo o herbaceo, corola infundibuliforme de simetria
zigomorfa, prefloracion conduplicada y anteras amarillas (Stehman, cp). La polinizacion es
generalmente entomofila con floracion en primavera-verano. El género presenta auto-
incompatibilidad gametofitica a excepcion de Calibrachoa parviflora (Tsukamoto et al., 2002) y las
especies se diferencian en 2 subgrupos segiin estudios de cruzamientos interespecificos realizados
por (Watanabe, 1997; Ando et al., 2001). Las especies C. parviflora y C. pygmaea pertenecen al
subgrupo 1 por compatibilidad en los cruzamientos y al subgrupo 2 todas las demés especies de
Calibrachoa. Estudios en filogenia en Petunia sensu usando RFLP para ADN de cloroplastos
también corroboran este aspecto reproductivo en el género (Ando et al., 2005).

Con respecto al uso ornamental, el género Calibrachoa es uno de los géneros mas
novedosos en el mercado de plantas ornamentales. En el afio 1992 la empresa japonesa Suntory Ltd.
colocd en el mercado el primer cultivar de su serie llamada “Millon Bells”. Actualmente se
encuentran en el mercado mundial 5 variedades “Millon Bells, MiniFamous, Callie, Superbells y
Sunbells” (Suntary Ltd., Nils Klemm). El género es también conocido como “petunia salvaje”,
“seaside petunia” o “Million Bells”; y compite junto a Impatiens y Petunia como planta en maceta.
Habitualmente se las utiliza en arreglos florales colgantes tipo bold o en cantero. Es un género de
propagacion vegetativa, perenne y de durabilidad en los jardines; con un mantenimiento minimo y
bajos costos, ambos aspectos muy importantes en la produccion ornamental.

Desde el ano 1999 en el Instituto de Floricultura (IF, INTA-Castelar) se ha comenzado a
trabajar en el mejoramiento de plantas nativas con potencial ornamental, primariamente dentro del
proyecto INTA-JICA “Desarrollo de la Floricultura en la Argentina” (Suarez et al., 2003) y luego a

través de proyectos institucionales. El mejoramiento del género ha sido abordado por el IF a los



fines de obtener variedades adaptadas a las condiciones locales. Con ese propdsito se han realizado
viajes de exploracion y recoleccion en las zonas de distribucion y actualmente se mantiene una
coleccion in vivo de 68 entradas en el que se encuentran individuos representantes de las 11
especies descriptas para la Argentina. Por otro lado, se han realizado trabajos de domesticacion,
caracterizacion morfo-fenoldgica, propapagacion in vivo e in vitro, cruzamientos, poliploidizacion,
analisis de perfiles moleculares y ajustes en la metodologia de transgénesis para el género (Facciuto
et al., 2009; Hagiwara et al., 2002; Villanova et al., 2009; Perez de la Torre et al., 2009; Gennarelli
et al., 2009). En la actualidad algunos materiales en etapas avanzadas de mejora estdn siendo
evaluados en establecimientos de productores a lo que se le suma la realizacion de ensayos a
campo en distintos lugares del pais para evaluar la performance en diferentes ambientes.
Calibrachoa es un género muy promisorio por su alta variabilidad de colores, sin embargo la
demanda constante de nuevos materiales en el mercado floricola hace que se impongan nuevas
estrategias de mejora para estos cultivos. Por ello, en este trabajo se propone al género Calibrachoa,
como material experimental para realizar las primeras incursiones en la mejora a través de la
induccién de mutantes. Para ello se cuenta con el apoyo que brinda el IF, en cuanto al
conocimiento del género (aspectos taxondomicos, fisioldgicos, genéticos) para un manejo apropiado
del cultivo y el Instituto de Genética Edward A. Favret para la aplicacion de los tratamientos y el

aporte de experiencia y conocimientos en el manejo del material mutagenizado.



Objetivos

General

e Estudiar la radiacion X como agente mutagénico con vistas a la mejora de plantas

ornamentales de propagacion vegetativa, y en particular en el género Calibrachoa.

Especificos

e Estimar la dosis letal media (DLM) en un clon selecto de Calibrachoa.

e Analizar en el material de estudio los efectos de la irradiacion.

e Determinar el tratamiento mutagénico mas efectivo para la obtencion de mutantes inducidas.

e (Caracterizar los fenotipos mutantes teniendo en cuenta la morfometria, colorimetria,
densitometria de flujo, viabilidad de polen y los cruzamientos dirigidos.

e Seleccionar clones mutantes con potencial ornamental.

Hip6tesis de trabajo

e A través de tratamientos con rayos X en Calibrachoa es posible obtener mutantes en

caracteristicas de la flor con potencial ornamental.



2. MATERIAL

El material elegido fue un hibrido del género Calibrachoa, seleccionado a partir de una generacion
de individuos obtenidos del cruzamiento realizado entre C. excellens (20030924 H1) y la variedad
comercial “Callie Dark Blue” (Goldsmith) (Apéndice I). La seleccion del clon fue basada en

caracteristicas ornamentales tales como: porte de la planta, color y tamaiio de la flor (Fig.1).

Figura 1. Planta de Calibrachoa. a) Planta en maceta, b) Detalle de la
flor. AUMENTO = Barra 4 cm, 1 cm, respectivamente.

2. METODOS

2.1 Dosimetria v estimacion de la dosis letal media

Se cortaron segmentos nodales de 7 cm de longitud que contenian entre 10 a 12 nudos con
hojas. Los segmentos fueron colocados en macetas de 9 cm de didmetro (maceta N° 9) con
capacidad para 250 ml de sustrato. Se utiliz6 como sustrato una mezcla de vermiculita, perlita y
turba en proporcion 1:1:1 (v/v); y para homogeneizar el enraizado se us6 hormona en polvo en
la base de los segmentos —acido indol-3-butirico (IBA), 250 ppm-. En la parte superior de las
macetas llenas de sustrato, se colocaron tres laminas de papel metalico (didmetro 10 cm) con
diez perforaciones en las cuales fueron introducidos los segmentos nodales. El objetivo de ello

fue proteger las raices del posible dafio fisioldgico producido por la irradiacion (Fig. 2). El



cultivo se realizd en camara de cria con temperatura minima controlada (15 £ 2° C) y en
condiciones de alta humedad o mist. A las 4 semanas de cultivo, 30 segmentos nodales
enraizados, se irradiaron con dosis de 0, 15, 30 y 60 Gy. Se utilizé como fuente de rayos X una
maquina industrial perteneciente al Instituto de Genética E. A. Favret INTA-Castelar de 120

KW, 15 mA.

4
Figura 2. Segmentos nodales de
Calibrachoa cultivados en camara de
cria, ndtese el papel metélico (flecha).

El apice de los segmentos fue removido luego de la irradiacion a los fines de promover el
crecimiento de los brotes axilares tal como cita Taiz y Zeiger (2002). Los segmentos nodales fueron
transplantados individualmente a macetas N° 9 con un sustrato compuesto por hoja de pino, resaca
de rio y tierra en proporcién 2:1:1 (v/v) (Apéndice 1) y fueron cultivados en invernaculo con control
de temperatura minima (10 £ 1 °C). La estimacion de la DLM se realizé a través de la sobrevida de
los brotes M1 (brotes axilares desarrollados en el segmento nodal luego de la irradiacion). Para ello
se contabilizaron los brotes desarrollados en cada dosis y se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para

analizar la homogeneidad de las medias (o = 0.05).



2.2 Efecto de los rayos X en brotes M1

Se estudid el efecto deletéreo del agente mutagénico en el desarrollo de los brotes M1 a través de
observaciones periddicas luego de la irradiacion. Las hojas que dieron origen a los brotes M1 fueron
numeradas en sentido horario descendente del 1 al 8 (Fig. 3). Los brotes considerados para este
analisis fueron aquellos que presentaron una longitud de 5-7 cm, provenientes de cada hoja
senalizada en el segmento nodal. Los mismos fueron cortados y cultivados en bandejas multicelda
utilizando un sustrato compuesto por vermiculita, perlita y turba (1:1:1) y hormona de
enraizamiento (IBA, 250 ppm) a los 18, 35, 45 y 55 dias pos-irradiacion. Los brotes fueron
cultivados en camara de cria, con la identificacién del nimero de hoja de la cual provenian y la

dosis de radiacion aplicada.

Figura 3. Segmento nodal mostrando la
codificacion de las hojas.

Se considerd también la presencia de malformaciones en hojas, flores y tallos. A las 4 semanas de
cultivo, los segmentos M1 enraizados fueron transplantados a maceta N° 9 y cultivados en
invernaculo. En dichas plantas M1, se contabilizaron las malformaciones del tipo de fusion de
hojas, hojas-tallos y flores en la etapa de plena floracion (20 flores abiertas/planta). Los datos
fueron analizados estadisticamente mediante contrastes utilizando un modelo lineal generalizado

(MLG) para estudiar las diferencias entre las dosis (o = 0.05) (SAS version 8).
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2.3 Tratamientos mutagénicos con rayos X

Se utiliz6 una radiacion de 24 Gy como dosis base en funcion de los resultados obtenidos en 2.1 y
se definieron dos tratamientos mutagénicos que contemplan formas diferentes de aplicacion de los
rayos X (Apéndice II):
¢ Tratamiento A (1 aplicacion de rayos X): 24 Gy en un solo evento (segmentos
nodales, n=400).
¢ Tratamiento B (3 aplicaciones de rayos X): 8 Gy en tres eventos o en intervalos cada

siete dias u 8 Gy/ semana (segmentos nodales, n=444).

El numero de segmentos nodales irradiados (n) se determiné teniendo en cuenta la factibilidad del
manejo del material pos-irradiacion y en funcién de los recursos humanos disponibles y lugar fisico
en el inverndculo para su cultivo. En la figura 4 se presentan las etapas de cultivo de los segmentos
nodales antes y posterior a la realizacion de los tratamientos con rayos X.

El niimero de brotes M1 desarrollados en cada tratamiento fue analizado estadisticamente a través
del test Mann-Whitey (a = 0.05) (SAS version 6) y la identificacion de las mutantes putativas se
hizo en la etapa de plena floracion de las plantas M1V1 (ver Glosario) (Fig. 4c). Durante dicha
etapa, las ramas con flores de fenotipo diferente al WT (ver Glosario) fueron seccionadas y
cultivadas seglin la metodologia descripta en 2.1 para el cultivo de segmentos nodales. Cada rama o
segmento M1V2 se identificé con el numero de la planta M1V1 de origen y el tratamiento
mutagénico del cual provenia (Apéndice II). Posterior a ello se evaluo la estabilidad del fenotipo en
tres ciclos sucesivos de propagacion vegetativa. El nimero de mutantes en cada tratamiento se
analizo estadisticamente a través del test Kruskal-Wallis (o = 0.05) (SAS version 6) y se realiz6 una

clasificacion preliminar de las mutantes en tres clases fenotipicas segun caracteristicas morfoldgicas
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de flor. Se analizaron las diferencias en las frecuencias de los fenotipos mutantes encontrados en

cada clase a través del test Kastembaum y Bowman (1970) para los dos tratamientos.

Figura 4. Etapas en el cultivo de los segmentos nodales de Calibrachoa durante el
proceso de mutagénesis inducida por radiacion X. a) Cultivo de segmentos
nodales en camara de cria, b) Numeracion de las hojas, ¢) Cultivo de plantas
MI1V1 en invernaculo, d) Plantas M1V1 en plena floracion.
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2.4 Caracterizacion de las mutantes

Las mutantes derivadas de los tratamientos mutagénicos fueron comparadas fenotipicamente con el
WT y agrupadas artificialmente en 5 grupos (A, B, C, D y E) segun caracteristicas relevantes de la

flor (color, tamafio y forma). A partir de ello se determinaron también subgrupos dentro de cada

grupo:

¢ Grupo A: mutantes en el color de la flor. Subgrupos Aj, Az, Az, A4, Asy Asg.
¢ Grupo B: mutantes en la forma y en el color de la flor. Subgrupos B, y B..

¢ Grupo C: mutantes en la forma de la flor. Subgrupos C,, C,, C3 y Ca.

¢ Grupo D: mutantes de menor tamafio que la flor WT. Subgrupos D; y D».

¢ Grupo E: mutantes de mayor tamaiio que la flor WT. Subgrupo E;.

Las mutantes de flor fueron analizadas feno y genotipicamente
2.4.1 Analisis fenotipico:

¢ Morfometria: Se midieron 9 caracteres en la corola de la flor; largo y ancho del tubo corolino,
diametro mayor y menor de la corola, largo y ancho de los lobulos superiores (16b. 1 y 16b. 2) y
ancho de garganta (Fig. 5). La medicion se realizdo en 15 flores tomadas al azar de cada clon
mutante y el WT, utilizando un calibre digital (Mitutoyo). Los resultados fueron analizados a través
de un ANOVA para cada caracter medido y la diferencia entre medias en cada grupo de mutantes a
través de una prueba de Tukey (o = 0.05). Se realiz6 ademas un analisis multivariado de
componentes principales para determinar la separaciéon de los grupos segin los caracteres

analizados (Statistica version 6).
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Figura 5. Medidas morfométricas en la flor de Calibrachoa. a) Largo del tubo

corolino y ancho del tubo corolino, b) Diametro mayor de la corola, didmetro

menor de la corola, ancho de la garganta, alto del 16bulo 1, alto del 16bulo 2,

ancho del 16bulo 1, ancho del 16bulo 2.
¢ Colorimetria: Se analiz6 el color de las flores mutantes y del WT a través de una carta de
referencia de colores RHS (Royal Horticultural Society’s Colour Chart). Se midieron ademas en
diez flores tomadas al azar de cada fenotipo mutante y del WT, los valores de Hunter (1958); L, a 'y
b; por lectura directa con un contador colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-321). El valor L
indica oscuridad o luminosidad del color y puede presentar valores de 0-100 (negro-blanco) y los
valores a y b indican las direcciones del color. Los valores positivos de la coordenada a indican
color rojo mientras que los negativos color verde y los valores positivos de b indican el amarillo y
los negativos el color azul. Todas las mediciones se realizaron en la cara adaxial de la corola y los

datos se analizaron estadisticamente a través de un andlisis multivariado de componentes

principales (Statistica version 6).
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2.4.2 Analisis genotipico:
¢ Citometria de Flujo: Las plantas mutantes y el genotipo WT se analizaron a través de un
densitometro de flujo (Partec PA) para evaluar la posible presencia de genotipos aneuploides en los
fenotipos mutantes obtenidos; para ello, también se utilizé un estandar interno Hordeum vulgare v.
“New Golden”, segun bibliografia citada para Calibrachoa (Mishiba et al., 2000). Se utilizd como
material vegetal hojas jovenes en buen estado. Mediante una hoja de bisturi, se realizaron pequefios
cortes en las hojas de forma transversal (chopeado) para la extraccion en forma conjunta de los
nucleos celulares de la muestra y del estdndar, en una caja de Petri junto con 0.5 ml de buffer de
extraccion (0.1 M de écido citrico monohidratado y 0.5 % de tween 20). La suspension fue filtrada a
través de una malla de 50 um, que selecciona particulas mayores al tamafio de los nucleos
celulares; recolectandose la solucion excedente en un tubo de hemolisis. A esta solucion, se le
adicioné 2 ml de buffer (0.4 M Na,HPO4) con 4’, 6-diamidina-2-fenilindol (DAPI, 4 mg/ml) e
inmediatamente se realizo la medicidon en el densitometro de flujo. Este aparato cuenta con una
lampara de mercurio; filtros KG1, BG38, UG1 que seleccionan la banda UV, un espejo dicroico, y
un filtro barrera GG435 que colecta las bandas de fluorescencia del DAPI. Los picos de Intensidad
Relativa de Fluorescencia (IRF) y los coeficientes de variacion (CV) fueron recolectados por cada
toma de datos y se calculd la relacion muestra/estandar y la diferencia (D) segin la féormula:
(relacion muestra/estandar) — (relacion WT/estandar)

D= x 100
(relacion WT/estandar)

relacion muestra/ estandar relacion WT/ estandar
+“—> .
) Pico del )
Pico de la estandar Pico del Pico del
muestra e WT estandar
-
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Se analizé mediante un ANOVA la relacion muestra/estandar para cada subgrupo de mutantes y el
genotipo WT test de Tukey (a0 = 0.05) (Statistica version 6) y la diferencia (D).

¢ Viabilidad del polen: Se analiz6 la viabilidad del polen en 9 fenotipos mutantes selectos, a
través del método de Greissl (1989). Para ello se embebid polen fresco en una solucién de sacarosa
0.5 M durante 15 minutos en un portaobjetos, luego se agregd una gota de diacetato de fluoresceina
y ioduro de propidio dejandose actuar por 10 minutos y se observé el preparado en un microscopio
de epifluorescencia (OLYMPUS BX 50) con la combinacion de filtros de excitacion-emision de
330-385 nm y 420 nm, respectivamente. Los granos de polen de color verde intenso fueron
considerados viables y los coloreados de rojo fueron considerados como inviables. Se analizaron al
menos 300 granos de polen por fenotipo.

¢ Cruzamientos: Para el estudio de la autoincompatibilidad se realizaron cruzamientos
controlados a los fines de determinar si la capa histogénica (L2) fue afectada (Tsukamoto et al.,
2002). Para ello, se realizaron auto-polinizaciones y diferentes combinaciones de cruzamientos.
Las auto-polinizaciones se realizaron en los clones mutantes; en flores cerradas (pimpollo = 1,5 cm
de largo) se colocd un ganchito de metal en la parte superior para evitar que la flor se abra y al cabo
de dos dias se sacudio el pimpollo para promover la polinizacion (Tsukamoto et al., 2002) (n =20 ).
Por otra parte, los cruzamientos dirigidos se realizaron en flores emasculadas en la ultima fase de
pimpollo cuando todavia las anteras no estaban dehiscentes. La corola fue removida y se procedio a
la polinizacion con polen fresco. Los cruzamientos fueron realizados entre las plantas mutantes y el
WT y entre mutantes. Asi mismo se realizaron cruzamientos entre las mutantes y un hermano entero
del WT. Se utilizaron 6 flores por cada combinacion de cruzamiento. Al cabo de 30 dias, se

contabiliz6 el nimero de frutos obtenidos, el porcentaje de fructificacion y el nimero de semillas.
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2.5 Evaluacion de mutantes

A partir del andlisis en 2.4 se seleccionaron mutantes con potencial ornamental y se evaluo6 la
capacidad de brotado a través del numero de brotes por segmento nodal en bandejas multicelda.
Esta caracteristica es de interés a los fines de seleccionar genotipos de arquitectura mas compacta
de forma temprana. También se evaluo la intensidad de floracion a través del nimero de flores en
dos condiciones de cultivo: en maceta y en cantero. Esta caracteristica constituye uno de los
principales objetivos de mejora en el género Calibrachoa, la seleccion de materiales de alta

floracidon en cantero y/o en maceta.

2.5.1  Capacidad de brotado de segmentos nodales:
Se evalu6 la capacidad de brotado en 10 mutantes en un contenedor de produccion (bandeja
multicelda, 30 x 50 cm). Los fenotipos mutantes elegidos pertenecen al subgrupo Al -flores blancas
con nervaduras-. Segmentos nodales de 7-8 cm de longitud fueron cortados de las plantas M1V3 y
fueron cultivados en bandejas multiceldas. El sustrato utilizado para el cultivo fue una mezcla de
vermiculita, perlita y turba en proporcion 1:1:1 y se utilizé6 IBA (250 ppm) en su parte basal para
homogeneizar el enraizado de los segmentos. El dpice de los segmentos fue removido para
favorecer el crecimiento de los brotes axilares. El cultivo se realizd6 en cdmara de cria con
temperatura minima controlada (15 + 2 °C) y en condiciones de alta humedad o mist. Se evaluaron
27 segmentos por fenotipo. A los 30 dias de cultivo se registrd la capacidad de brotado a través del
numero de brotes axilares desarrollados que presentaban una longitud > 2 cm. Se realiz6 un analisis
estadistico con un MLG utilizando contrastes para estudiar diferencias entre las mutantes (SAS

version 8).
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2.5.2  Floracion en cantero y en maceta:
Tres mutantes con potencial ornamental fueron seleccionadas para este ensayo: la mutante 1
perteneciente al subgrupo C4 (flor de color fucsia) y las mutantes 2 y 3, pertenecientes al subgrupo
A1l y AS (flor blanca con nervaduras y flor violeta). Para ello, se recolectaron segmentos nodales de
aproximadamente 7-8 cm de longitud de los materiales elegidos que fueron luego cultivados segun
la metodologia de cultivo anteriormente descripta (ver 2.1). En la ultima etapa de cultivo, las
plantas fueron ubicadas en inverndculo y al cabo de 60 dias se colocaron en cantero o en maceta. Al
comenzar el ensayo en las dos condiciones de cultivo, las plantas presentaban entre 4 a 5 ramas
desarrolladas y sin flores abiertas.
Cantero: Se colocaron 10 plantas de cada mutante selecta en forma equidistante (distancia entre
planta y planta = 40 cm) en un cantero a campo sin sombreado (irradiancia = 2000 pmol-m
2seg”!, Tm = 14,5 °C min y 35,9 °C max) protegido el suelo por un plastico negro o mulching
con riego por cinta (Fig. 6a). Se aplicé semanalmente un producto comercial (Hakaphos rojo,
N:P:K 18:18:18, 100 ppm) a través de riego por goteo para la fertilizacion de las plantas. Para
el analisis de la floracion se utilizé un cuadrante de metal (30 x 30 cm) como unidad de medida
y se realizaron 3 tiradas de manera sucesiva en el cantero.
Maceta: Diez plantas de cada mutante fueron transplantadas a macetas de 16 cm de
diametro (Maceta N° 16) con un sustrato de pinocha, resaca y tierra en proporcion 2:1:1
ubicadas aleatoriamente en el invernaculo (irradiancia = 1200 pmol'm™2seg”’, Tm = 16,8 °C min
y 34,48 °C méx) (Fig. 5b). El riego se realiz6 manual y se fertiliz6 semanalmente con un
producto comercial al igual que el utilizado en cantero. Para la evaluacion de la floracion se
eligieron cuatro plantas y cada planta represent6 la unidad de medida.
En ambeas situaciones de cultivo se realizé el seguimiento de la floracion a través de fotos seriadas

cada 15 dias (Canon PowerShot G6) contabilizdndose el nimero de flores mediante el programa
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Image-tool. Las flores consideradas para el analisis fueron las flores abiertas que no presentaban
signos de senescencia. La primera toma de datos se realiz6 a los 7 dias de comenzado el ensayo en
el mes de octubre de 2008 y finalizd aproximadamente a los 150 dias. Se utilizdé como testigo de
intensidad de floracion un genotipo en proceso avanzado de mejora que presenta alto nimero de

flores, cultivado conjuntamente con las mutantes seleccionadas para este ensayo.
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Figura 6. Ensayo para evaluar intensidad de floracion en cantero y en maceta
de fenotipos mutantes selectos de Calibrachoa. a) Plantas en cantero, b)
Plantas en invernaculo.
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3. RESULTADOS

3.1 Dosimetria v estimacion de la DLM

El numero de brotes totales que se desarrollaron luego del ensayo de radiacion con 0,15, 30 y 60
Gy; fue de 78, 156, 89 y 64, respectivamente. Las diferencias en el nimero de brotes desarrollados
resultaron altamente significativas (p<0,0001). En la figura 7a se presenta el porcentaje de brotes
desarrollados en cada dosis y la disminuciéon en el nimero de brotes con el aumento de la dosis;
aspecto que también puede se visualizado en la figura 7b. La estimacion de la DLM result6 de 24

Gy tal como se observa en la figura 7a.
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Figura 7. a) Brotes desarrollados (%) en los segmentos nodales del clon de Calibrachoa, tratados
con 0, 15, 30 y 60 Gy de rayos X (~n= 30). La flecha indica la DLM=24 Gy, b) Efecto de la
radiacion X en el desarrollo de los brotes en los segmentos nodales.
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3.2 Efectos de los rayos X en los brotes M1

En la figura 8 se presenta la dinamica de desarrollo de los brotes M1 en cada dosis de irradiacion.
El andlisis se realizo a los 18, 35, 45 y 55 dias pos-irradiacion a través del seguimiento del numero
de brotes desarrollados en funcion de la posicion de la hoja. Se observé un mayor niimero de brotes
desarrollados en el control en comparacioén con cualquiera de las dosis de irradiacion. En el control,
las hojas apicales del segmento fueron las que mayor niimero de brotes desarrollaron y esto ocurrid
a los 18 dias; mientras que en las dosis de 15, 30 y 60 Gy, los brotes provenian mayoritariamente
del sector medio y/o basal del segmento. A los 35 dias, el control presenté mayor numero de brotes
desarrollados en las hojas del sector medio, mientras que para la dosis de 15 Gy resulto en el sector
apical y el sector basal y para la dosis de 30 Gy en el sector basal. En la dosis de 60 Gy hubo
escaso desarrollo de brotes. A los 45 dias el mayor numero de brotes se registrd en el control, en el
sector basal. En el resto de las dosis se observd un menor desarrollo en todas las posiciones, siendo
a los 55 dias el momento en que se registr6 un menor numero de brotes en cada una de las dosis

analizadas.
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Figura 8. Numero de brotes M1 desarrollados a los 18,
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nimeros de las columnas indican la posicion del brote
en el segmento nodal.
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La evaluacion del nimero total de brotes desarrollados (datos acumulados) por posicion y por dosis
de irradiacion se presenta en la figura 9, en donde puede observarse que el control tuvo mayor o
igual nimero de brotes acumulados en todas las posiciones; seguido por las dosis de 15, 30 y 60

Gy.
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Figura 9. Ntimero de brotes M1 acumulados,
segun la posicion en el segmento nodal en las
distintas dosis de rayos X (0, 15, 30 y 60 Gy).

En cuanto a los efectos letales producto de la irradiacion X, se observaron necrosis en las axilas de
las hojas donde se localiza el meristema de los brotes axilares, sectores viridis en los primordios de
las hojas de los brotes M1 con superficies hundidas malformadas y malformaciones del tipo
teratogénico en organos como hojas y tallos (Fig. 10). En las flores también se presentaron érganos
aberrantes (Fig. 11a) y algunas flores presentaron morfologias con un ntimero anormal de piezas
florales en pétalos, anteras y ovarios (Fig. 11b); aunque las flores sucesivas presentaron piezas de

morfologia normal o tipo WT.
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igura 10. Malformaciones producidas por radiacion X en
Calibrachoa. a) Hojas de los brotes MO0, b) Hojas de los brotes M1,
notese sectores viridis (flechas), ¢) Fusion de hojas en planta
M1V1, d) Fusién de hojas al tallo en planta M1V1 (flecha).
Aumento: Barra lcm.

Figura 11. Efecto de la radiacién X en flores de Calibrachoa. a)
Flor anormal, b) flor WT (izq.) y flor de 12 I1d6bulos
(der.).Aumento: Barra 1 cm; ¢) Detalle de la flor con tres estigmas
(flechas) y d) Tres ovarios (flechas) con multiples estambres.
Aumento: Barra 0,5 cm
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El nimero de malformaciones totales que se contabilizo para el control, 15, 30 y 60 Gy, resulté en
3,11, 14 y 9, respectivamente (Fig. 12). Se encontraron diferencias significativas en el nimero de
malformaciones obtenidas en cada dosis, cuando se comparo el control contra las dosis de 15 y 30

Gy (p<0.0206, p<0.0131), pero sin diferencias significativas con la dosis de 60 Gy.
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Figura 12. Malformaciones (%) en el
clon de Calibrachoa en las dosis de
irradiaciéon a 0, 15, 30 y 60 Gy.

3.3 Tratamientos mutagénicos con rayos X

El nimero de brotes obtenidos luego de la aplicacion de rayos X para el tratamiento de 1 aplicacion
(24 Gy) fue de 1151 y de 1523 para el tratamiento de 3 aplicaciones (8 Gy/semana) observandose
diferencias significativas entre ellos (test Mann-Whitey; p<0,0274) (Tabla 1). Ambos tratamientos
posibilitaron el desarrollo aproximadamente de un 40 % de brotes M1 a partir de los brotes MO
tratados.

En la figura 13a se presenta el numero total de brotes M1 obtenidos en funcion de la posicion en el

segmento nodal. Se observo que los valores mayores en el nimero de brotes se registraron en el
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Numero de Brotes M1

tratamiento de 3 aplicaciones para las posiciones mas apicales del segmento; mientras que en el
tratamiento de 1 aplicacion el patron fue diferente, encontrandose un menor nimero de brotes en las
posiciones medias-basales.

En cuanto al nimero de mutantes obtenidas, ambos tratamientos produjeron mutantes putativas de
flor. En la figura 13b se presenta el andlisis segun la posicion del segmento. El mayor numero de

mutantes se obtuvo en el tratamiento B, principalmente en las hojas superiores o apicales.
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Figura 13. a) Numero de brotes M1 desarrollados segun la posicién en el segmento nodal en el
tratamiento de 1 aplicacion y 3 aplicaciones de irradiacion X, b) Numero de mutantes de flor
inducidas y derivadas de los tratamientos de irradiacién de 1 y de 3 aplicaciones, segun la posicion
en el segmento nodal.

En la evaluacion de las plantas M1V1 en el periodo de floracion se detectaron variaciones
morfoldgicas en las flores, en algunas ramas de estas plantas (Fig. 14). Las plantas que presentaron
ramas con flores fenotipicamente diferentes al WT fueron quiméricas para los fenotipos

encontrados, con un total de 169 plantas M1V1 quiméricas.
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. P55 ,
Figura 14. PlantaleVl quiméricas para el color de flor en Calibrachoa. Las
flechas indican las ramas de fenotipo diferente al WT. Aumento: Barra 4 cm.
Dichas mutantes de flor se clasificaron en tres categorias de acuerdo a los cambios conspicuos en el
color, en la forma o en ambas caracteristicas (Tabla 2). Con respecto al color, las corolas de las
mutantes resultaron ser violeta, rosa o blanco (Fig.15). Las mutantes de forma presentaron
morfologias de corola diferentes al WT como se muestra en la figura 16; y las mutantes de color y
forma presentaron flores variegadas y corola tipo “estrella” (Fig. 17).

En la tabla 2 se presentan las frecuencias de apariciéon de las mutantes en las tres categorias
mencionadas. La cantidad de mutantes fue significativamente menor (p< 0,001) en el tratamiento A
(1 aplicacidén) que en el tratamiento B (3 aplicaciones) segun el test Kastembaum y Bowman

(1970).
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Figura 15. Flores de Calibrachoa (vista de frente). a) WT; b), ¢) y d)
Mutantes de color. Aumento: Barra 1 cm.

Figura 16. a), b), ¢), d) Flores de Calibrachoa mutantes de forma.
Aumento: Barra 1cm.
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Figura 17. a), b) Flores de Calibrachoa mutantes de color y forma.
Aumento: Barra 1 cm.

La propagacion agamica y sucesiva de estos sectores mutantes a partir de las plantas M1V1 (3
propagaciones vegetativas) permitié observar que las mismas mantuvieron su fenotipo en el 96 %

de los casos. Solo el 4% revirtio al WT en la generacion M1V2.

3.4 Caracterizacion de las mutantes

Las mutantes de los grupos y subgrupos detalladas en 2.4 fueron caracterizadas a través del tamafio
y color de flor, presencia de genotipos aneuploides, viabilidad del polen y capacidad reproductiva

de la parte femenina. A continuacion se describen los analisis realizados.
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34.1 Analisis fenotipico
Morfometria: Los 9 caracteres que fueron medidos en la corola se utilizaron para realizar un analisis
exploratorio de componentes principales para los 5 grupos de mutantes especificados y para el
fenotipo WT (Fig. 18). Este andlisis se realizd en base a la matriz de correlacion de las variables:
largo y ancho del tubo corolino, didmetro mayor y menor de la corola, ancho de la garganta, largo y
ancho del lobulo 1 y 2. Dicho andlisis reveld que el 95,73 % del total de la variacion se encontrd
representada por las primeras dos componentes (Tabla 3). La componente principal 1 (CP1)
describi6 los caracteres: didmetro de la corola (mayor y menor) y alto-ancho del I6bulo 1y 2; y la

componente principal 2 (CP2) describid el caracter ancho de la garganta.
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1,5
1,0 G C
Grupo E Grupo B rqu
) )

0,5

CP2: 11,18 %
= o
o (&) o
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Figura 18. Diagrama de componentes principales basado en las medidas
morfométricas de corola para los grupos mutantes (A, B, C, D, E) y el WT.
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En la figura 19 se presenta cada caracter de la corola para cada grupo mutante y el WT. Como puede
observarse, el caracter largo del tubo corolino fue similar en el grupo mutante E y el genotipo WT,
aunque esto no resultd en los demds grupos mutantes los cuales  presentaron valores
significativamente menores que el WT. El caracter diametro mayor y menor de la corola presentd un
comportamiento similar en ambos caracteres en cuanto a su significancia para los genotipos
analizados, siendo los grupos mutantes A, B, C y D los que tuvieron valores significativamente
menores que el WT con la excepcidn del grupo E. En cuanto al caracter largo del 16bulo 2, los grupos
que se asemejaron mas al genotipo WT fueron los grupos A y E, mientras que el resto presentod
valores menores. Las medidas de los subgrupos mutantes para los 9 caracteres medidos se detallan en

la tabla 4.

Colorimetria: Los valores de Hunter (L, a y b) para color de flor se analizaron a través de un analisis
de componentes principales. Dicho analisis se realizd para el grupo A con los subgrupos mutantes
Al, A2, A3, A4, A5, A6; el grupo B con los subgrupos B1, B2 y los grupos C, D y E (Fig. 20a, b,
c). En la figura 20a se presenta el analisis del Grupo A con un 95,51 % del total de variacion
explicada por las componentes 1 y 2. La CP1 especificd los tres valores de Hunter y la CP2 sdlo
intensidad del color rojo (Tabla 5). El Grupo B presentd un 88,5 % de la variacion explicada por la
CP1 para luminosidad e intensidad del rojo, y la CP2 para intensidad del amarillo (Fig. 20b). En la
figura 20c se presentan los grupos C, D y E, con una variacion del 88, 49 %, explicadas por las CP1

y CP2.
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Figura 19. Caracteres morfométricos de la corola de la flor para los grupos mutantes A, B, C,
D y E, y del fenotipo WT. a) Caracter largo y ancho del tubo corolino, b) Carécter ancho de la
garganta de la flor, ¢) Caracter didmetro mayor y menor de la corola, d) y e) Caracteres largo y
ancho de los 16bulos 1 y 2 de la corola. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre los grupos mutantes A, B, C, D, E y el WT (test Tukey, p<0,001).
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En la tabla 6 se describen y se agrupan los fenotipos mutantes segun las caracteristicas
ornamentales mas relevantes, y en la tabla 7 se detalla el nimero de mutantes derivadas en cada
tratamiento mutagénico.

Grupo A: Mutantes en el color de la flor
Subgrupo A;: En este fenotipo se presenta un patron de dibujo simétrico en la corola de la flor (Fig.
21a). El mismo se evidencia a través de la coloracion o pigmentacion del mesofilo que rodea a las
nervaduras (Fig. 21b) en el sector central del 16bulo, mientras que en la unién entre 16bulo y l6bulo

no hay pigmentacion y por tanto no hay nervaduras marcadas.

o’ '
¥ il N
Figura 21. a) Flor mutante del subgrupo A; Aumento: Barra Icm, b)
Detalle del mesofilo pigmentado y el haz vascular (flecha). Aumento:

Barra 10 pum

También en este subgrupo se evidenciaron flores con sectores de color WT y flores con sectores

completamente albinos (Fig. 22).

Figura 22. Flores del subgrupo A;. a) sectores WT (flechas), b)
l6bulos albinos (flecha). Aumento: Barra 1 cm.
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Subgrupo A,: El fenotipo de este subgrupo de corola rosada presentd un patrén de

nervaduras muy similar al descripto en el subgrupo A; (Fig. 23).

Figura 23. Flor del subgrupo A,. a) vista adaxial, b) vista
abaxial. Notese las nervaduras pigmentadas (flecha). Aumento:
Barra Icm.

Subgrupo Aj: Las flores de este fenotipo presentaron sectores albinos de diverso tamaio localizados
de manera aleatoria en el limbo de la corola. Particularmente los sectores que abarcaron mayor
superficie de corola evidenciaron segun el sector comprometido, el patrén de nervaduras descripto

en el tipo A; (Fig. 24c, d).

Figura 24. Flores del subrgrupo As. a) y b) sectores menores dispersos en el limbo de la corola, ¢)
sector mayor en la zona del patron de las nervaduras pigmentadas, d) sector mayor entre el borde de
un lobulo y el otro, nétese parte del patron de nervaduras (flecha). Aumento: Barra 1cm.
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Subgrupo A4: El fenotipo caracteristico de este subgrupo presentd zonas heterogéneas en
intensidad de color en el limbo de la corola. Dichas zonas presentaron bordes difusos sin una

posicion definida, dando un aspecto de “flor destefiida” o “senescente” (Fig. 25).

Figura 25. Flores del subgrupo A4. a) zonas de color fucsia intenso
(flechas), b) zonas de color fucsia palido (flecha negra) y zonas de
color WT (flecha blanca). Aumento: Barra 1 cm.

Subgrupo As y Ag: Las flores para estos subgrupos presentaron colores homogéneos en toda la
corola; violeta para el subgrupo AS y fucsia intenso para el subgrupo A6, como se observa en la

figura 26.

Figura 26. a), b) Flores del subgrupo As y ¢) Flor del subgrupo A¢. Aumento:
Barra Icm
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Grupo B: Mutantes en la forma y en el color de la flor

Las flores de este grupo presentaron un fenotipo tipo “estrella” con lobulos de é&pice agudo y
contorno rémbico y variegacion en el color a modo de franjas de diversos tamafios. Se diferenciaron

los subgrupos segun el color de la flor (Fig. 27).

Figura 27. Flores del Grupo B. a) subgrupo B, b) subgrupo B,.

Aumento: Barra lcm.
Particularmente, en las flores del subgrupo B, se presentaron algunas reversiones al color WT. En la
figura 28 se observan que las reversiones involucran al color de la flor y a la forma del l6bulo;

aunque esto no siempre se evidencia porque depende del tamafo del sector afectado (Fig. 28b).

Figura 28. Flores del subgrupo B;. a) sector WT (flecha negra) y
sector de color heterogéneo flecha amarilla), b) lobulos de color y
forma WT (flechas). Aumento: Barra 1 cm.
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Grupo C: Mutantes en la forma de la flor
Las flores de este grupo presentaron corolas de 16bulos con apice obtuso y contorno redondeado y
los subgrupos se diferenciaron segin el tamafo de la flor y el grado de division de los 16bulos (Fig.

29).

Figura 29. Flores del Grupo C. a) subgrupo C,, b) subgrupo Cs, ¢) subgrupo Cj.
Aumento: Barra 1 cm.

Grupo D: Mutantes de menor tamafio de flor que el WT
En este grupo la morfologia de la corola fue lo que diferencido el fenotipo de las flores,

determinéndose los subgrupos en base al tipo de apice del 16bulo (Fig. 30).

Figura 30. Flores de Calibrachoa. a) WT, b) Flor del subgrupo D, ¢) Flor del subgrupo
D,. Aumento: Barra 1 cm.

Las flores del subgrupo D; presentaron alta reversion de la forma de los 16bulos al WT, por lo que
algunas plantas seleccionadas en la etapa M1V1 se perdieron en las diferentes propagaciones

MI1V2, M1V3.
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Grupo E: Mutantes de mayor tamafo de flor que el WT

Este grupo de mutantes presenta un unico fenotipo representada por un unico subgrupo. La flor

presenta garganta aplanada en su eje horizontal y l6bulos superiores curvados hacia atras (Fig. 31).

Figura 31. a) Flor WT, b) Flor mutante de Grupo E.
Aumento: Barra lcm.

3.4.2  Analisis genotipico
Citometria de flujo: En la figura 32 se presenta un histograma tipico de intensidad de fluorescencia
relativa (IFR) obtenido en el ensayo. En dicha figura se observan 4 picos. El primer pico
corresponde a las impurezas del material de andlisis, el segundo y tercer pico corresponden a los
nucleos en fase G1/GO de la muestra y del genotipo estandar (Hordeum vulgare var. ‘“New
Golden”) respectivamente; y el ultimo pico de menor altura corresponde a los nicleos en fase G2
del estandar. En dicho andlisis se obtuvieron coeficientes de variacion (CV) menores o igual al 5 %
e IFR con valores relativos para la relacion muestra/estandar de 0.36-0.38 (Tabla 8) encontrdndose

diferencias significativas entre los subgrupos Bj, B,, C3 y Cs.
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Figura 32. Histograma de intensidad relativa de fluorescencia
(IRF) con DAPI -en unidades relativas-. Cuatro picos observados
en el histograma: pico 1- impurezas de la muestra; pico 2-
nicleos en fase Gy/Gjdel genotipo mutante; pico 3-ntcleos en
fase Go/G; del estandar (Hordeum vulgare var. “New Golden”);
pico 4- nucleos en fase G; del estandar.

Viabilidad del polen: En la figura 33a se presentan los granos de polen tefiidos segtn la técnica de

Griessl para el género Calibrachoa. Los granos de polen coloreados de verde intenso son viables y

los granos de polen coloreados de rojo, inviables.

En este andlisis los genotipos mutantes evaluados presentaron en todos los casos una viabilidad

menor al 50 %; al igual que el genotipo WT. En dicho anélisis, se observd un tnico genotipo

mutante con 100 % de granos de polen inviables.
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Figura 33. a) Granos de polen de Calibrachoa vistos con la tincion de Greissl (: polen viable; :
polen inviable, |j: polen subviable), Aumento: 10 um. b) Viabilidad del polen (%) en diferentes

genotipos.
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Cruzamientos: En la totalidad de los casos de auto-polinizacidon de las plantas mutantes no hubo
formacion de frutos (auto-polinizaciones n = 48, % fructificacion = 0); resultado que también fue
observado en los cruzamientos dirigidos que se realizaron entre los genotipos mutantes
(cruzamientos entre mutantes n = 58, % fructificacion = 0) y entre los genotipos mutantes y el WT
(Tabla 9). Sin embargo los cruzamientos realizados entre el genotipo mutante y un hermano entero
del WT perteneciente a la misma filial produjeron frutos con semillas viables como se detalla en la

tabla 9, salvo el caso de una mutante (genotipo D1) en la que no se produjeron frutos, ni semillas.

3.5 Evaluacion de las mutantes

Se evaluo la capacidad de brotado y la floracion en cantero y en maceta, eligiéndose para el analisis
solo aquellos fenotipos mutantes con caracteristicas ornamentales superiores. En el caso de la
capacidad de brotado, el andlisis se realizo en fenotipos del subgrupo Al; mientras que en el ensayo

para evaluar floracion en maceta y en cantero, se eligieron fenotipos mutantes de diferentes colores

de flor.

3.5.1 Capacidad de brotado: Los 10 fenotipos mutantes evaluados del subgrupo Al
presentaron un desarrollo de entre 2 y 3 brotes a los 30 dias de evaluacion. Los fenotipos
mutantes 2 y 6 fueron los que presentaron entre 3 y 4 brotes desarrollados por segmento. Se
encontraron diferencias significativas entre los fenotipos evaluados (Fig. 34). Cabe mencionar
que el fenotipo 2 ha sido propuesto como un posible material para su registro en el Registro

Nacional de Cultivares (Apéndice III).
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Brotado (%)

Mutantes

Figura 34. Fenotipos mutantes evaluados para la
capacidad de brotado en segmentos nodales. Las
letras diferentes indican diferencias
significativas (Poisson, p<0.005)

3.5.2  Floracion en cantero y en maceta: En dicho analisis el nimero promedio de flores
registrado a los 7 dias de comenzado el ensayo fue de 67,16 flores/maceta y de 17,22
flores/parcela. En la figura 35 y en la tabla 10, se presentan el numero de flores (datos
acumulados) en los diferentes momentos analizados (dias). En ambas condiciones de cultivo se
presenta un momento de maxima floracion a los 35 dias que luego decrece en el tiempo. En
cantero, la mutante 3 de flores color violeta, presentd un mayor decrecimiento en el nimero de
flores posterior al pico de floracion a los 35 dias; mientras que las mutantes 1 y 2 tuvieron un
comportamiento similar a lo largo del analisis en el numero de flores. En maceta, la dinamica
de floracion presentd un pico maximo a los 35 dias y otro a los 63 dias (floracion tardia) en las
mutantes 1 y 3 analizadas. Es notable lo observado en la mutante 2, la cual, en esa condicién
de cultivo, no present6 una segunda floracion como lo observado en las mutantes 1 y 3.

El genotipo utilizado como testigo o de referencia en el ensayo para comparar a las

mutantes, present6 a los 35 dias un alto nimero de flores que superé ampliamente a los genotipos
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mutantes en cantero. En maceta, a los 63 dias (floracion tardia) el genotipo super6é nuevamente en el

numero de flores a los genotipos mutantes.

E Cantero m Maceta
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Figura 35. Numero de flores de los clones mutantes obtenidos por radiacién X en diferentes momentos
de analisis. a) Cantero, b) Maceta.
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3. 6 Anexo-Tablas de Resultados

Tabla 1. Brotes M1 (N°y %) desarrollados en los tratamientos A y B.

Numero de brotes M1 Brotes M1 (%)

Tratamiento Numero de brotes irradiados
A (1 aplicacién) 3200
B (3 aplicaciones) 3552

1151
1523*

36
43

* ; Diferencia significativa entre los tratamientos A y B; a un p<0,05 (Test de Mann-Whitey)

Tabla 2. Numero de mutantes de flor observadas en los tratamientos de rayos X.

Tratamiento Mutantes Clases MUTANTES
Color Forma Color + Forma TOTALES
A (1 aplicacion) 10 8 9 27
B (3 aplicaciones) 25%* 65** 52%* 142
TOTAL 35 73 61 169

** ; Diferencia significativa entre los tratamientos A y B; a un p< 0.01 (Test de Birnbaum y Kimball)

Tabla 3. Autovectores para nueve caracteres mofologicos de la corola

de la flor en mutantes obtenidas por rayos X y del genotipo WT.

Caracter
Largo del tubo corolino
Ancho del tubo corolino
Diametro mayor de la corola
Diametro menor de la corola
Ancho de la garganta
Alto del 16bulo 1
Alto del 16bulo 2
Ancho del 16bulo 1
Ancho del 16bulo 2

CP1 CP2
-0.897911  0.303535
-0.847478 -0.492346
-0.986458 0.132100
-0.997211 -0.003641
-0.718835  0.557272
-0.920620 -0.379857
-0.911325 -0.383424
-0.998375  0.149334
-0.976988  0.173652
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Tabla 5. Autovectores del anélisis de componentes principales en las mutantes para color de flor.

Caracter Grupo A Grupo B Grupo C, D, E
CP1 CP2 CP1 CP2 CP1 CP2
L 0.9545  0.0523 -0.8873 0.2691 -0.8961 -0.0945
a -0.9126  0.3912 -0.8652 0.2859 -0.6014 0.7808
b 0.9247  0.3320 -0.7979 -0.6026 0.7996 0.4813

Tabla 6. Breve descripcion de las mutantes inducidas en los tratamientos mutagénicos con rayos X,
para color (RHS) y morfologia de la corola. Las mutantes se representan en los subgrupos de
mutantes.

Subgrupo RHS ~ Caracteristicas de las flores mutantes
A White 155C Blanca con nervaduras pigmentadas
A, Red Purple 72C Rosa con nervaduras pigmentadas
Az Red Purple 74A Fucsia con sectores albinos
Ay Red Purple 74A Fucsia con zonas heterogéneas de color
As Purple Violet 81A,B Violeta
Ag Red Purple 74A Fucsia intenso
B, Purple Violet 81A Variegada violeta
B, Red Purple  74A Variegada rosa
(O] Red Purple  74A Pequefia
G Red Purple  74A Pequeitia de 16bulos marcados
Cs Red Purple  74A Mediana de 16bulos poco marcados
Cy Red Purple  74A Grande de 16bulos marcados
D, Red Purple  74A Pequetia de apice emarginado
D, Red Purple  74A Pequetia de apice cuspidado
El Red Purple  74A Grande de apice cuspidado

RHS. Carta de color
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Tabla 7. Nimero de mutantes obtenidas en cada subgrupo para cada tratamiento

Mutantes (N°)

Subgrupos Trat. A (1 aplicacion) Trat. B ( 3 aplicaciones)
Ay 5 6
A, - 4
Az r
Ay 3 9
As 1 4
Ag - 4
B, 5 6
B, 4 46
C - 2
C -—-- 3
Cs 1
Cy 2 13
D, 3 8
D, 2 6
E, - 2

TOTAL 27 142
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Tabla 4. Media (mm) y error estandar para nueve caracteres morfométricos de corola en el WT y en los subgrupos de mutantes.

Genotipo Largo del tubo  Ancho del tubo Didmetro mayor Didmetro menor Ancho de la Largo del Largo del Ancho del Ancho del
corolino corolino de la corola de la corola garganta 16bulo 1 16bulo 2 16bulo 1 16bulo 2

X EE X EE X EE X EE X EE X EE X EE X EE X EE
WT 21.86 £0.19 7.33+£0.07 31.42+0.38 26.39 +£0.07 7.21+0.13 14.23+0.21 14.63 £0.15 12.13+£0.17 11.80+0.25
Grupo A
Al 20.67 £ 0.07 7.32+0.04 29.22 +£0.18 2476 £0.16 7.95+£0.05 12.39 £ 0.08 12.99 + 0.08 9.89 +0.08 10.21 £ 0.08
A2 20.02 £0.14 6.73 £0.05 26.81 £0.21 22.23+0.19 6.75+0.07 11.14 £ 0.10 11.51 £0.09 9.90£0.12 9.81+0.11
A3 20.82 +£0.13 7.15+0.07 28.24 +£0.35 23.87 +£0.39 7.97 £0.14 12.50+0.21 12.75+0.22 10.66 +0.13 9.99+0.16
A4 19.76 £ 0.08 7  +£0.04 29.03+0.18 24.55 +£0.21 7.61 £0.05 12.57+0.11 13.08+0.11 10.48 + 0.08 10.22 +0.08
A5 18.89+0.14 6.68 = 0.05 26.86 £0.16 23.10+0.14 7.50 £0.07 11.97+0.10 12.49+0.11 9.53 +£0.09 9.67 = 0.09
A6 19.78 £ 0.16 6.81+0.10 28.27+0.28 24.42 +0.30 7.22 £0.14 12.524+0.17 13.06 +0.18 10.59+0.19 10.24+0.18
Grupo B
Bl 19.94+0.10 6.67 £0.05 2494 £0.18 20.64 £0.15 6.73 £0.06 9.51+0.11 9.81 +£0.10 8.87 £0.08 8.87+0.09
B2 19.67 + 0.06 6.79 £0.03 25.08 £0.10 20.32+£0.10 7.05+0.04 9.74 + 0.06 9.98 +£0.06 9.24 +£0.05 8.98 £0.05
Grupo C
Cl 18.78 £0.15 6.49 +£0.07 22.11 +£0.20 18.01 £0.17 6.27 £0.11 8.79+0.13 9.03+0.10 7.63+0.16 7.75+0.14
C2 17.83 £0.13 6.71 £0.08 22.28 £0.29 16.49 + 0.34 7.36+0.13 7.44 +0.15 8.08+0.16 7.87£0.16 8.07+£0.16
C3 18.45+0.12 6.76 £0.04 2521 +£0.17 19.89+0.18 7.13 £0.05 9.49+0.11 10.06 +0.11 9.19 £0.08 8.95+£0.07
C4 19.03 +£0.11 6.66 £0.05 25.59+£0.18 20.29 £0.17 7.27+0.07 9.61 +£0.62 9.63 £0.11 9.54 £0.08 9.40 +0.08
Grupo D
D1 14.25+0.16 6.38 £0.09 21.65+0.39 19.72 £ 0.28 5.13+0.10 11.27+0.26 11.71 +£0.15 7.15+0.18 6.89+£0.18
D2 19.22 £0.12 7.19+0.10 23.73 £0.30 18.96 £ 0.29 7.34+£0.13 10.30+0.14 10.69 £0.16 8.33+0.14 8.05+0.17
Grupo E 20.93 £0.11 7.16 £0.08 30.47 +0.21 25.75+0.21 8.73£0.10 12.84 £ 0.11 13.22 +£0.10 11.91 £0.12 11.36 £ 0.10

X . Media, EE. Error estandar.
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Tabla 8. Intensidad Relativa de Fluorescencia (media y CV) obtenidas por densitometria de
flujo (tincion con DAPI ) en plantas WT y en plantas mutantes, utilizando como estandar
Hordeum vulgare var. “New Golden”.

Genotipo Muestra Estandar Muestra/Estandar D
X CVv X CV
WT 22.99 6.12 61.42 323 0.374 —
Ay 22.99 4.21 60.42 2.18 0.380 1.66
A, 23.99 4.41 62.50 2.41 0.383 2.53
Aj 23.26 3.68 60.69 2.03 0.383 2.49
Ay 23.51 3.89 61.70 2.46 0.381 1.83
As 23.08 393 63.36 2.00 0.364 1.40
Ag 24.54 4.31 64.06 1.79 0.383 2.46
B, 22.54 3.81 61.01 2.09 0.370%* -1.25
B, 2291 3.72 61.59 2.23 0.372%* -0.53
C 25.33 5.91 67.48 2.59 0.375 0.37
C, 23.31 3.22 63.56 2.36 0.367 -0.53
Cs 25.07 3.79 64.86 2.41 0.387%** 3.55
Cy 24.47 3.22 66.61 1.75 0.367** -1.84
Dy 21.97 6.45 58.75 3.84 0.374 0.02
D, 23.14 5.74 61.61 3.19 0.376 0.50
E 22.33 5.24 58.11 3.30 0.384 2.72
X . Media

CV. Coeficiente de Variacion.
**: Diferencia significativa entre los genotipos a un p< 0.01 (Test Tukey)
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Tabla 9. Nimero de cruzamientos, porcentaje de fructificacion y promedio de semillas obtenidas
por cruzamientos entre las mutantes, el WT y el hermano WT.

WT Hermano del WT
Genotipo Cruz. Frutos B/A *100 Semillas Cruz. Frutos B/A*100  Semillas
@) B (X) (GCYRN(S)) (X)
Al 90 0 0 0 77 56 72.73 61
A2 7 0 0 0 26 24 92.31 192
A4 18 0 0 0 68 58 85.29 175
AS 20 0 0 0 18 16 88.89 00
A6 R S 4 4 100 184
B1 13 0 0 0 6 6 100 5
B2 59 0 0 0 147 116 78091 124
C1 6 0 0 0 e e e e
Dl 15 0 0 0 20 0 0 0
D2 e e e e 27 23 85.19 128
El - e - e 19 19 100 129
*. Cruzamientos no realizados porque no habia disposicion de flores.
Tabla 10. Numero de flores en condiciones de cantero y maceta.
Cantero Maceta
Evaluacion ~ Mut. 1 Mut. 2 Mut. 3 Mut. 1 Mut. 2 Mut. 3
(dias) X DE X DE X DE X DE X DE X DE
7 19.7 + 2.1 12.7 £4.2 19.3+8.6 60.0 £19.8 727 £7.9 71.0+10.5
21 327 £ 32 59.0 £ 19 42.0+10 402+ 9.7 79.7 £7.9 71.0+10.5
35 81.0 £16.7 100.7 £46.6 116.7+22 122 +£37.5 67.0 £23.6  83.7+20.6
49 803 £ 6.8 98.0 £40.8 48.7+4.9 605+ 7.5 39.2 £13.6 322+ 18
63 73.0 £19.3 80.0 £19.5 457+ 9 745+ 8.7 31.7 £12.3 722+ 12.7
83 793 £26.4 84.3 £15 423 +£28.3 247+ 8.9 155 7 29.3+10.0
92 63.3 £26.4 78.7 £11.9 56.7+11.5 7.5+ 2.6 140 £4 -
119 103 =+ 9.7 18.7 £ 9.9 170+£10.1 = e e
X . Media

DE. Desvio Estandar
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4. DISCUSION

A partir del objetivo planteado en este trabajo que fue el estudio de la radiacion X como
herramienta de mejora en plantas ornamentales particularmente en el género Calibrachoa, a
continuacion se discuten las diferentes etapas seguidas en la investigacion para la induccion de

mutaciones en la mejora del cultivo.

e FEleccion del material genético de partida, tipo de tejido y agentes mutagénicos

La eleccion del material genético para la induccion de mutaciones es de fundamental
importancia en el mejoramiento de plantas a través de mutagénesis. Para la eleccion del material
genético en este trabajo se utilizd un material hibrido del género Calibrachoa obtenido del
cruzamiento entre la especie nativa C. excellens y la variedad comercial “Callie Dark Blue”, elegido
en base a sus buenas caracteristicas ornamentales. Generalmente el material que se elige para la
induccion de mutaciones en un programa de mejoramiento son cultivares de excelencia o materiales
en proceso avanzado de mejora en los cuales se busca cambiar una o unas pocas caracteristicas
(Broertjes y Verboom, 1974). En cuanto al tipo de tejido elegido, las yemas axilares de los
segmentos nodales resultan muy adecuadas para los ensayos mutagénicos porque permiten
experimentar con gran cantidad de meristemas sumado a la facilidad en la manipulaciéon y al
manejo de los mismos. A su vez permite la realizacion de un manejo genealdgico pos-irradiacion
de los brotes a través de la posicion o la localizacién a lo largo del segmento, con la posibilidad de
distinguir su origen en caso de obtenerse varias mutantes idénticas. Con respecto al mutageno se
prefirié utilizar un mutageno fisico de radiacidon ionizante, en este caso rayos X. Este tipo de
radiacion resulta apropiado para tratar yemas debido a que la penetracion de la radiacion X en el

tejido es homogénea y suficiente y permite a su vez un adecuado control de la dosis (Briggs y
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Constantin, 1977). Es importante aclarar aqui que la eleccion de un mutageno fisico con respecto a
un mutageno quimico en el tratamiento de yemas resulta mas favorable debido a la penetracion
como se menciono anteriormente y a que los mutagenos quimicos pueden presentar problemas de

toxicidad (Prina, cp).

e Eleccion de la dosis

El primer paso experimental para la induccion de mutaciones de manera artificial, es determinar
una adecuada dosis de rayos X. El criterio de dosis que fue elegido en este trabajo fue la Dosis Letal
Media (DLM) 6 DL50. Dicha dosis es cominmente utilizada en mutagénesis inducida cuando se
trabaja por primera vez con un material experimental en el que se desea establecer una dosis que
asegure afectar al material suficientemente como para inducir una frecuencia de mutaciones
considerable pero que, por otro lado, no reduzca drasticamente la cantidad de material que
sobrevive (Tulmann Neto y Latado, 2007; Fuchs, 2002). En este trabajo, el porcentaje de brotes
desarrollados a los 60 dias pos-irradiacion fue el criterio tomado para estimar la DLM,
observandose que el 50 % de los brotes sobrevivientes correspondieron a una dosis de 24 Gy.
Dicho resultado esta acorde con los estudios realizados en el género, en los que se observd que una
dosis de 30 Gy fue una dosis efectiva para la induccion de fenotipos novedosos en flor (Schum,
cp).
Es importante sefialar que cuando se trabaja con mutagenos fisicos del tipo de las radiaciones
ionizantes (rayos X, neutrones), es habitual utilizar a la DLM como dosis de eleccion para los
ensayos mutagénicos, ya que este tipo de mutadgeno presenta habitualmente una alta correlacion
entre los efectos letales y los efectos mutagénicos que no siempre se cumple en el caso de
mutagenos quimicos, como por ejemplo la azida sédica (Prina y Favret, 1988). Esta correlacion

entre letalidad e induccion de mutaciones no siempre ocurre cuando se trabaja con mutdgenos
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quimicos en los que generalmente la penetracion en el tejido no resulta homogénea y el criterio de
DLM como dosis de eleccion no es recomendable (Prina, 1989; Prina y Favret 1988). Sin embargo
es importante mencionar que la relacion entre letalidad de las plantas M1 y los efectos mutagénicos
no es igual en todos los tipos de radiaciones ionizantes ni tampoco en los tipos de tratamientos,

como se discute mas adelante en este trabajo.

® Daiios observados sobre los brotes M1

Se observaron diversos efectos de la radiacion X en las yemas de Calibrachoa tales como
necrosis y/o malformaciones en el tejido. La radiacion afect6 también la dindmica del crecimiento y
la viabilidad de los brotes. En este tltimo caso el recuento detallado de los brotes con respecto a la
posicion en el segmento nodal en distintos momentos pos-irradiacion evidencia un efecto
diferencial para cada dosis. En el control sin irradiar a los 18 dias (Fig. 8a) puede observarse una
cierta dominancia del brotado en las posiciones més apicales del segmento (brotes 1 al 4) por sobre
el resto de los brotes. Este tipo de desarrollo es el esperable en un tallo con dominancia apical, en
el cual el crecimiento apical inhibe el crecimiento de las yemas laterales (Taiz y Zeiger, 2002). Para
las dosis de irradiacion de 15, 30 y 60 Gy se observd un comportamiento diferente. Las posiciones
apicales fueron las mas afectadas por la radiacion, lo que retrasé considerablemente el desarrollo de
los brotes, asi como también su numero, tanto en la dosis de 15 Gy como en las dosis mayores de
30 y 60 Gy (Fig. 8b,c,d). En esta ultima dosis se presentd a su vez una altisima letalidad en los
brotes apicales. Por otro lado en las dosis mayores, los brotes ubicados en las posiciones 4 a 8
desarrollaron mas rapido que el control no irradiado, superando ampliamente el nimero de brotes
desarrollados en las posiciones apicales (1 y 2). Este cambio de dominancia relativa segliin la
posicion del brote puede compararse con lo que ocurre en la excision del apice (Taiz y Zeinger,

2002). El efecto diferencial segin la posicion de los brotes puede explicarse en base a una mayor
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sensibilidad de los brotes apicales a las radiaciones ionizantes. Estos mismos resultan ser los mas
activos en el segmento nodal y tal como sefiala tempranamente Stadler (1930) los efectos deletéreos
de los rayos X se intensifican en los tejidos fisioldgicamente activos. Sin embargo diversos factores
pueden estar influyendo en el efecto de las radiaciones ionizantes sobre el material tratado. Entre
ellos, factores externos como temperatura, humedad, luz y/o factores intrinsecos del material como
la constitucion genética, estado metabolico del meristema, etc (Ahnstrom, 1977). Es importante
aclarar que la constitucidon genética de los meristemas aqui tratados resulta igual en todos ellos
porque devienen clonalmente del hibrido, sin embargo el estado metabdlico de los mismos puede
variar en el contenido de oxigeno, agua, hormonas, etc (Ahnstrom, 1977). El oxigeno y el agua son
los principales factores que amplifican los efectos letales ya que por medio de la radiacion se
producen especies reactivas de oxigeno que toxifican a la célula y derivan en letalidad (Ahnstrom,
1977).

Desde el aspecto morfologico se observaron sectores verde claro (viridis) en las primeras hojas de
los brotes M1 en las dosis de radiacion de 15, 30, 60 Gy con cambios morfologicos como zonas
hundidas. Estos sectores corresponden a mutaciones somaticas que segun el niimero de células
presentes en el meristema en el momento de la irradiacion, ocuparan una mayor o una menor
proporcion en el tejido de la hoja desarrollada. Cuanto mayor sea el nimero de células iniciales en
un meristema en el momento de la irradiacion, los sectores mutados tendran un menor tamario en el
organo completamente desarrollado (Donini y Micke, 1984; Prina et al., en prensa). La
denominacién  viridis pertenece a un grupo heterogéneo caracterizado por su color verde-
amarillento o verde-claro y deviene de una clasificacion realizada por Gustaffson para distinguir
clases de mutaciones clorofilicas en cebada (van Harten, 1998). En cebada se ha estudiado la
influencia del genotipo en las frecuencias y en los espectros de mutaciones somaticas que se

expresan en M1 para distintos mutagenos a través del uso de genes marcadores clorofilicos al
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estado heterocigoto (Prina y Favret, 1988). En dicho trabajo se observdé que en ausencia de estos
marcadores al estado heterocigoto el espectro estuvo compuesto principalmente por sectores del
tipo viridis, mientras que el espectro de mutantes cambid drasticamente en funcion de los
marcadores presentes y del mutageno utilizado (Prina y Favret, 1988). En las hojas de las
monocotiledoneas estos sectores viridis se observan como estrias longitudinales mientras que en las
dicotiledoneas se presentan como manchas clordticas de forma irregular segun el patron de las
nervaduras y obedece a la ontogenia de cada especie (Prina et al., en prensa).

Ontogenéticamente, las hojas de las dicotiledoneas son el resultado de divisiones periclinares en
células ubicadas en forma de anillo en la periferia del meristema apical (Esau, 1985). Resulta
frecuente encontrar malformaciones en las hojas M1 de las dicotiledéneas después de los
tratamientos con radiaciones ionizantes (Prina ef al., en prensa, Cortizo ef al., 2003). Los cambios
morfologicos observados -hundimiento del sector- en asociacion con sectores deficientes en
clorofila pueden interpretarse como una consecuencia del tamano diferente de las células que
conforman el sector mutante (Martinez y Favret, 1991). Otras de las malformaciones observadas
pueden ser interpretadas también como resultado de la muerte celular de las células no compensada
por el crecimiento de las células vecinas tal como ocurre en el algodon (Prina ef al., en prensa). Por
ultimo, las malformaciones en la fusion de hojas y tallos observados en este trabajo pueden ser
consecuencia en la irregularidad de las divisiones celulares como explica van Harten (1998).

En las flores también se presentaron formas aberrantes, aunque en la mayoria de los casos se
observaron flores bien formadas. La aparicion de flores con un mayor numero de 6rganos puede
relacionarse a duplicaciones en las células del meristema floral y no a una fusion de flores, ya que
en este género, las flores se presentan solitarias en la axila de la hoja. Dichas malformaciones
fueron de caricter transitorio y por ende no pudieron ser transmitidas a las subsiguientes

generaciones de propagacion vegetativa. En términos generales se puede decir que a priori es dificil

54



distinguir si el origen de algunas malformaciones se debio a efectos del tipo teratogénico o fueron

verdaderas mutaciones en genes responsables de la formacion de los érganos.

e Incidencia de las metodologias de irradiacion sobre la letalidad y la induccion de mutantes
(Tratamiento A= 1 aplicacion; Tratamiento B= 3 aplicaciones)

La relacion entre letalidad e induccion de mutantes dependi6é de la metodologia de radiacion
aplicada en el material experimental. El nimero de plantas M1V1 asi como también la frecuencia
de mutantes inducidas y el patrén de desarrollo de los brotes en funciéon de la posicion del
segmento, difirié entre los dos tipos de tratamientos (Fig. 13). En el tratamiento de una sola
aplicacion o dosis completa (24 Gy), los brotes tuvieron un patréon de desarrollo muy similar al
ensayo de la DLM para las dosis de 15 y 30 Gy, mientras que en el tratamiento de 3 aplicaciones o
dosis fraccionada (8 Gy/semana) el desarrollo de los brotes resultd similar a la dosis de 0 Gy del
ensayo. Es decir, las posiciones apicales 1, 2 y 3 del segmento nodal serian las posiciones que mas
se afectan con los rayos X y que resultan mas sensibles a los efectos de los mismos. Por ende, el
tratamiento de tres aplicaciones presentd un menor dafio fisiolégico que el tratamiento de 1
aplicaciéon. La menor letalidad que se observo en la dosis fraccionada ha sido reportada y
comprobada en muchos ensayos (van Harten, 1998). Estos resultados pueden explicarse a través
del fenomeno de “recuperacion”, explicado en base a los sistemas de reparacion del ADN
(Matsumura, 1964; Lea, 1955). Algunos autores indican que los sistemas de reparacion de ADN
actuarian en las intermitencias de los eventos de irradiacion mejorando de esta manera la
supervivencia de las células (van Harten, 1998; Schum y Preil, 1998; Tuteja et al., 2001; Britt,
1999; Preuss y Britt, 2003). La radiacion ionizante produce la desestabilizacion de la molécula de
ADN a través de roturas de simple o doble cadena (Ahnstrom, 1977). Matsumura (1961) propone

que la restitucion de las roturas de simple cadena que ocurren durante el periodo de reposo
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disminuiria la coexistencia de dos o mas roturas adyacentes, evitando de esta forma la produccion
de numerosas aberraciones cromosdmicas que so6lo se originan por la ocurrencia de al menos dos
roturas simultaneas, usualmente denominadas en inglés “two-hit aberrations”, para que puedan
producirse uniones impropias entre los extremos rotos. La ocurrencia de fendémenos similares ha
sido discutido largamente también en los casos en que las dosis se aplican en tasas altas o bajas, o
si se hace irradiacion cronica o aguda (Briggs y Konzak, 1977). van Harten (1998) sefiala que
generalmente para aumentar la dosis de irradiacidon sin que se incremente proporcionalmente la
letalidad es recomendable aplicar dosis iniciales pequenas y reducir de esta forma los efectos a las
exposiciones posteriores mayores. Esto fue estudiado en Saintpaulia ionatha donde se observo que
dosis iniciales pequenas de rayos X protegian a las hojas de los efectos letales de dosis posteriores
mayores (Broertjes, 1972). Segin Schum (2003) este tipo de dosis fraccionada permitiria aumentar
la dosis total, obteniéndose una buena regeneracion y una mayor tasa de mutacion. Por lo tanto los
efectos diferenciales entre los tratamientos mutagénicos dependerdn de los mecanismos de
reparacion del ADN propios de la especie, del genotipo tratado, asi como también de los intervalos
de tiempo entre cada irradiacion y las condiciones intrinsecas y extrinsecas del material como fue

mencionado anteriormente.

e Formacion y crecimiento de los sectores mutantes en las plantas quiméricas M1V1

La seleccion de las mutantes para caracteres de color y forma de flor hace que se requiera de un
sector mutado lo suficientemente grande como para que el cambio que fue inducido pueda ser
visualizado y por ende seleccionado. Una célula que ha mutado por sucesivas divisiones mitéticas
originara un clon celular que crecera rodeado de clones celulares de otra constitucion genética, sean
WT u otros clones portadores de otras mutaciones (Prina et al., en prensa). Generalmente las plantas

que derivan de la primera generaciéon mutagenizada a partir de 6rganos multicelulares como las
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yemas, semillas, etc; representan quimeras complejas en donde la célula mutada debe competir con
las células WT por el espacio. Estas quimeras estdn formadas por sectores mutantes de diverso
tamafio con un fondo genético comun. El éxito de una célula mutada dependera entonces de la
capacidad para dividirse y de generar un clon celular durante la diplofase en competencia con el
resto de los clones celulares que formaran la planta adulta (Prina et al., en prensa). La competencia
entre c¢lulas somaticas se la llama cominmente seleccion diplontica (Gaul, 1964) o seleccion intra-
individual o intra-somatica por Kaplan (D'amato, 1965). Adicionalmente a lo que ocurre en la
semilla, los meristemas en los 6érganos vegetativos se presentan estratificados en capas concéntricas
que crecen de manera mas o menos independiente cubriendo un cuerpo central no diferenciado
(teoria del tunica —corpus) (Esau, 1985). Una célula mutada localizada en su capa de origen (LI,
L2, L3) originard un clon celular que ocupara en principio sélo una parte de esta capa (quimera
mericlinal) y mientras las células mutadas se dividan por mitosis formando las siguientes
generaciones celulares, el clon celular aumentard de tamafio y llegard a ocupar toda la capa
originandose una quimera periclinal. Las capas celulares L1, L2 y L3 dardn origen a distintos
organos: la capa histogénica L; originard a las células epidérmicas, la capa L, originara a las
gametas y la capa L originard el sistema vascular (Lineberger, 2008). Es importante sefialar que
una mutante para un determinado cardcter so6lo se expresard cuando se ubique en la capa
correspondiente; es decir, una mutacion que inhiba la sintesis del pigmento de la flor se observara
solo si este cambio se localiza en las células de la capa L1. Cabe mencionar que las células
epidérmicas presentan una estricta conservacion en el linaje de sus células y se considera a la
epidermis uno de los tejidos mas estables en la planta (Lolle y Pruitt, 1999). Un requerimiento
basico para el mejorador que trabaja en induccidn artificial de mutaciones, particularmente en
especies de propagacion vegetativa, es la de incrementar el 4rea mutada para que pueda aplicarse la

seleccion. Este propdsito puede lograrse con podas sucesivas de los sectores WT favoreciendo que
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el area mutada se amplie o sea cada vez mayor (Tulmann Neto y Latado, 2007). En este aspecto las
plantas de reproduccion sexual presentan un panorama diferente. El pasaje a través de las gametas
unicelulares hace que no se observen plantas quiméricas en la generaciéon M2 salvo para el caso de
los genes localizados en los cloroplastos o en mitocondrias (Prina ef al., en prensa) o para el caso de
mutantes de genética inestable que producen per se nueva variabilidad (Prina et al., 2009). Durante
la formacion de las gametas existe un filtro muy estricto a nivel haploide Ilamado seleccion
haplontica por el cual la mayoria de las mutantes recesivas deletéreas son expuestas y eliminadas
(Swaminathan, 1977). Este mecanismo también actia eliminando aberraciones cromosomicas de
gran tamafio que a pesar de haber superado el filtro de la seleccion diplontica a nivel somatico no
resultan viables durante la meiosis y se pierden tal como ocurre en el polen irradiado de la especie
Arabidopsis thaliana (Naito et al., 2005). En este aspecto, las plantas de multiplicacion vegetativa
sin recombinacidn sexual, posibilitan el mantenimiento de combinaciones heterocigotas favorables
asi como también de interacciones intra- ¢ inter-génicas (dominancia y epistasis) que de otra forma

se perderian a través de la reproduccion sexual.

e Estudio de las mutantes de flor en plantas M1V1 -recuento, aislamiento y clasificacion de
mutantes-

En este trabajo la variabilidad generada en los tratamientos mutagénicos para caracteristicas
ornamentales en mutantes de flor resulté de suma importancia por la gama de formas y colores que
se generaron. Es importante sefialar que las mutantes observadas corresponden a mutaciones
somaticas, es decir mutaciones que ocurren en tejidos somaticos y son multiplicadas por mitosis sin

una fase de reproduccion sexual. Como ya fue mencionado anteriormente, el espectro de mutantes
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inducidas que puede observarse, mantenerse y por consecuencia utilizarse en las plantas de
propagacion vegetativa resulta muy diferente al de las plantas de propagaciéon por semilla. Para ello

varios factores deben considerarse al respecto: 1- Influencia del mutdgeno: La frecuencia de las

mutaciones somaticas en relacion a las germinales es muy diferente segin el mutageno utilizado.
Los rayos X tienen una mayor capacidad de inducir mutaciones expresadas a nivel somatico que

los mutagenos quimicos (Prina y Favret, 1988). 2- Influencia del genotipo: La constitucion genética

heterocigota del material experimental puede tener una influencia notable en la frecuencia y en el

espectro de las mutaciones somaticas inducidas (Prina y Favret, 1988). 3-Influencia del tipo de

seleccidn, hapléntica o dipldntica: La aplicacion de un tratamiento mutagénico en un meristema

multicelular es de esperar que origine un tejido u organismo quimérico; es decir, formado por
células con més de una constitucion genética (Prina et al., en prensa, Tilney y Basset 1963). Las
mutaciones se originan a nivel de células individuales y la formacion de plantas quiméricas implica
una competencia entre los distintos clones celulares.

En el presente trabajo la aparicion de individuos quiméricos en las plantas M1V1 es un resultado
esperado y acorde a la constitucion multicelular de los meristemas tratados. Los fenotipos mutantes
se observaron so6lo en sectores de las plantas M1V1 con flores WT y flores de fenotipo novedoso
(Fig. 14). La posibilidad de multiplicar la rama de fenotipo novedoso de la primera generacion
(M1V1) resulta una ventaja en las especies de multiplicacion vegetativa con respecto a aquellas que
solo se pueden propagar por semilla. Al respecto, Schum y Preil (1998) remarcan la ventaja que
representa la posibilidad de la seleccion de mutantes en las plantas M1V1 con respecto a las plantas
de propagacion por semilla en el tiempo de mejora.

Los fenotipos mutantes fueron seleccionados y clasificados en base a las caracteristicas de flor
descriptos en 3.4 (color y forma). El fenotipo A1 ademés de la variegacion clonal originada en el

quimerismo de la planta M1V1 present6 variegacion del tipo posicional. Este tipo de variegacion
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ocurre por una expresion diferencial de la célula segin su posicion o localizacion en el tejido. Este
efecto puede estar dado en el fenotipo descripto, por la posicion de la célula con respecto a las
nervaduras y/o con respecto a si la célula mutante se ubica en la zona central o en los laterales del
l6bulo. Los patrones de variegacion posicional en la corola son frecuentemente observados en
diversas especies y la explicacion mas difundida se relaciona a una expresion diferencial en la
biosintesis de los pigmentos que con frecuencia es controlada por genes regulatorios. Un ejemplo de
esto es el del gen Ani2/anl2 que produce un patrén de variegacion posicional con respecto a las

3

nervaduras en la flor de Petunia denominado “venation pattern” (Martin y Gerats, 1993) 6 en
mutantes de Arabidopsis thaliana “reticulata” con patrones de distribucion de los pigmentos
clorofilicos en las nervaduras de las hojas (Gonzalez-Bayon et al., 2006). En monocotiledoneas las
mutantes posicionales mas comunes corresponden a aquellas que presentan diferente pigmentacion
clorofilica entre la base y el extremo superior de la ldmina de la primera hoja, designadas por
Gustafsson (1948) como discontinuas y del grupo virido-albina (van Harten, 1988). También en
dicho fenotipo se presentaron flores con sectores de ambos colores sugiriendo una composicion
quimérica en sus tejidos (Fig. 22a). Dichos sectores se localizan a lo largo del radio de la corola,
con un patrén esperable de crecimiento para los clones celulares que la forman. Esto permite
suponer que en las flores en donde se observaron sectores clonales indicativos de quimerismo, el
meristema presentaba mas de una célula al momento de la irradiacion. Por otro lado, puede verse
que algunos de los sectores mutados ocupan mas de una flor indicando que estas se originaron en
una misma célula inicial. Es interesante notar que la distribucion de los clones celulares marcados
por la mutacion sugiere una primera etapa de crecimiento durante la ontogenia de la flor en donde
los clones celulares se encuentran desordenados y que cuando se definen los destinos celulares en

el tejido, los linajes celulares mutados y normales quedan mezclados de manera irregular. Por otro

lado es importante sefialar que la expresion de la variegacion posicional tipica del subgrupo Al no
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se altera cuando la mutante ocupa s6lo un pequefio sector clonal. El patrén se cumple estrictamente
y no se encuentra influenciado por el genotipo de las células vecinas, sean otras células mutantes o
células WT. Por ultimo, en el caso de las flores de la figura 22b, los lobulos inferiores
completamente albinos se interpretan como la ocurrencia de una mutacion adicional que elimina
totalmente la sintesis de pigmentos antocidnicos en ese sector.

Las flores mutantes del subgrupo A, se caracterizaron nuevamente por tener un patrén posicional
respecto de las nervaduras de manera muy similar al del subgrupo A; aunque en dicho caso el
color de fondo fue rosa palido a diferencia del fondo albino del subgrupo Al (Fig. 23). Esto puede
explicarse por la accion de un gen de similar accioén al del subgrupo A1l pero que solo suprime
parcialmente la expresion de los pigmentos antocianicos.

Por otra parte, las mutantes del subgrupo Az (Fig. 24) se caracterizaron por presentar sectores
mutantes del tipo clonal de muy diverso tamafio distribuidos de forma irregular en el limbo de la
corola. Este patron de variegacion sugiere ser quimérico y de alta inestabilidad genética; sugiriendo
la accién de un elemento moévil activado por la irradiaciéon como argumenta Walbot en maiz (1988).
Es interesante notar que en algunos sectores, particularmente los de mayor tamafio (Fig. 24d) se
puso de manifiesto el patron de variegacion posicional de similar tipo al descripto en el subgrupo
Al. Esto sugiere que el gen que esta siendo afectado sea el mismo o de similar efecto que el del
subgrupo Al, pero que en vez de ser afectado por una mutacion estable esta siendo afectado por la
insercion de un elemento movil activado por la irradiacion. Generalmente las radiaciones producen
la rotura y el rearreglo de los cromosomas de manera aleatoria, como ocurre cuando hay presencia
de transposones (Gustfsson y Ekberg, 1977b). Este tipo de fenotipo resulta de interés porque
permite estudiar el crecimiento de la epidermis en la flor. El tamafio del sector es indicativo del
momento en el que se produjo la mutacion durante la ontogénesis de la flor. El crecimiento de la

epidermis en la flor ocurre desde el dpice hacia la base (Bewley et al, 2000) con lo cual sectores
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pequefios indican que la mutacidon ocurri6 tardiamente durante el desarrollo de la flor mientras que
sectores grandes indican que la mutacion ocurrié tempranamente. En este aspecto no sélo el tamafo
del sector sino también la posicion que ocupa en el limbo da indicios del momento en el que se
expresa el evento mutacional y por ende sectores ubicados cerca de la garganta de la flor se
originaron mas tempranamente que los sectores ubicados cerca de la parte distal de la corola. En
Petunia (Martin y Gerats, 1993) el estudio de genes involucrados para la sintesis de los pigmentos
florales determin6 que los pétalos derivan de dos anillos independientes de células meristematicas
localizadas en el borde de la corola; uno de los anillos desarrolla la epidermis adaxial y el otro la
epidermis abaxial. Los sectores internos de forma oval revelan que fueron originados de células
que mutaron luego de que se separaron del meristema marginal con un numero limitado de
divisiones luego de la mutacion y los sectores que se originaron en cé€lulas que mutaron cuando aun
integraban el anillo meristematico llegaron hasta el margen de la corola presentando morfologia
triangular con la base sobre el margen de la flor. Otro ejemplo de un comportamiento similar a lo
expuesto es el de la mutante speckled de Ipomoea nil (Japanese morning glory) descrito por Abe et
al. (1997). La mutante presenta una variegacion en las flores del tipo clonal que se encuentra
relacionada al gen speckled (DFR-B) el cual produce ocasionalmente flores con sectores coloreados
sobre un fondo albino por el elemento 7pn/ que se traspone. La frecuencia y el timing de la
mutaciéon producto del trasposon durante el desarrollo del pétalo, determina los patrones de
variegacion (Inagaki et al., 1994). El fenotipo A3 en este trabajo presenta un comportamiento
similar a lo expuesto anteriormente y a lo estudiado en Antirrhinum, Zinnia y Mirabilis (Spitters et
al., 1975; Epperson y Clegg, 1987; Smith et al., 1988), con un esquema de desarrollo en la
epidermis de un alto grado de inestabilidad genética.

En el subgrupo A4 se agruparon las mutantes que presentaron manchas con diferentes intensidades

de color sin mostrar un dibujo sugerente de linaje celular, ni una posicion definida con respecto a
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las nervaduras o a las diferentes partes de la corola. Por lo antedicho, estas manchas no
corresponderian a sectores de diferente constitucion genética ni a efectos posicionales relacionados
con el desarrollo, sino mas bien a efectos de tipo fisiologico. Este fenotipo hace recordar a lo que
sucede en el proceso de senescencia a través del cual se dispara un mecanismo particular de muerte
celular programada, en la que no hay pérdida de nutrientes sino que hay una re-localizacion de los
mismos en otra parte de la planta (Thompson et al., 2002). La senescencia ocurre naturalmente,
pero puede estar inducida prematuramente en respuesta a diferentes tipos de estrés por ejemplo el
ambiental (Thompson et al., 2002). La mutante que fue descripta en este trabajo sugiere tener una
especie de senescencia anticipada en la corola de la flor.

Las flores del subgrupo As (Fig. 26a,b) presentaron flores de color violeta homogéneo en toda la
corola y pigmentacion en las nervaduras como se observa en el fenotipo WT. Las flores del
subgrupo A6 también fueron de color homogéneo pero en este caso de color fucsia intenso (Fig.
26¢). Con respecto al color de las flores, el pH vacuolar es uno de los reguladores de color que maés
antiguamente se conoce (Yu et al., 2006). Estudios en el género Calibrachoa revelaron que las
diferencias en el pH vacuolar del tejido corolino seria el responsable del cambio de color en las
flores (Waterworth y Griesbach, 2001; Murakami et al., 2004). En este aspecto los pigmentos
antocianicos presentan diferentes rangos de color en soluciones de pH diferente. A pH alcalino, el
espectro de absorcion de las antocianinas como la cianidina y la delfinidina vira hacia mayores
longitudes de onda dando un color mas oscuro (Mol et al., 1998). En estudios de células
epidérmicas del boton floral de Ipomoea se observd que el cambio del color rojo-purpura del
pimpollo al color azul en flor abierta, se debe principalmente a un incremento del pH vacuolar de
6.6 a 7.7 (Asen et al., 1979; Spelt et al., 2002). En el género Petunia se observo que las mutantes

recesivas en los loci phl y ph7 regulan el pH celular y producen flores mas azules por un
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incremento del mismo (Houwelingen et al., 1998). El color de las flores en Calibrachoa depende de
factores como la calidad y cantidad de antocianidinas y del pH del tejido.
En el Grupo B las mutantes presentaron patrones de variegacion clonal de muy diverso tamafio con
sectores distribuidos en forma irregular en el limbo de la corola, sugiriendo que la mutante
inducida tendria una alta inestabilidad genética. En este sentido el fenotipo presentd caracteristicas
similares al subgrupo A3 por su patron de variegacion; pero adicionalmente al cambio de
pigmentacién hubo también cambios morfologicos en el contorno y en el apice de los lobulos (Fig.
28). El subgrupo Bl presentd sectores mutantes en dos tonos de violeta, ademas de sectores de
color (fucsia) y forma WT (Fig. 28b). El subgrupo B2 presentd sectores mutantes de color rosa
sobre un fondo de color rosado. Similarmente a lo que se propone para el subgrupo A3; se supone
que la irradiacion habria provocado la activacion de elementos moviles como fue anteriormente
mencionado. A pesar de la alta inestabilidad que sugiere el patron de variegacion observado en
todos los casos, los sectores mutantes presentaron asociadas determinadas caracteristicas de
pigmentacion y de morfologia que hace hipotetizar la posibilidad de que el gen mutado esté
afectando tanto la pigmentacion como la morfologia del l6bulo de la corola. Efectos pleiotropicos
de este tipo han sido comunmente también observados en mutantes clorofilicas de cebada (Martinez
y Favret, 1991).

La diversidad en las formas y en los tamafios de las mutantes correspondientes a los grupos C, D
y E, demuestra la posibilidad de variar la morfologia de las flores sin cambiar su color (Figs 29, 30
y 31). Este aspecto también se ha observado en los géneros Gladiolus, Bouganvillea, Hibiscus,
Pelargonium y Gerbera entre otros (Datta, 2005; Schum y Preil, 1998). En relacion a ello, las
mediciones realizadas para los diferentes caracteres de corola sustentan la variabilidad generada en
la forma del 16bulo y en el tamafo de flor, siendo el diametro mayor y el didmetro menor de la flor

los caracteres que pueden ser considerados como principales para realizar una distincion
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morfométrica entre las flores en cuanto a tamafio. Con respecto a los colores de las flores obtenidas
en las mutantes, los mismos variaron entre el violeta, pasando por el fucsia y rosa, hasta el blanco.
Es importante mencionar que el color rosa y el color violeta son los colores que presentan las flores
de los genotipos parentales del hibrido. La aparicion de esta gama de colores en las mutantes podria
estar indicando que el genotipo irradiado presenta una constitucion heterocigota para el color de la
flor. A diferencia de esto, en otros trabajos en se encontrd que la irradiacion de genotipos que
presentaban color de flor fucsia o rosa, originaron una gamma de colores entre el marrdn, naranja,
blanco, rojo, amarillo; como en el género Dendranthema x grandiflorum (Schum y Preil, 1998).
Con respecto a los mecanismos involucrados en la determinacion del color final de una flor, se
postula la presencia de deleciones lo que originaria knock outs génicos resultando en alelos de
expresion recesiva (van Harten, 19980) o bloquear diferentes etapas durante la biosintesis de los
flavonoides resultando en el fenotipo encontrado (Nakatsuka et la., 2005). Las mutaciones que
originen alelos recesivos en genes que estaban al estado homocigota dominante no se manifestaran
en las plantas de la generacion M1V1, ni en los individuos derivados vegetativamente de la misma.
Sin embargo, si podran expresarse aquellas mutaciones, que sin originar un alelo funcional, afecten
el alelo dominante de un gen al estado heterocigota, como es el caso del color en el hibrido
irradiado. Ejemplos en cebada de la influencia de marcadores clorofilicos con diferente expresion,
recesivos o de expresion semidominante y su relacion con diferentes tipos de mutagenos pueden

encontrarse en el trabajo presentado por Prina y Favret (1988).

e Propagacion vegetativa y estabilizacion de los fenotipos mutantes
En el proceso de mejora a través de mutaciones inducidas, la estabilidad del fenotipo encontrado
se evaltia en por lo menos tres propagaciones vegetativas sucesivas (M1V1,...V2 y V3) en donde las

caracteristicas fenotipicas iniciales observadas o por las cuales se diferenci6 el material debe
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conservarse (Tulmann Neto y Latado, 2007). Es importante mencionar que pueden aparecer
quimeras periclinares anteriormente no observadas que son “destapadas” durante las sucesivas
propagaciones vegetativas (van Harten, 1998). En dicho trabajo los fenotipos encontrados
resultaron en quimeras periclinares y no se encontraron fenotipos novedosos posterior a la primera
evaluacion en las plantas M1V1. Otro aspecto que se encuentra vinculado a la estabilidad del
fenotipo es la reversibilidad al fenotipo WT del material seleccionado. En relacion a esto, en este
trabajo las caracteristicas de los fenotipos encontrados fueron conservadas en casi el 95% teniendo
una muy baja reversion al WT en ciertos fenotipos, lo cual hace suponer que los materiales

presentan una alta estabilidad.

e FEvaluacion de las mutantes desde aspectos relativos al genotipo

Una consecuencia muy frecuente en el uso de la radiacion X es la produccion de aberraciones
cromosdmicas que pueden derivar en la generacion de genotipos aneuploides (van Harten, 1998;
Gustafsson y Ekberg, 1977a). Este tipo de genomas representan un material muy valioso para
estudios citogenéticos tales como el estudio de la evolucién de los cromosomas, manifestacion
fenotipica de la pérdida y ganancia de cromosomas, etc (Dolezel et al., 2007). En este trabajo se
utiliz6 la técnica de citometria de flujo para detectar posibles aneuploides en las mutantes
generadas por los tratamientos (Kawara et al, 1999). La técnica ha sido favorable para detectar
cromosomas individuales en arroz (Pfosser et al., 1995), individuos monosémicos en Triticum
aestivum (Lee et al., 1997), Asparagus officinalis (Ozaki et al., 2004) y Humulus (Sesek et al.,
2000), entre otros.

En este trabajo los valores de intensidad relativa de fluorescencia (muestra/estandar) obtenidos
(IRF= 0.36-0.38) presentaron rangos de valores acordes con los obtenidos en estudios previos para

el género por Misihiba et al. (2000) y se obtuvieron diferencias significativas en la relacion
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muestra/estandar entre los subgrupos B1, B2, C3 y C4, y por tanto también en las distancias (D).
Sin embargo los altos valores en los coeficientes de variacion obtenidos (CV) no resultaron ser los
esperados para determinar precisiones en la muestra ya que para la deteccion de genotipos
aneuploides es recomendable tener CV de 1 o 2 % (Loureiro, 2007, Suda 2004). Sin embargo es
menester mencionar que la técnica es una aproximacion tentativa a la presencia de genotipos
aneuploides y la sospecha de la presencia de tener aneuploides debe ser corroborada o verificada
por estudios citologicos (Loureiro, 2007). Cabe mencionar que numerosos factores pueden afectar
la calidad de la muestra reflejado en el CV, como la condensacion de la cromatina durante el
proceso de tincién con DAPI, el desarrollo y el estado metabolico de la muestra y del estandar, la
composicion citosolica de las células, etc (Dolezel y Bartos, 2004), con lo cual se debiera realizar
mayores analisis en este aspecto.

Otro factor que se tuvo en cuenta desde el aspecto reproductivo fue la viabilidad del polen
en mutantes con potencial ornamental. La radiacion reduce la capacidad reproductiva a través del
retardo de la floracion, la produccion de flores sin estructuras reproductivas, la produccion de polen
infértil, el aborto de embriones, etc (Sparrow, 1961) y en la gran mayoria de los casos la esterilidad
inducida en las gametas se debe a las aberraciones cromosdémicas mayoritariamente inversiones que
se producen (Gaul, 1977; Gustafsson y Ekberg, 1977b). En dicho trabajo se detect6 una mutante
con 100 % de inviabilidad en los granos de polen. En las plantas ornamentales la esterilidad en las
flores es un caracter favorable ya que la duracion de la flor es mayor como ha sido observado en
flores de Verbena, en las que mutantes estériles presentaron un periodo de floraciéon tres veces
mayor que el control (Abe et al., 2009). Es importante mencionar que el analisis de viabilidad del
polen permite evaluar a las mutantes desde el aspecto reproductivo con vistas a ser incluidas en
futuros planes de mejora. Sumado a ello también se tuvo en cuenta la capacidad reproductiva de las

mutantes en su parte femenina. Los cruzamientos dirigidos pudieron informar acerca de las capas
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histogénicas afectadas. La capa histogénica responsable de originar los 6rganos reproductivos en el
meristema es la capa L2 (Lineberger, 2008). Los cambios genéticos que se produzcan en la misma
son los tinicos que pueden ser trasmitidos a la siguiente generacion sexual a través de las gametas y
en las plantas de propagacion por semilla las mutaciones germinales seran detectadas en la
generacion M2 de autofecundacion (van Harten, 1998; Prina et al., en prensa). En Calibrachoa, tal
como ocurre en otros géneros pertenecientes a la familia de las solanaceas se presenta una auto-
incompatibilidad gametofitica (Tsukamoto et al., 2002, Robbins et al., 2000). Dicha auto-
incompatibilidad es determinada por las gametas y particularmente por el genotipo haploide del
locus S del polen (Bewley, 2000). Estudios en poblaciones naturales de Petunia axillaris han
reportado la ruptura del mecanismo de auto-incompatibilidad por medio de una mutacion que afecta
a los granos de polen (Tsukamoto et al., 2003). Sin embargo en este trabajo de tesis la no obtencion
de frutos en las autofecundaciones de las plantas mutantes y en los cruzamientos dirigidos con el
genotipo WT sugieren que estaria activo el mecanismo de auto-incompatibilidad y que no fue
afectado por la radiacion. Los cruzamientos dirigidos entre las mutantes y un hermano entero del
WT revelan que las mutantes son fértiles en su parte femenina con la produccion de frutos y
semillas. Sin embargo una mutante del subgrupo DI, en la cual el cruzamiento no produjo
formacién de frutos y por ende tampoco semillas presenta esterilidad en su parte femenina y
masculina, como se mencion6 anteriormente. Stadler (1930) menciona en estudios de maiz tratado
con radiacion X que la esterilidad puede presentarse tanto en la parte masculina como en la

femenina.

e Evaluacion de mutantes en relacion a su potencialidad ornamental
Finalmente, con el objetivo de conocer otros aspectos relacionados al potencial ornamental se

evalud la arquitectura de la planta y la intensidad de floracion. La compacidad es una de las
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caracteristicas que definen el valor ornamental en las plantas en maceta. Una mayor compacidad
esta directamente relacionada a una alta ramificacion y un menor largo de entrenudos. En este
sentido la técnica de mutagénesis ha sido utilizada para ampliar la variabilidad genética con el
objetivo de seleccionar genotipos compactos para un cultivo en maceta sin la necesidad de aplicar
retardadores de crecimiento de naturaleza toxica y ecologicamente no deseados (Schum y Preil.
1998). En este aspecto se han generado mutantes de entrenudos mas cortos y/o con mayor nimero
de ramas por nudo como en Zinnia, Lantana depressa, Kalanchoe, Tibouchia (Venkatachalam y
Jayabalan, 1991; Broertjes y van Harten, 1998; Schum, 2005) estando la ramificacion en una planta
definida genética y ambientalmente (Simons et al., 2006; Rosin et al., 2003). En este estudio se
pudo detectar una mutante que desarrolld entre 3 a 4 brotes axilares en una bandeja multicelda que
comunmente se utiliza en la produccion de esquejes, superando a otras de las mutantes evaluadas y
al clon WT que presenta 2 brotes como fue observado por Facciuto et a/ (2009). Dicha mutante sera
evaluada como planta en maceta en ensayos futuros.

Otro de los atributos importantes en las plantas ornamentales es la capacidad de floraciéon o
intensidad de floracion, la cual se evalud en dos formas de cultivo (en maceta y en cantero). Estas
dos formas de cultivo representan dos situaciones reales que sirven para evaluar el comportamiento
y el potencial del material, sumado al hecho de que el seguimiento de la floracion es una indicacion
del periodo en el que pueden ser utilizadas las plantas por el sector productivo y por el consumidor
(Nau, 2006). Los materiales mutantes evaluados presentaron una mayor fluctuaciéon en el nimero de
flores producidas en el cultivo en maceta que en el cultivo en cantero. Este hecho puede deberse a
que las condiciones ambientales en el cultivo bajo invernaculo son de mayor control y proteccion
que en el cantero y por lo tanto esto puede favorecer una floracion tardia a los 63 dias en las
mutantes 1 y 3, hecho que no fue observado en el cultivo a campo. En cuanto a los materiales

evaluados, el genotipo mutante 2 presentd un comportamiento muy similar en una y en otra
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condicion (Fig. 5a,b) y que a pesar de que no se realizd un estudio de interaccidon genotipo-
ambiente, podria llegar a ser un material que se encuentra poco influenciado por el ambiente o de
comportamiento homogéneo en diversos ambientes. La evaluacion de las mutantes con el clon de
referencia o testigo sirvid para comparar los materiales mutantes seleccionados, aunque estos
ultimos presentaron un menor numero de flores en promedio que el clon de referencia. En general
los materiales presentaron un comportamiento muy similar a dicho clon en cuanto a la dinamica de
la floracion. Este aspecto es muy importante en las plantas ornamentales cuando se evaluan los
materiales en ensayos como field trail y/o pot trail, en los que es necesario una homogeneidad en el
timing de la floracion para que puedan todos los materiales puedan ser comparados, evaluados y

categorizados por los mejoradores en un mismo momento (Bennett P, 2005).
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5. CONCLUSIONES

La eleccion de la DLM como dosis base para la realizacion de los tratamientos mutagénicos
resultd muy efectiva ya que permitid efectivamente la  recuperacion del material,
obteniéndose gran cantidad de material experimental mutagenizado con un alto numero de
mutantes inducidas al mismo tiempo.

Por otro lado; la diferencia observada en los efectos letales de una misma dosis de rayos X
aplicada de dos formas distintas (1 aplicacion 6 3 aplicaciones), indica que el concepto de
DLM es una aproximacién tentativa a través de la cual se puede inducir cambios en el
material irradiado.

Las diferencias observadas en las distintas posiciones del brote para los efectos deletéreos de
los rayos X, fue interpretada en base a las diferencias fisiologicas que existen entre las
posiciones, siendo los brotes apicales los que presentaron mayor sensibilidad a los rayos X
con respecto a los brotes basales. Esto es atribuido a que los brotes apicales se encuentran
mads activos fisiologicamente por el fendmeno de dominancia apical, y por tanto el efecto
letal del mutageno en los mismos es mayor.

En este trabajo la letalidad celular inducida por los tratamientos con radiaciones ionizantes
pudo ser utilizada para originar nueva variabilidad a partir de yemas, el reemplazo de una
capa por otra de diferente constitucion genética puede tener consecuencias fenotipicas.

El tratamiento de dosis fraccionada result6 el tratamiento de menor efecto letal y mayor
nimero de mutantes inducidas. En dicho tratamiento, existiria una recuperacion de los
efectos deletéreos de los rayos X, que traducidos en pequeios cambios, dan como resultado

un numero mayor de mutantes.
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6- Las mutantes obtenidas fueron para caracteristicas de flor y por tanto de facil evaluacion
visual. Los cambios fenotipicos conspicuos permitieron clasificarlas en distintos grupos y
subgrupos.

7- La aparicion de los fenotipos parentales en el color de las flores mutantes (color rosa o
violeta) hace conjeturar la presencia de genes en estado heterocigota en el espectro de las
mutaciones somaticas. Estas diferencias en el color de flor se explicarian a través de las
diferencias en el pHs vacuolar de la célula segun el genotipo.

8- La obtencion de plantas con variegacion clonal (plantas quiméricas) permitio evaluar la
evolucion de los sectores mutantes a través del tamano y dibujo de los mismos. Las
mutantes del subgrupo A3 y del grupo B, resultaron sumamente interesantes; ya que a partir
de las mismas se hipotetiza la activacion de elementos méviles que seria evidenciado por la
presencia de sectores clonales de muy diverso tamafo originados en distintos momentos del
desarrollo.

9- La alta frecuencia de aparicion del fenotipo estrella, no observado en los clones parentales;
hace pensar que se trata de un genotipo con un alelo mutante de expresion dominante o
semidominante. La presencia de este patron de variegacion posicional en forma estable
(subgrupo Al) o altamente inestable (subgrupo A3) hace pensar que el mismo gen podria
haber sido afectado de forma diferente en uno y otro caso, por una mutacion estable en el
primer caso o por un elemento movil en el segundo.

10- Queda por tanto demostrado que tratamientos mutagénicos con rayos X en yemas del género
Calibrachoa permite obtener mutantes con potencial valor ornamental en diversas
caracteristicas de flor, como variantes de coloracion homogénea o variegadas (con patrones

clonales, posicionales o sin patrones definidos) asociadas o no a cambios de la morfologia.
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APENDICE I

El material utilizado en este trabajo se obtuvo a partir del cruzamiento dirigido entre la
especie Calibrachoa excellens (Cod: 20030924H1) y la variedad comercial “Dark Blue”. Ambos
padres forman parte de la coleccion de Calibrachoa que se conserva in vivo en el Instituto de
Floricultura (IF) INTA-Castelar.

El cédigo 20030924 H1 de la especie de Calibrachoa excellens es un codigo interno del IF
que describe el afio, el mes y el dia de recoleccion del material, seguido por una letra la cual se
asocia al lugar fisico de la recoleccion (codigo de ubicacidon o parada) y un numero correlativo
relacionado a la colecta de dicha parada. Este cddigo es unico de cada material recolectado.

Las plantas de la coleccidon se mantienen in vivo en invernaculo con control de temperatura
minima (15° C) y peridodicamente se realizan tareas de mantenimiento como podas, cambio de
sustrato y propagacion vegetativa para el rejuvenecimiento del material. Dentro de las practicas de
manejo se realiza una fertilizacion semanal con un producto comercial (Hakaphos rojo) que
contiene N:P:K 18:18:18 a la concentracion de 100 ppm. El sustrato que se emplea para el cultivo
de segmentos nodales en camara de cria presenta los siguientes componentes: vermiculita (mineral
quimicamente inerte, absorbente de humedad), perlita (material inerte) y turba rubia (material
organico rico en carbono) en proporcion 1:1:1. En el cultivo de plantas en maceta se utiliza pinocha
(mezcla de hojas o aciculas de pino deciduas), resaca (residuo vegetal de rio originado bajo
condiciones anaerobicas) y tierra; presentando el sustrato una conductividad de 0,324 S/cm y un

pH de 5,1 -5.6.
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APENDICE 11

La mutagénesis es el proceso a través del cual se inducen las mutaciones, entendiéndose a la
mutacion como un cambio heredable en la constitucion idiotipica del tejido esporofitico o
gametofitico de una planta, no causado por recombinacion génica o segregacion (van Harten, 1998
Poner otra cita). La mutagénesis inducida generalmente provoca alteraciones en los cromosomas
como fragmentaciones, deleciones, inversiones, duplicaciones, translocaciones, fusiones, cambios
en el nimero de cromosomas, sustitucion de bases nucleotidicas, etc.
Los agentes mutagénicos mas utilizados son de naturaleza quimica y/o fisica. Entre los mutdgenos
quimicos, los mas conocidos son la colchicina (C2H,5NOg), el EMS (Etil-metano-sulfonato) y la
SA (azida sodica) entre otros. Entre los mutagenos fisicos se encuentran los rayos X, rayos 9,
neutrones, particulas 3, particulas a, protones y deutrones. En la tabla 1 se presentan algunas de las

principales propiedades de los mutagenos fisicos.

Tabla 1. Propiedades de los diferentes tipos de radiacion en la mutagénesis artificial.

Tipo de Fuente Descripcion Penetracion en
Radiacion el Tejido*
Rayos X Maéquina de rayos X Radiacion electromagnética Desde milimetros
hasta algunos centimetros

Rayos o Radioisotopos y Radiacion electromagnética similar ~ Muchos centimetros

Reactores nucleares a los rayos X
Neutrones Reactores nucleares Particula sin carga levemente Muchos centimetros
(low, fast y aceleradores mas pesada que el protén, no

y térmicos) visible excepto a través de la
interaccion con el nucleo en el

material que atraviesa

Particulas £, Radioisotopos y Electrén (+ o -) de menor Hasta algunos milimetros
Electrones rapidos, aceleradores ionizacion que la

Rayos catddicos particula o

Particulas o Radioisotopos Nucleo de Helio Pequeiia porcion de un de

Protones,
Deutronest

Reactores nucleares
y aceleradores

alta ionizacion

Nucleo de Hidroégeno

milimetro

Hasta algunos centimetros

*La penetracion depende de muchas variables; se asume al tejido de la planta con una densidad media.
+Nucleo pesado de un isétopo de hidrogeno (del Manual on Mutation Breeding, 1977)
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Etapas en el mejoramiento de plantas a través de mutagénesis inducida por radiaciéon X:

1) Determinacion de la Dosis Letal media en el material experimental
Uno de los primeros pasos en mutagénesis para la induccion artificial de mutaciones es realizar
ensayos preliminares para cuantificar el efecto letal del mutageno (Fereol et al., 1996). Los ensayos
de radiosensibilidad son la base para planificar y programar los tratamientos mutagénicos. El efecto
letal del mutdgeno se determina luego de que el material experimental fue expuesto a diferentes

dosis de radiacion (dosimetria).

La Dosis Letal Media (DLM) es la dosis en la cual el 50% del tejido sobrevive (N° de tejido vivo /
N° total de tejido irradiado) y se estima a través de la tasa de germinacion en semillas, produccion
de propagulos, desarrollo de brotes, regeneracion de callos, etc; pos-irradiacion. El retardo en la
division mitotica puede ser tomado también como parametro de radiosensibiliad en etapas
tempranas de division de la célula (Ahnstrom, 1977). Generalmente la dosis de radiacion que mas

se utiliza en tratamientos mutagénicos con radiacion X es la DLM.

2) Induccion de Mutantes
En el mejoramiento por induccion artificial de mutantes, dosis 0ptimas de radiacion serian aquellas
que generaran una alta tasa de mutacion con un bajo dafio fisiologico (Fuchs, 2002). Los
tratamientos de irradiacion mas utilizados en los programas de mutagénesis son la irradiacion aguda
(acute dose) en el cual la dosis se aplica en una sola exposicion a la tasa de dosis mas alta; y la
irradiacion cronica en la que la dosis es administrada en el tiempo a la tasa de dosis menor (e.j.
dosis total de 100 Gy a la tasa de dosis de 1Gy. dia™). La dosis fraccionada (split dose) es un tipo de
irradiacion cronica que se administra en intervalos de tiempo a modo de dosis divididas. Este tipo
de dosis llevan a la ocurrencia del fendémeno de “recuperacién” en el cual el dafio bioldgico se
reduce marcadamente a través de la activacion de mecanismos de reparacion del ADN durante las

intermitencias o intermisiones de radiacion (van Harten, 1998).
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3) Identificacion de las mutantes putativas
Posteriormente al tratamiento mutagénico, la identificacion y la seleccion de las mutantes se realiza
en base a los objetivos planteados en el plan de mejoramiento (Tulmann Neto y Latado, 2007) sea
en la busqueda de nueva variabilidad para un determinado caracter como color de flor, habito de
crecimiento, resistencia a patdgenos o herbicidas, etc. En los cultivos de propagacién agamica, las
mutantes somaticas son identificadas tempranamente en la generacion M1V1; es decir que la
identificacion de las mutantes se realiza en las plantas de la primera propagacion vegetativa (V1) a
parir de las plantas que fueron irradiadas (M1). Generalmente la identificacion se realiza en plantas
MI1V1 quiméricas, debido a la constitucion multicelular del tejido que fue tratado en los
tratamientos mutagénicos. Luego de la identificacion de la/las ramas de fenotipo diferente, en el
caso de las plantas de propagacion vegetativa, estas mismas deben ser propagadas agdmicamente o
separadas de la planta quimérica para que pueda evaluarse la estabilidad del fenotipo encontrado.

4) Evaluacion de la estabilidad de las mutantes
A partir de la identificacion de las mutantes inducidas artificialmente, se debe hacer una evaluacion
de estabilidad durante por lo menos tres propagaciones vegetativas sucesivas; en donde las
caracteristicas fenotipicas deben mantenerse y ser conservadas; ya que pueden aparecer quimeras
periclinares que son “destapadas” durante las diferentes propagaciones vegetativas u ocurrir
reversiones al fenotipo WT; por lo que, el seguimiento constante de los materiales debe realizarse

diariamente.
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Esquema de irradiacién (tratamientos) y manejo del material pos-tratamiento para la induccion de
mutantes

e

Segmentos nodales de
Calibrachoa enraizados

Planta M0

Dosis completa Dosis fraccionada

<s\ 8 Gy
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¥
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Manejo del material pos-irradiacién
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APENDICE III

Se presenta en este anexo el descriptor elaborado para el género Calibrachoa y los datos del
clon seleccionado “Wagiilen rosa” a los fines de su inscripcion en el Registro Nacional de
Cultivares, INASE.

Para obtener el Titulo de Propiedad, la nueva variedad debe reunir los siguientes requisitos:
debe ser diferente, homogénea y estable; debe cumplir con la condicién de novedad (comercial) y
contar con una denominacion adecuada. Tanto la informacion que se solicita como el analisis de la
misma tienden a verificar el cumplimiento de estas condiciones y

requisitos(http://www.inase.gov.ar/tikiwiki/tiki-dex.php?page=inscRNPC).

La nueva variedad a presentar debe demostrar ser diferente a todas las variedades que se
encuentran en el mercado en, al menos, una caracteristica. También debe presentar estabilidad
genética, es decir no manifestar cambios en las sucesivas multiplicaciones.

Para cumplimentar estos requisitos se deben completar los siguientes documentos:

1- Declaracion Jurada de solicitud de inscripcion;

2- Anexo I, Datos del Solicitante.

3- Anexo II: Descripcion de la variedad,

4- Anexo III: Fundamentacion de la Novedad;

5- Anexos IV a, IV b y IV c: correspondientes al pocedimiento para el mantenimiento de la

pureza varietal; origen genético-método de obtencion e historia del mejoramiento de la

variedad; y condicion OGM de la variedad, respectivamente.
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REGISTRO NACIONAL DE LA PROPIEDAD DE CULTIVARES
Y REGISTRO NACIONAL DE CULTIVARES

pESCRIPTOR DE: Calibrachoa

NOMBRE PROPUESTO:  Wangiilen rosa

La siguiente descripcion corresponde a observaciones efectuadas en:
PROVINCIA: Buenos Aires

LOCALIDAD: Hurlimgham

LATITUD: 58° 39°Oeste

LONGITUD: 34° 4"Sur
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01. PLANTA: PORTE 1
1 : ERECTO {SUNBELBU}
2 : TREPADOR {SUNBEKUBU}
02. (*) PLANTA: ALTURA
7
1:
2:
3:BAJA {LAZZPERSA}
4:
5 : INTERMEDIA {SUNBELPI}
6:
7 ALTA {SUNBELBU}
8:
9:

03. (*) (+) BROTE: LONGITUD

8
: CORTO {SUNBELBU}
: MEDIO {LAZZPERSA}

: LARGO {KLEC00070}

O 01O DN KW~

04. (*) LIMBO: LONGITUD

8

1:

2:

3:CORTO {KIECABUL}
4:

5 : MEDIO {KLEC00070}
6:

7 : LARGO {SUNBELCHIPI}
8:
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9:

05. (*) LIMBO: ANCHURA

9,46
1- (mm)
2:
3 : ESTRECHO
4:
5 : MEDIO {LAZZPERSBON}
6:
7 : ANCHO {SUNBELKUOPI}
8:
9:

06. (+) LIMBO: FORMA DEL APICE

2

1 : AGUDO ESTRECHO  {KLEC00070}
2 : AGUDO ANCHO {SUMBELCHIPI}
3: OBTUSO

07. (*) LIMBO: VARIEGADO

1 : AUSENTE
2:
3:
4:
5:
6:
7
8:
9

: PRESENTE

08. (*) SOLO VARIEDADES NO VARIEGADOS
LIMBO: COLOR VERDE DEL HAZ

5
1
2:
3:CLARO {SUNBELKUOPI}
4:
5 : MEDIO {SUNBELCHIPI}
6:
7 : OSCURO



09. PECIOLO: LONGITUD

1
1: AUSENTE O MUY CORTO
2:
3:CORTO
4:
5 : MEDIO
6:
7 : LARGO
8 .
9
10. PEDICELO: LONGITUD
3
1:
2:
3:CORTO {SUNBELBU}
4:
5 : MEDIO {SUNBELKUBU}
6:
7 : LARGO {SUMCALI 01}
11. (¥*)(+) SEPALO: LONGITUD
5
1:
2:
3:CORTO {SUNBELKUOPI
4:
5 : MEDIO {SUNBELKUBU}
6:
7 : LARGO {SUNBELPI}
8:
9:

12. (*)(+) SEPALO: ANCHURA (PARTE LARGA NO SOLDADA)

5
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: ESTRECHO { SUNBELPI }
: MEDIO { SUNBELKUBU }
: ANCHO {KLEC99R 14}

O 00 1N N A~ Wi —

13. SEPALO: PIGMENTACION ANTOCIANICA

1
1 : AUSENTE {SUNBELKUHO}
2:
3:
4:
5:
6:
7
8:
9 : PRESENTE {LAZZPERSA}
14. (*) FLOR: TIPO
1
1 : UNICO
2 : DOBLE
15. (*)(+)FLOR: DIAMETRO
5
1:
2:
3 : PEQUENO {SUNBELBU}
4:
5 : MEDIO {SUMCALTI}
6:
7 : GRANDE {KLEC99R 14}
8:
9:

16. (+)FLOR: GRADO DE LOBULADO
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: DEBIL
: MEDIO

: FUERTE

O 01O N W~

17. (*)LOBULO DE LA COROLA:NUMERO DE COLORES DE LA PARTE SUPERIOR
(EXCLUYENDO LOS NERVIOS)

1

1: UNO
2 :DOS
3 : MAS DE DOS

018. (*)LOBULO DE LA COROLA: COLOR PRINCIPAL DE LA PARTE SUPERIOR
RHS COLOR {INDICAR NUMERO DE REFERENCIA Y COLOR}

W 155C

019. (*)SOLO PARA VARIEDADES BICOLORES Y MULTICOLORES
LOBULO DE LA COROLA: COLOR SECUNDARIO DE LA PARTE SUPERIOR (como para 17)

RHS COLOR {INDICAR NUMERO DE REFERENCIA Y COLOR}

020. SOLO PARA VARIEDADES MULTICOLORES
LOBULO DE LA COROLA: COLOR TERCIARIO DE LA PARTE SUPERIOR (como

para 17)

RHS COLOR {INDICAR NUMERO DE REFERENCIA Y COLOR}
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021. (*)LOBULO DE LA COROLA: EVIDENCIA DE LOS NERVIOS DE LA PARTE SUPERIOR

1 : AUSENTE O MUY DEBIL {SUNBELKUHO}
g DEBIL {SUNBELKUBU}
§ MEDIA {LAZZPERSA}

g FUERTE {KLEC00070}

S MUY FUERTE

022. LOBULO DE LA COROLA: COLOR PRINCIPAL DE LA PARTE INFERIOR
RHS COLOR {INDICAR NUMERO DE REFERENCIA Y COLOR}

W 155C

023. (+)LOBULO DE LA COROLA: FORMA DEL APICE

1 : CUSPIDADO
2 : REDONDEADO
3 : TRUNCADO
4 : EMARGINADO

024. (+) TUBO DE LA COROLA: LONGITUD MAXIMA
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: LARGO

O 0 3 N

025. (+)TUBO DE LA COROLA: COLOR PRINCIPAL DE LA PARTE INTERNA

RHS COLOR {INDICAR NUMERO DE REFERENCIA Y COLOR}

W 155C

026. TUBO DE LA COROLA: EVIDENCIA DE LOS NERVIOS DE LA PARTE INTERNA

: AUSENTE O MUY DEBIL

: DEBIL

DB W N~

: MEDIO

: FUERTE

O 0 3

: MUY FUERTE
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Ad 3 Brote: longitud

longitud

Ad 6 Limbo: forma del dpice

AN N D

I 2 3
agudo estrecho azudo ancho obiuso
Ad. 11 Sépalo: longitud
Ad 12 Sépalo: anchura
anchura
longitud
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Ad 15 Flor digmetro
Ad. 24: Tubo de la corola: longitud maxima

diameiro

t“ longitud
/
\———

A L6 Flor erado de lobulado

D BB

4 )

déhbil medio

Ad. 23 Lobulo de la corola: forma del apice

AN (Y M

l ? 3

cuspidado redondeado truncado

89
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