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RESUMEN

La mutagénesis gamma (y) es un método de mejora genética que ha sido utilizada
ampliamente en especies frutales con el objetivo de mejorar algunas caracteristicas de
una variedad consolidada sin alterar la mayoria de los caracteres que son de interés para
la industria fruticola. Los caracteres que normalmente se busca mejorar son: el tamafio
de la planta, la época de floracion y cosecha, el color de la epidermis, la resistencia a
patogenos y la auto compatibilidad. El objetivo de esta investigacion es determinar el
efecto de distintas dosis de radiacién y sobre brotes cultivados in vitro de ciruelo
europeo (Prunus domestica L.) var. D" Agen.

Brotes de ciruelo europeo (Prunus domestica L.) var. D"’ Agen cultivados in vitro fueron
irradiados con rayos y en dosis de 0, 5, 10, 20, 30 y 40 Gy (1 Gy = 1 J Kg ' =100 rad)
con el proposito de evaluar los efectos directos sobre los brotes. A los 14 y 28 dias post
tratamiento se realizd un subcultivo y se evalud la tasa de proliferacion y la reduccion
del crecimiento total. A los 14, 28 y 56 dias post tratamiento se determind el largo total
de los brotes y la mortalidad. Finalmente el dia 98 post tratamiento se evalud el
porcentaje de enraizamiento de los brotes. también se determino la dosis letal 50.

Todas las dosis de radiacion y causaron muerte sobre los brotes, siendo mayor el nimero
de brotes muertos en las dosis superiores. Lo mismo ocurrié con la reduccién del
crecimiento, donde la dosis de 40 Gy caus6 un 50% de disminucion del crecimiento, sin
embargo, el efecto de la radiacion fue mayor en la mortalidad de los brotes, en la cual el
50% de mortalidad ocurri6 con una dosis superior a 30 Gy. La tasa de proliferacion
también disminuyd a mayor intensidad de radiacion y a partir del segundo subcultivo se
observo una disminucion en todos los tratamientos, atribuible al envejecimiento natural
de los brotes. Finalmente, el porcentaje de enraizamiento disminuy6 con las dosis
mayores de radiacion.

Palabras clave: Radiosensibilidad, radiacion gamma, induccion de mutaciones,
mutagénesis, frutales.



SUMMARY

Gamma mutagenesis is breeding method that had being used widely on fruit species in
order to change few traits in consolidated cultivars maintaining unchanged most of the
traits that are important to the fruit industry. Traits that are usually been improved by
this means are: plant size, blooming and harvest time, skin color, pathogen resistance
and self-fertility. Our research goal is determine the effect of different y radiation doses
on european plum shoots cultivated in vitro (Prunus domestica L.) “DAgen”.

In vitro cultured shoots were irradiated with 0, 5, 10 20, 30 and 40 Gy (1 Gy=1JKg "
=100 rad) of y rays with the purpose of evaluate the direct effects of mutagen on shoot
growth. Shoots were subcultured after 14 and 28 days post treatment and proliferation
rate and growth reduction were evaluated. The total shoot length and mortality were
determined at 14, 28, 56 days post treatment. Finally at 98 days post treatment the shoot
rooting percentage was evaluated. The lethal dose 50 was also determined.

All y radiation doses were lethal to plant tissues, being greater the effect when higher
doses were applied. The same effect was observed with the growth reduction, where the
dose of 40 Gy caused a 50% growth decrease, however, the radiation effect was greater
in shoot mortality, where 50% of the mortality happened with those doses higher than 30
gy. The proliferation rate decreased with higher radiation intensity too and starting from
the second subculture a decrease was observed in all the treatments, what was attributed
to natural shoot aging. Finally, the rooting percentage decreased with higher radiation
doses.

Key words: Radiosensitivity, gamma radiation, mutation induction, mutagenesis, fruit
trees.



INTRODUCCION

El ciruelo europeo (Prunus domestica L.) var D" Agen presenta un habito de crecimiento
globoso con brotes vigorosos y erectos y alta produccion. El fruto es de calibre medio, la
pulpa es de color amarillo verdoso, ligeramente adherida al carozo, se utiliza
principalmente en agroindustria (Chaney, 1981). A pesar de ser una variedad
consolidada, seria valioso mejorar algunos atributos como el excesivo vigor, la
susceptibilidad al cancer bacterial, la produccion alternada, la fecha de cosecha y el
tamafio del fruto.

La mutagénesis es un método de mejoramiento genético que ha sido usada para alterar el
tamafo de la planta, la época de floracion y cosecha, el color de la fruta, la resistencia a
patdégenos y la auto compatibilidad (Quinlan y Tobutt, 1990; Fereol et al., 1996;
Predieri, 2001). Las mutaciones inducidas pueden cambiar una o pocas caracteristicas
especificas de una variedad, pudiendo contribuir al mejoramiento genético, sin perturbar
ninguno de los requerimientos de la industria fruticola y consumidores (Predieri, 2001).

El éxito de la mutagénesis depende del genotipo, de los métodos que se utilicen para
inducirla, y de las caracteristicas que se busca alterar (Brunner y Keppl, 1991). La
radiacion ha sido el método mas usado para inducir mutaciones en frutales (Lapins,
1973), con el fin de obtener plantas con caracteristicas nuevas y utiles (Predieri et al.,
1997). Los tipos de radiacion potencialmente disponibles para mutagénesis son radiacion
ultravioleta (UV) y radiacion ionizante (rayos X, y v, particulas alfa y beta, protones y
neutrones). Los rayos X y rayos v han sido los tipos de radiacion ionizante mas efectivos
y mas utilizados para el mejoramiento genético frutal porque penetran profundamente
en los tejidos e inducen diferentes cambios (Predieri, 2001).

El cultivo in vitro de tejidos vegetales puede ayudar a mejorar en forma efectiva la
induccidon de mutaciones en varios aspectos. Ofrece la posibilidad de elegir el material
vegetal para el tratamiento (yemas axilares, drganos, tejidos y células), lo que es mas
adecuado comparado con un tratamiento in vivo, ya que se disminuye el riesgo de
obtener quimeras y hay una alta posibilidad de que las células mutadas expresen la
mutacion en el fenotipo. El cultivo in vitro de tejidos también permite el manejo de
grandes poblaciones y la seleccion y clonacion de las variantes seleccionadas. Ademas,
ofrece la posibilidad de realizar en forma rapida los ciclos de propagacion con el
proposito de separar los sectores mutados de los no mutados del tejido tratado, y permite
un control de las condiciones fitosanitarias durante todo el proceso (Predieri, 2001;
Ahloowalia, 1997).

Uno de los primeros pasos en tratamientos mutdgenos es la estimacion de la dosis mas
apropiada a aplicar, medida en Gy (Gray), equivalente a 1 J Kg ', o bien a 100 rad. El
procedimiento para fijar la dosis apropiada esta basado en la radiosensibilidad del tejido,



la cual es estimada a través de la respuesta fisiologica del material irradiado. Se debe
determinar la dosis que causa un 50% de reduccion del crecimiento vegetativo del
material tratado (DLsp) cuando es comparado al testigo en el primer ciclo vegetativo
después del tratamiento (Predieri, 2001).

La respuesta de las plantas a la radiacion estd dada por factores bioldgicos y fisicos. Los
factores biologicos son el nimero y tamafio de los cromosomas, el volumen nuclear,
cantidad de DNA por célula, tasa de crecimiento durante la exposicion y edad de la
planta o segmento expuesto. Los factores fisicos son la tasa de dosificacion de la
radiacion, clase de radiacion y la temperatura (Sparrow et al., 1960).

La radiosensibilidad varia con la especie y la variedad, con la condicion fisiologica de la
planta y o6rganos y con la manipulacion del material irradiado antes y después del
tratamiento mutagénico (Briggs y Constantin, 1977). Correlaciones entre el estado
fisiologico de las plantas y su radiosensibilidad son, a menudo, determinadas por el
contenido de agua del tejido (Predieri, 2001).

Mutagénesis en especies frutales

Actualmente, el nimero de variedades frutales derivadas de mutaciones inducidas
comprende alrededor de 50, pertenecientes a mas de 20 especies (Maluszynski et al.,
1995; Predieri, 2001).

En manzanos Golden Delicious, yemas irradiadas con 40 y 50 Gy generaron genotipos
potencialmente utiles, relacionadas al vigor de los brotes, tipo de crecimiento, tamafio y
calidad del fruto. El clon Golden Haidegg fue seleccionado por una mejor capacidad de
almacenamiento en frio y fruto sin russet, con valores mas altos de aroma, azicar y
acidez (Brunner y Keppl, 1991).

En seis variedades de peral, irradiadas con 3,5 Gy de rayos v, se observaron variantes
con mayor porcentaje de russet, menor tamafio y cambio de la forma en algunos frutos y
un retraso en la floracion (Predieri y Zimmerman, 2001).

En paltos sometidos a 25 Gy de radiaciéon vy, se encontrd algunas selecciones que
presentaron una reduccion del crecimiento, aumento en la densidad de floracion y en el
nimero promedio de frutos (Rubi et al., 1995).

En el patrén de cerezo Mazzard F12/1, la radiosensibilidad a rayos X en épices y parte
basal de brotes cultivados in vitro, se encontré en 22 y 29 Gy respectivamente,
indicando que factores fisioldgicos pueden inducir diferencias, incluso entre las yemas
axilares en un mismo brote (Walter y Sauer, 1985). Estos resultados son similares a los



encontrados en brotes de peral igualmente tratados con rayos X (Predieri et al., 1986.
Citado por Predieri y Gatti, 2000).

En ciruelo japonés var. Shiro se evalu6 la radiosensibilidad y de pequefios brotes
cultivados in vitro. Las dosis usadas fueron 0; 10; 20; 30 y 40 Gy. La mortalidad y la
tasa de proliferacion disminuyeron en un 55% con 30 Gy. La capacidad de
enraizamiento disminuy6 con las dosis mas alta de radiacion. En campo se observaron
variantes para entrenudos cortos y color de la fruta en los arboles irradiados con 30 y 40
Gy (Predieri y Gatti, 2000).

En ciruelo D’Agen (D’Ente), se irradiaron brotes con radiacion y in vivo en dosis que
variaron entre 4 y 80 Gy. Los brotes irradiados fueron injertados sobre Marianna GF 8—
1. Con respecto al crecimiento se observaron mutantes con muy poco vigor. Para el
aspecto y tamafio del arbol se observaron mutantes tipo spur, mutantes de floracién y
maduracion anticipada, retrasada y mayor contenido de azlicares. (Renaud et al., 1978).

Hipotesis
La radiacion y aplicada a brotes in vitro de ciruelo europeo (Prunus domestica L.) var.

D’Agen produce efectos sobre el desarrollo y crecimiento, dependiendo de las dosis
utilizadas.

Objetivo general

Determinar el efecto de distintas dosis de radiacion y sobre brotes cultivados in vitro de
ciruelo europeo (Prunus domestica L.) var. D" Agen.



MATERIALES Y METODO

Materiales

Se utilizaron 240 brotes de ciruelo europeo (Prunus domestica L.) var. D’Agen
cultivados in vitro en fase de proliferacion, mantenidos en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) con 2,2 uM de bencil amino purina (BAP), 0,9 uM de é4cido indol butirico
(IBA), 0,3 uM de acido giberélico (AG3), 25 g L de sacarosa y 6 g L™ de agar. El pH
fue ajustado a 5,6. Los brotes fueron irradiados en la Comisién Chilena de Energia
Nuclear (CCHEN) y las mediciones se realizaron en el Laboratorio de Certificacion y
Mejoramiento Frutal de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de
Chile.

Tratamientos y disefio del ensayo

El disefio experimental fue completamente aleatorizado, con 6 tratamientos
correspondientes a las dosis: 0; 5; 10; 20; 30 y 40 Gy de radiacion y y cada tratamiento
estaba compuesto por 4 repeticiones y cada repeticion con 10 brotes.

Método

Los brotes fueron mantenidos en una cdmara de crecimiento a 24 °C con un fotoperiodo
de 16 horas luz/8 horas oscuridad, en frascos de 250 mL de capacidad, con 30 mL de un
medio MS (Murashige y Skoog, 1962). Se subcultivaron cada 15 dias, hasta obtener el
numero de brotes necesarios para realizar el tratamiento mutagénico.

Una vez obtenido el nimero de brotes adecuado para el ensayo, a cada frasco se agrego
5 mL de un medio de cultivo liquido MS (Murashige y Skoog, 1962) con 0,3 uM de
GA;, manteniéndose por 15 dias. Cuando los brotes alcanzaron de 2 a 3 cm de largo, se
dispusieron en el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) y fueron irradiados con rayos y
en las dosis anteriormente sefialadas. Como fuente de radiacién se utilizo Co®.

Luego del tratamiento, los brotes irradiados fueron llevados a la cdmara de crecimiento y
mantenidos en medio de proliferacion MS (Murashige y Skoog, 1962) por 14 dias. Se
realizaron dos subcultivos, a los 14 y a los 28 dias. A los 56 dias, los brotes individuales
se transfirieron a un medio de cultivo s6lido MS (Murashige y Skoog, 1962) con 0,3 uM
de GAs, 0,04 uM de BAP y 0,07 uM de IBA, con el propdsito de elongarlos. A los 77
dias post tratamiento los brotes fueron inducidos a enraizar en un medio de cultivo MS
(Murashige y Skoog, 1962) enriquecido con 0,5 uM de IBA.



A los 14 y 28 dias post tratamiento se evaluo la tasa de proliferacion (brotes/brote
original); la reduccion del crecimiento total (tasa proliferacion de brotes irradiados/tasa
de proliferacion de brotes testigos).

A los 14, 28 y 56 dias post tratamiento se evaluo el largo total de brotes (sumatoria del
largo de cada brote obtenido a partir de un brote original) y la mortalidad de los brotes,
considerando el nimero de brotes muertos sobre el total de brotes vivos al momento de
cada evaluacion.

A los 98 dias post tratamiento se evaluo6 el enraizamiento, medido como el niimero de
brotes que desarrollaron raices adventicias sobre el total de brotes vivos en cada
tratamiento.

Analisis estadistico

Los resultados se sometieron a andlisis de varianza y la separacion de las medias se
realiz6 con la prueba de comparacion multiple SNK al 5 %.

El porcentaje de enraizamiento se transformé previamente a grados Bliss, de acuerdo a
la formula arcsen\%.

Se realizaron regresiones entre las dosis de radiacion (variable independiente) y las
variables que se midieron en el ensayo. También se realiz6 un analisis de correlacion
entre las variables.



RESULTADOS Y DISCUSION

Tasa de proliferacion

El dia 14 post tratamiento, en el primer subcultivo (Figura 1), la proliferacion de los
brotes tratados con 5 y 10 Gy no presentaron diferencias con el control no irradiado,
mientras que el tratamiento de 20 Gy presentd una reduccién significativa intermedia y
los tratamientos con 30 y 40 Gy mostraron una disminucion significativa respecto del
resto de los tratamientos, presentando una disminucion de 42% y 50% respectivamente
comparado con el testigo (Cuadro 1). Esto coincide con lo sefialado por Predieri y Gatti
(2000), donde brotes de ciruelo japonés “Shiro” irradiados con 30 y 40 Gy presentaron
la mayor disminucién en la tasa de proliferacion, lo mismo ocurrié en brotes de banano
irradiados con 35 y 45 Gy, en los cuales la tasa de proliferacion disminuyé en un 46% y
56% con respecto al control (Mak Chai et al., 2001; Novak et al., 1985).

.ﬁ

Figura 1. Proliferacion de brotes de Prunus domestica var. D’ Agen cultivados in vitro el
dia 14 (A) y 28 (B) post tratamiento con 0; 5; 10; 20; 30 y 40 Gy de radiacion y (de
izquierda a derecha).



El dia 28 post tratamiento, en el segundo subcultivo (Figura 1) no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 1). Sin embargo, entre 0 y 20
Gy se observd una disminucién en la tasa de proliferacion respecto del subcultivo
realizado el dia 14, lo que ya habia sido observado por Predieri y Gatti (2000), quienes
atribuyen este resultado a un envejecimiento natural de los brotes.

Cuadro 1. Tasa de Proliferacion (brotes/brote
original) de Prunus domestica L var. D" Agen
cultivado in vitro, luego del tratamiento con
rayos y.

Dosis Radiacion

(Gy) Dia 14 Dia 28
0 2,6a 23a
5 2,6a 2,1a
10 24 a 20a
20 20b 19a
30 1.5¢ 1,8 a
40 1,3¢ 1,7a

Medias seguidas por letras diferentes en una misma fecha
difieren significativamente con P<0.05 segun la prueba
SNK.

A los 14 y 28 dias post tratamiento, la tasa de proliferacion se presentdé muy relacionada
a la dosis de radiacion y, con un R*= 0,97, para el dia 14; y 0,93 para el dia 28 (Figura
2). El dia 28 es posible apreciar una dilucion del efecto de la radiacion sobre la tasa de
proliferacion de los brotes con respecto al dia 14.

y=-0,0359x +2,6859

30
5 R>=0,97 5 3907 y=-0,0128x +2,1946
g 20 S 5 ) Sy R>=0,93
2 57 v —
T 10 5 1.0 -
E <
ﬁ 0,0 T T T 1 E 0,0 T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Dosis Radiacion (Gy) Dosis Radiacion (Gy)
A B

Figuras 2. Relacion entre dosis de radiacion y y tasa de proliferacion evaluada el dia 14
(A) y 28 (B) post tratamiento.



Reduccidn del crecimiento total

La reduccion del crecimiento evaluada el dia 14 (Cuadro 2) post tratamiento no mostro
diferencias significativas en los tratamientos de 0, 5 y 10 Gy, observandose un pequefio
aumento de crecimiento en los brotes irradiados con 5 Gy, semejante a lo ocurrido en
brotes de banano irradiados con 10 Gy (Mak Chai et al., 2001). El tratamiento de 20 Gy
mostrd diferencia significativa con el testigo y el resto de los tratamientos. Los
tratamientos de 30 y 40 Gy no mostraron diferencias significativas entre si, presentando
una reduccion del crecimiento de 42 y 50 % respectivamente con respecto al tratamiento
testigo. En estudios realizados en ciruelo japonés (Predieri y Gatti, 2000), ya se habia
observado un comportamiento similar, donde brotes irradiados con 30 Gy, presentaron
un 55% de reduccion del crecimiento. En banano, dosis de 38 Gy provocaron un 50% de
reduccion del crecimiento (Mak Chai et al., 2001), mientras que otro estudio en la
misma especie, dosis de 50 Gy, causaron una inhibicion del crecimiento de los brotes
cercano al 100% (Mak Chai et al., 2001). Las diferencias entre la literatura y el presente
estudio pueden explicarse porque la radiosensibilidad es genotipo - dependiente (Pinet-
Leblay et al., 1992; Xiao-Shan Shen et al., 1990).

La reduccion de crecimiento evaluada el dia 28 post tratamiento no mostrd diferencias
significativas entre los tratamientos irradiados y el tratamiento control (Cuadro 2).

En ambas evaluaciones existiéo un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los brotes
que aumentd junto con la magnitud de la dosis aplicada, resultados esperables de
acuerdo a Predieri y Gatti (2000), quienes trabajando con ciruelo japonés mencionan una
reduccion del crecimiento al aumentar la dosis de radiacion.

Cuadro 2. Reduccién de crecimiento (%) de los brotes
(tasa de proliferacion de brotes irradiados/tasa de
proliferacion de brotes no irradiados) de Prunus domestica
L. var. D"Agen, luego del tratamiento con rayos y.

Dosis Radiacion Dia 14 Dia 28
(Gy)
0 Oa Oa
5 -2a 9a
10 8a 11a
20 24 b 17 a
30 42 ¢ 21l a
40 50 ¢ 25a

Medias seguidas por letras diferentes en una misma fecha difieren
significativamente con P<0.05 segin la prueba SNK.
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El 50% de la reduccion del crecimiento se observo en los brotes irradiados con 40 Gy.
La DL50 se utiliza en la primera generacion post tratamiento radiativo y es usada
comunmente en la determinacion de la mejor dosis para producir mutaciones de interés
(Predieri y Gatti, 2000), pero algunos autores prefieren aplicar una dosis menor, como el
DL30, con el fin de disminuir la frecuencia de caracteristicas no deseadas, esto se
explica ya que dosis muy altas de radiacion entregan altas frecuencias de mutaciones,
pero la regeneracion de las plantas es menor, en cambio, con dosis menores hay una
menor cantidad de mutaciones y una mejor regeneracion de las plantas (Pinet-Leblay et
al., 1992). De acuerdo a lo sefialado, para las condiciones del ensayo la dosis mas
apropiada para producir mutaciones de interés en los brotes de ciruelo europeo var.
D’Agen, considerando el porcentaje de reduccion del crecimiento, seria inferior a 30 Gy.

En las evaluaciones realizadas los dias 14 y 28 post tratamiento, la reduccién del

crecimiento presentd una alta correlacion con la dosis de radiaciéon y, con un R*=0,97
para el dia 14; y 0,93 para el dia 28 (Figura 3).

y=1,3949x - 43116

40

=] g
5 60 R2=0.97 g 60
E 40 — 5 y=0,5594x + 3,094
3 g 40
2E 20 S
Nt =
§ 0 T T T 1 ‘§ 0 v T T T 1
E 20 10 20 30 40 .% 0 10 20 30
2 . .y
Dosis Radiacién (Gy) Dosis Radiacion (Gy)
A B

Figura 3 . Relacion entre dosis de radiacion y y reduccion del crecimiento total (%)
evaluada el dia 14 (A) y 28 (B) post tratamiento.

Largo total de brotes

El dia 14 post tratamiento, los tratamientos irradiados con 20, 30 y 40 Gy resultaron
significativamente distintos del tratamiento control, disminuyendo desde un 33% en los
brotes irradiados con 20 Gy hasta un 53,5% en los tratados con 40 Gy (Cuadro 3). Estos
resultados coinciden con lo encontrado en cerezo (Donini, 1976) y frutilla (Jain, 1997),
donde se observd una reduccion en el tamafio de los brotes y una disminucion en la
longitud de los entrenudos a medida que aumenta la dosis de radiacion, entregando
como una correlacion significativa entre la longitud de los brotes y el nimero de yemas.
Los brotes irradiados con 5 Gy no difirieron estadisticamente del testigo, sin embargo,
se observo un pequefio aumento de 6,9% con respecto al testigo. Esto ya ha sido
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observado en otras especies, en las cuales dosis bajas de radiacion producen un leve
aumento en el crecimiento (Predieri y Gatti, 2000).

El dia 28 post tratamiento ocurrié algo similar a la evaluacion anterior, donde los brotes
irradiados con 20, 30 y 40 Gy se diferenciaron significativamente del control, mostrando
una disminucioén del largo de 28,3%, 32,9% y 39,8% respectivamente (Cuadro 3).

El dia 56 post tratamiento, todos los tratamientos, a excepcion del de 5 Gy, fueron
estadisticamente diferentes al testigo, disminuyendo el tamafio hasta un 65,2% en los
brotes irradiados con 40 Gy (Cuadro 3). Estos resultados son similares a los encontrados
en olivo después de dos ciclos de propagacion, donde se observo una disminucion en el
largo de los entrenudos; en tanto en el crecimiento de los brotes laterales se observé una
pérdida de la dominancia apical y cambios en el habito de crecimiento y morfologia de
las hojas (Donini, 1976).

Cuadro 3. Largo total de los brotes (cm) de Prunus domestica L.
var. D" Agen, luego del tratamiento con rayos y.

Dosis Radiacion  Dia 14 Dia 28 Dia 56
(Gy)
0 5,91 ab 4,54 a 5,43 a
5 6,32 b 435a 4,93 ab
10 5,40 a 4,05 ab 4,10 be
20 3,96 ¢ 3,25 bc 3,70 ¢
30 2,96d 3,05¢ 3,08 ¢
40 2,75d 2,74 ¢ 1,89 d

Medias seguidas por letras diferentes en una misma fecha difieren significativamente
con P<0.05 segtin la prueba SNK.

El largo total de los brotes present6 una alta asociacion con las dosis de radiacion y, con
un R” = 0,93 para el dia 14; 0,96 para el dia 28 y 0,97 para el dia 56 (Figura 4). Es
posible concluir que existe un efecto inhibitorio de la radiacion sobre el largo total de los
brotes, lo cual ya ha sido observado en cultivos in vitro de banana (Novak et al., 1985).
El largo total de brotes evaluado los dias 14, 28 y 56 post tratamiento, correlaciond
significativamente y en forma positiva con la tasa de proliferacion. Ademas, en el dia 14
y 28 post tratamiento existid una correlacion negativa y significativa entre el largo total
de brotes y el porcentaje de reduccion de crecimiento y una correlacion positiva entre el
largo total de brotes y la tasa de proliferacion. El largo total de brotes fue mayor en los
testigos que en los tratamientos irradiados. Esto coincide con lo sefialado por Duron y
Decourtye (1985), quienes mencionan que la elongacion celular y la formacion de nudos
nuevos se ven afectadas por un aumento en la dosis de radiacion y.
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Figuras 4. Relacion entre dosis de radiacion y y largo total de brotes evaluada el dia
14 (A), 28 (B) y 56 (C) post tratamiento.

Mortalidad de brotes

El dia 14 post tratamiento, los brotes irradiados con 30 y 40 Gy, presentaron mayores
mortalidades, siendo significativamente distintos al testigo, encontrandose un 25% de
mortalidad en el ultimo tratamiento (Figura 5). Comparando estos resultados con
estudios realizados en ciruelo japonés (Predieri y Gatti, 2000), se puede apreciar una
radiosensibilidad menor en los brotes de ciruelo europeo. Estos autores irradiaron brotes
de ciruelo japonés in vitro y determinaron que la dosis de 40 Gy presentd un 64% de
mortalidad, en cambio en el presente estudio ninguna dosis super6 el 30% de mortalidad.
Estas diferencias pueden explicarse por las diferencias genéticas (Pinet-Leblay et al.,
1992; Xiao-Shan Shen et al., 1990), o bien, deberse al tiempo que transcurrié antes de
realizar la medicion, ya que en el estudio mencionado, la mortalidad se evalud luego de
30 dias de permanencia en un medio de proliferacion (Figura 5).

El dia 28 post tratamiento, el porcentaje de mortalidad aumentd junto con las dosis de
radiacion, observandose en este caso una diferencia significativa de todos los
tratamientos con respecto al control que presentd mortalidad cercana a 0%. En esta
evaluacion, los brotes irradiados con 40 Gy presentaron un 55,7% de mortalidad (Figura
5).

13



El dia 56 post tratamiento, todos los tratamientos difirieron estadisticamente del testigo,
observandose un 49% de mortalidad en los brotes irradiados con 20 Gy y un 63,8% y
66,5% en los tratamientos con dosis de 30 y 40 Gy (Figura 5).

Todas las dosis de radiacion provocaron muerte de brotes, en las tres evaluaciones se
observé un aumento en el porcentaje de mortalidad de los brotes de ciruelo con mayores
dosis de radiacion y , lo cual ya ha sido mencionado por algunos autores para otras
especies (Fereol et al, 1996; Predieri y Gatti, 2000), esto puede explicarse porque el
dafio que produce la radiacion en el nucleo celular es el principal responsable de la
muerte de los tejidos (Fereol, 1996), junto con una alta radiosensibilidad de los
meristemas (Pinet-Leblay et al., 1992).

70 q
d
60
d
50 —
0o Gy
3 s G
S 40 ’
= 010 Gy
= ° 020 Gy
§ 30 ¢ - m30 Gy
be 40 Gy
20
ab b b
b
10 | abc
a ab a a
0
dia 14 dia 28 dia 56
Tiempo

Figura 5. Mortalidad (%) de los brotes de Prunus domestica L. var. D" Agen,
luego del tratamiento con rayos y.

Es posible observar que el efecto de la radiacion sobre la mortalidad se acenttia en el
tiempo, siendo éste efecto mayor en las dosis superiores, lo cual puede deberse a que la
radiacion y produce un envejecimiento acelerado de los brotes de ciruelo. A los 56 dias
post tratamiento se observd una alta asociacion entre la mortalidad y las dosis de
radiacion y, con un R? = 0,94 para el dia 56 (Figura 6).
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Figuras 6. Relacion entre dosis de radiacion y
y mortalidad (%) evaluada el dia 56 post
tratamiento.

Enraizamiento de los brotes

El dia 98 post tratamiento, se observaron diferencias significativas entre el testigo y los
tratamientos con 20, 30 y 40 Gy. El testigo presentd la mayor capacidad para generar
raices, mientras que los brotes irradiados con 30 y 40 Gy no enraizaron (Figura 7). Se
observé una clara reduccion en la capacidad de enraizamiento de los brotes al aumentar
las dosis de radiacion vy, coincidiendo con lo observado en otras especies frutales tratadas
con rayos y como ciruelo japonés (Predieri y Gatti, 2000) y frutilla (Jain, 1997), lo que
puede indicar la necesidad de que existan brotes vigorosos para que se produzca
rizogénesis. Brotes con un adecuado tamafio y hojas expandidas no fueron frecuentes,
especialmente cuando la dosis de radiacion y aumento.

45 - 41,3 a
404 [
S 35 324a  313a
e 304
£ 25
g 5|
g 20 14,0b
‘5 151
H
S 10 -
54 Oc Oc
0 | - | - | -
0 5 10 20 30 40

Dosis radiacién (Gy)

Figura 7. Porcentaje de enraizamiento de los brotes de Prunus domestica L.
var. D" Agen, 98 dias post tratamiento con rayos vy.
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CONCLUSIONES

La radiacion y puede producir un efecto letal sobre los brotes de ciruelo D’Agen
cultivados in vitro, aumentando su efecto al pasar los dias post tratamiento, afectando
primero a los brotes sometidos a dosis mas altas, produciéndose incluso la muerte
inmediata.

La DL50 para los brotes de ciruelo D’Agen tratados con rayos vy seria cercana a 40 Gy
cuando se considera el efecto sobre la reduccion del crecimiento y superior a 30 Gy
cuando se considera la mortalidad.

La capacidad de enraizamiento de los brotes se afecta en las dosis altas, llegando incluso
a inhibirla completamente en las dosis de 30 y 40 Gy, lo que dificultaria utilizar dichos
niveles de radiacion en programas de mejora genética de ciruelo D’ Agen.

Teniendo en cuenta estos resultados, el rango de rayos y mas adecuado para inducir

mutaciones utiles en el ciruelo europeo variedad D’Agen cultivado in vitro se
encontraria en dosis inferiores a 20 Gy.
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