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RESUMEN

Semillas de centeno de la variedad “Sorom” se sometieron a dosis de 100Gy, 150Gy, 200Gy
y 300Gy de radiacion Gamma y fueron evaluadas durante tres generaciones (M1, M2 y Ms).
En la generacion My se observo una reduccién significativa en germinacion, supervivencia,
longitud de parte aérea y longitud de raiz en las dosis altas (200Gy y 300Gy) a comparacion
de las dosis bajas (100Gy y 150Gy) v el testigo. Para la generacion M., se obtuvieron
mutaciones clorofilicas y “mutaciones candidatas” morfologicas y fisiolégicas en ambas
dosis evaluadas (100Gy y 150Gy). En la generacion Ma, se transfirieron casi todas las
mutaciones morfoldgicas y la unica mutacion fisioldgica (precocidad) observadas en la
generacion anterior. Las dosis 100Gy y 150Gy produjeron diferentes frecuencias de

mutaciones para cada caracter observado.

Palabras claves: Radiacidbn gamma, centeno, sorom, mutaciones



I. INTRODUCCION

La pequefia agricultura en la sierra se desarrolla en base a pocos cultivos que son los
alimentos bésicos para la supervivencia de los agricultores y sus familias. Los cambios
climéticos adversos, que se van haciendo més evidentes, hardn mas dificil la provision de
alimentos de estos agricultores. Una forma de enfrentar estos problemas es diversificando
los cultivos y buscando entre ellos a los més rasticos. Los cereales forman parte de esta gama
de cultivos con gran tolerancia a estreses de clima y a producir en suelos de baja fertilidad,
pedregosos y con baja disponibilidad de agua; con poca inversion por parte de estos
agricultores de escasos recursos econdmicos. Una opcion en la diversificacion de los

cultivos es el centeno (Secale cereale L).

El cultivo del centeno generalmente se realiza en tierras de baja fertilidad, suelos &cidos y
zonas frias, ya que este cultivo resiste mejor estas condiciones que el trigo e incluso la
cebada. Sin embargo, con un poco de fertilizacion puede generar buenos rendimientos y
producir mas alimentos y hacer mas rentable el cultivo en zonas marginales, por ello, el
centeno seria una buena alternativa de produccion para los agricultores de las zonas mas

altas y alejadas de la sierra peruana.

El centeno es el segundo cereal en importancia para la fabricacion de pan, aunque es el
primero en los paises escandinavos y algunos otros de Europa Oriental. En promedio el
centeno tiene una composicion de 7.5 — 9.5% de proteinas; 1.0% de grasas; 75.0% de
carbohidratos y 2.3% de fibra. Es rico en &cido félico, en sales minerales como hierro, sodio,
potasio, calcio, magnesio y vitaminas B y E. Ademas tiene gluten de menor calidad que el
trigo y permite elaborar un pan oscuro y compacto, de sabor muy agradable para algunos
paladares. Estas caracteristicas permitirian que el centeno llegue a ser un sucedaneo del trigo

que es escaso y de menor rendimiento potencial.



El centeno fue introducido al Per( por los espafioles hace mas de 500 afios y su cultivo se
mantiene en forma muy limitada en algunas zonas de la sierra, como en el departamento de
Ancash. EIl cultivo no alcanzé la importancia de la cebada y del trigo por lo que no se
realizaron trabajos de mejoramiento genético y agronémico en este cultivo, manteniéndose
pocas variedades antiguas de centeno. Estas variedades son muy altas, de ciclo de vida muy
largo y de bajo potencial de rendimiento, sin embargo tolerantes a condiciones marginales.
Por lo tanto se requiere obtener genotipos de centeno de menor altura, mas precoces y con
mejor potencial de rendimiento manteniendo los caracteres que permiten su adaptacion a
condiciones marginales. Se pueden emplear diversos métodos de mejoramiento entre ellos

la induccién de mutaciones.

OBJETIVOS

1. Identificacion del espectro y la frecuencia de mutaciones en una poblacion M
desarrollada mediante la aplicacion de rayos gamma.

2. Determinacion de la estabilidad de las mutaciones en una poblacién Ms.

3. Identificacion de nuevas mutaciones candidatas en una poblacion Ms.



1. REVISION LITERARIA

2.1 Clasificacion del Centeno
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Subfamilia: Pooideae
Tribu: Triticeae
Género: Secale
Especie: Secale cereale L.

(http://www.usda.gov/)

2.2 El Centeno

El centeno pertenece a la familia Poaceae. Originario del Cercano Oriente, probablemente

Iran y cultivado en regiones frias y templadas con proposito forrajero o de grano.

Segun De la Vega (1969), el centeno fue, durante largo tiempo, uno de los principales
cereales para la alimentacion humana. Aun hoy se utiliza para la elaboraciéon de un pan
oscuro que se endurece menos rapido que el pan de trigo. Es por ello que es muy apreciado

en los paises montafiosos del norte de Europa, donde los inviernos son crudos.

Langer (1991) comenta que a pesar de que al centeno ha perdido importancia frente a otros

cereales en los Gltimos tiempos, alin es sembrado en gran escala en paises de Europa Oriental


http://www.usda.gov/

y en algunas regiones de la ex URSS, asi como que aun existe una pequefia pero persistente
demanda del cereal en otros paises de temperaturas frias.

El centeno obtiene mejores rendimientos que el trigo y la cebada en donde estos dos cereales
no. El centeno ofrece una resistencia intrinseca al frio y al invierno, superior al trigo e incluso
a la cebada. Esta superioridad se acentla ain mas en los suelos &cidos, arenosos, poco
profundos y de dificil enmienda. (De la Vega, 1969).

2.3 Origen, historia y distribucion geografica

El origen del Centeno parece no estar ain demasiado claro, aunque lo mas extendido es

pensar que proviene de Asia Menor.

La domesticacion del centeno como cultivo ocurrié alrededor de 3000 AC.,
considerablemente después que el trigo y la cebada. Las especies de plantas voluntarias
parecen haberse originado en la parte oriental de Turquia y noroccidental de Iran y Armenia.
Los climas en estas areas son suficientemente frios como para que los cultivos de trigo y
cebada fuesen facilmente contaminados o enmalezados por centeno, el cual se adapta mejor
a estas condiciones. (Langer, 1991). En principio el centeno aparece como una mala hierba
(Secale ancestrale o Secale montanum) que crece junto a las variedades de cereales
domésticos como el trigo y la cebada, a los que fue invadiendo progresivamente sobre todo
en las zonas de climas frios y suelos pobres. Es en estas zonas donde va apoderandose de
los predios y en los que se va conformando mediante la seleccion de plantas cuyas espigas

tienen raquis no quebradizos. (Lopez, 1991).

El centro de origen del centeno parece ser el suroeste de Asia. Desde ahi, fue probablemente
distribuido hacia Rusia y Escandinavia y desde ahi hacia Polonia y Alemania. Luego, se
extendié gradualmente a través de casi toda Europa. (Schlegel, 2013). Sin embargo, el
centeno pudo haber llegado a Europa a través de Turquia y a través de la Peninsula Balcanica
(Bushuk, 1976).

El centeno fue introducido hacia China a través del Medio Oriente. Luego el centeno llegd

a Japon. El centeno fue llevado desde Europa hacia los asentamientos establecidos en el



continente americano durante los siglos XVI y XVII. Tanto en USA como en China, el

centeno fue sembrado principalmente como forraje. (Schlegel, 2013).

Langer (1991), sefiala que la especie Secale cereale L. pudo haber evolucionado desde
Secale montanum, ya sea directamente 0 con otras especies como intermediarias, Yy
eventualmente fue seleccionada por ser de tipo anual y por producir una mayor cantidad de

granos que las del resto de especies.

En la Figura 01 se presenta un esquema que explica la evolucién del centeno desde las

formas primitivas a las domesticadas segin Schlegel, 2013.

mEmE
—
S

Translocacion de cromaosomas

Seleccion de tipos anuales, herbaceos
y translocaciones especificas

Seleccion de habito erecto, granos
grandes y raquis no quebradizos

Schlegel (2013)

Figura N° 01. Posible origen evolucionario del centeno cultivado (Secale cereale L.) desde

S. montanum.



2.4 Descripcion botanica

2.4.1 Sistema radicular

El centeno tiene un sistema radicular fibroso sin raiz principal definida y consiste en tres o
cuatro raices embrionarias (primarias), que se forman en el momento de la germinacién de
la semilla, y raices fasciculadas (secundarias) que se forman subterraneamente de los nudos
del tallo en la zona de los nudos de los macollos y su profundidad llega a 90 — 230 cm;
siendo el cereal que mas profundiza. (Schlegel, 2013). Otros autores como Russel (1977) y
Kramer et al. (2003) han realizado estudios significativos en el sistema radicular del centeno.

Russel (1977), informa la presencia de 12,5 millones de pelos radiculares; los cuales
medidos longitudinalmente alcanzan una longitud total de hasta 80 km, mientras que en el
trigo fue de hasta 50 kilémetros. La mayor parte de las raices (75% -90%) se encuentra en

la capa de 30-35 cm superiores del suelo.

2.4.2 Tallo

El tallo del centeno, como en las gramineas, es hueco y consiste de tres a siete internudos
separados por nudos. La habilidad del centeno de tolerar al acame, como otros cereales, esta
relacionada a la altura de la planta, la fuerza del tallo, el tamafio del sistema radicular y el

peso de la espiga. (Schlegel, 2013).

Rosa et al. (2005) indica una altura de 120 a 150 cm. Segun Schlegel (2013), el cultivo de
centeno tiene una altura que varia entre 80 — 180 cm de altura. La altura de planta es una
caracteristica compleja bajo el control de muchos genes y efectos ambientales. Sin embargo,

existen genes mayores que pueden disminuir la altura de la planta.

Se ha demostrado que la sintesis de acido giberélico (GA) esta relacionada con la expresion
de altura de la planta; asi, niveles altos de GA estan asociados con plantas mas altas, mientras
gue niveles reducidos de GA se asocian con enanismo. En base a esta respuesta, se han
identificado mutantes enanos naturales o inducidos en Centeno y se han clasificado en dos

grupos: (1) GA-sensible y (2) los genotipos GA-insensibles. (Schlegel, 2013).
6



2.4.3 Hojas

Las hojas nacen de cada nudo, y la planta joven se asemeja al trigo. Estan formadas de
ld&mina, vaina, auricula y ligula. Estas dos Ultimas estructuras se localizan entre la lamina y
la vaina y sirven para diferenciar los cereales. Las auriculas son pequefias, estrechas y sin
pelos, y se marchitan después de un tiempo. (Langer, 1991). La auricula del centeno es muy

cortay la ligula es corta y redondeada.

2.4.4 Espiga

La inflorescencia es una espiga de unos 20 a 30 cm de largo, y la espiguilla es multiflora
(Rosa et al, 2005).

De acuerdo a Schlegel (2013), cada tallo reproductivo forma una espiga. Esta inflorescencia
es compuesta y de tipo imperfecta (sin la espiguilla superior). La espiga terminal mide en
promedio 10-15 cm de largo y es mas delgada y nudosa que la del trigo. En promedio de
muchas variedades, la longitud del raquis es de 9.8 cm y el nimero de espiguillas por espiga
es 32.4, para esto se consideraron mas de 50,000 plantas. El pedinculo del centeno esta
cubierto con vellos cortos y finos debajo del collar. La pubescencia es mas gruesa en la parte

superior del pedinculo y decrece hacia abajo por 2-7.5 cm.

Un gen dominante controla la vellosidad del pedunculo. Este esta localizado en la parte distal

del brazo largo del cromosoma 5R. (Schlegel et al, 1993).

El raquis es la espina dorsal de la espiga, que lleva las espiguillas laterales. El entrenudo del
raquis es ligeramente concava en el lado las espiguillas. Las raquillas del centeno no son
ramosas, pero hay algunas variedades de centeno con raquilas hereditariamente ramosas.
(Schlegel, 2013).

2.4.5 Espiguillas

Las espiguillas son solitarias y sésiles en cada nudo del raquis y dispuestas en zigzag, es
decir, en cada nudo, hay una espiguilla con dos flores o, mas raramente, con tres flores

(Dobrovolskaya et al, 2009; Schlegel, 2013). Las espiguillas descansan sobre el raquis por

7



lo que las glumas vacias y lemas tienen un exterior (abaxial) e interior (adaxial) margen con
respecto a los raquis. El raquis termina en una espiguilla apical, que normalmente es
rudimentaria y estéril. Cada espiguilla estd provista de un par de glumas puntiagudas
bastante estrechas (Langer, 1991). Cada espiguilla por lo general consiste de sélo dos
flosculos fértiles, con flosculos supernumerarios vestigial o ausente (Langer, 1991; Schlegel,
2013). Los flésculos fértiles tienen un lemma que termina en una arista fuerte, y una palea
un poco en forma de barco, més pequefia (Langer, 1991). Al igual que en otros cereales de

grano pequefio, una hoja modificada subtiende la espiguilla basal. (Schlegel, 2013).

2.4.6 Fruto - Semilla

El fruto del centeno es una cariopside oblonga u oval aplanada a los lados. La cariopside de
centeno es un tipo simple de fruto seco; uno que es monocarpelado (formado a partir de un
unico carpelo) e indehiscente (no se abre a la madurez), y se asemeja a un aquenio, excepto
que en una cariopside el pericarpio se fusiona con la capa fina de la semilla. El grano del
centeno es mas largo y mas delgado que el del trigo. La caridpside puede ser blanca, amarilla,
azul claro, violeta y marrén, o tiene diferentes tonos de verde. Es relativamente grande. El
peso de 1000 semillas es en promedio 40-50 g, por lo tanto algo mas bajo que en el trigo

(45-55 g). Semillas mas grandes contribuyen a rendimientos mas altos. (Schlegel, 2013).

2.5 Aspectos generales del crecimiento y desarrollo del centeno

El ciclo de vida de un centeno de invierno dura en promedio 290 dias. En climas templados,
el periodo vegetativo dura de 120-150 dias (su periodo vegetativo otofial dura 45-50 dias,
mientras que los periodos vegetativos primaverales y de verano duran 75-100 dias) sin
embargo esto puede variar segun condiciones ambientales y variedades del cultivo.
(Schlegel, 2013).

El ciclo del centeno es comparable al del trigo, aunque mas corto, es decir que, en
condiciones equivalentes, la siega del centeno tiene lugar antes que la del trigo. (De la vega,
1969).



2.5.1 Fases fenoldgicas del centeno

La fenologia de los cereales, entre ellos el centeno, es descrita en diferentes escalas, las
cuales han sido postuladas por diferentes autores. Entre ellas figuran la escala de Feekes-
Large, Kellar-Baggiolini, y la mas utilizada a nivel mundial, la Escala de Zadoks-Chang-

Konzak. Esta escala se basa en las caracteristicas morfoldgicas de la planta.

Para el afio 1974, la escala mas conocida y usada era la escala disefiada por Feekes en 1941.
En esta escala, las principales etapas morfolégicas, faciles de reconocer, son numeradas
desde 1 a 11 en un orden ontogenético, desde la emergencia de la semilla hasta la madurez
del grano. Algunas etapas de crecimiento cruciales fueron subdivididas y estas subdivisiones

fueron indicadas por niUmeros en una o dos columnas adicionales (Feekes, 1941).

La escala de Feekes se acondiciona muy bien a los cereales que son sembrados en el
Noroeste de Europa, como trigo, cebada, centeno, avena y también al arroz que se siembra
en otras partes del mundo. Sin embargo, la relativa importancia de una etapa de crecimiento
puede variar de una zona a otra, y de un cultivo a otro; ademas, una escala disefiada para el
Noroeste de Europa no necesariamente es la que mejor se ajusta a otras areas. La escala de
cuatro digitos de Feekes es ineficiente para el procesamiento de la informacion y para
almacenamiento y recuperacion digital (Loegering, 1968). Frente a la necesidad de una
escala que pueda ser utilizada en distintas areas y en los diferentes cereales sembrados a

nivel internacional, Zadoks, Chang y Konzak liberan su escala decimal en 1974.

En el cuadro N° 01 se muestra la escala de las fases fenoldgicas de los cereales, de manera

resumida, propuesta por Zadoks-Chang-Zadoks (1974).



Cuadro N° 01. Fases fenoldgicas de los cereales.

Etapa Descripcion Sub-Fase
Principal
0 Germinacion 0.0-0.9
1 Produccion de hojas 1.0-1.9
2 Produccion de macollos 2.0-2.9
3 Produccion de nudos (encafiado) 3.0-3.9
4 Vaina engrosada 4.0-4.9
5 Espigado 5.0-5.9
6 Antesis 6.0-6.9
7 Estado lechoso del grano 7.0-7.9
8 Estado pastoso del grano 8.0-8.9
9 Madurez 9.0-9.9

Segun J.C. Zadoks, T.T. Chang y C.F. Konzak (1974)

La etapa O designa la germinacion, incluido el periodo desde semilla seca hasta la aparicion
del coleoptilo. Esta etapa recibe bastante atencion, ya que una subdivision de esta fase puede
ser util en el control de malezas, radiobiologia, patologia de la semilla y trabajo de

laboratorio en las semillas.

La etapa 1 abarca desde la aparicion de la primera hoja hasta la Gltima. Esta etapa es
importante en el estudio de resistencia de enfermedades dentro de invernaderos, y ha sido
utilizada extensivamente en estudios de control de malezas y epidemiologia. Asi mismo,
esta etapa es importante ya que durante la aparicion de la segunda y tercera hoja (codigos
2.2 — 2.3) se da lo que se denomina “Cambio de surco”, lo cual es el paso de surco simple
(formacién de hojas) a surco doble (formacidn de espiguillas), y el riego durante este
momento es crucial para la obtencion de mejores rendimientos. No se puede definir el fin de
esta etapa como el macollaje (etapa 2), ya que en el codigo 2.4 6 2.5 ocurre la produccion
del primer macollo (cédigo 2.1), debido a que en este momento se activan las yemas

ubicadas en las axilas de las hojas que originan los macollos.

Para la etapa de encafiado (3.0), los decimales de cada codigo son definidos seguin el nimero

de nudos visibles, y estos son considerados cuando cada entrenudo excede 2 cm. de longitud.

En el caso del trigo y el centeno, la meiosis en las flores coincide con las etapas iniciales de

vaina engrosada (cddigo 4.1 paratrigo y 4.3 en el caso del centeno). Para la cebada, el trigo
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y el centeno, la meiosis empieza en el medio de la espiga y continGa hacia arriba y abajo.
Sin embargo, este proceso esta bastante influenciado por el medio ambiente, y es por ello
que no debe de tomarse muy estrictamente las etapas para este caso.

La etapa de espigado (5.0) es el proceso de emergencia de las espigas, una vez que las flores
han terminado de formarse. Se considera como fecha del espigado cuando el 50% de las
espigas del campo han emergido.

La etapa de antesis (6.0) para el caso de trigo y centeno ocurre usualmente después del
espigado. Asi como la meiosis, se da primero en el medio de la espiga y continda hacia arriba
y debajo de esta. En el caso de algunos cultivares de cebada, las pocas flores o ninguna se
abren y se puede omitir la etapa de antesis (codigos 6.0-6.9). Sin embargo para hibridos F1

de este mismo cultivo, eso puede variar.

En distincion al trigo y la cebada, el estigma del centeno sigue siendo receptivo durante
algun tiempo después de haber sido expuesta, y por lo tanto se produce la polinizacion
cruzada. (Langer, 1991).

Las etapas de estado lechoso (7.0), estado pastoso (8.0) y maduracion (9.0) del grano, se
refieren basicamente a la cantidad de humedad presente en la semilla y su evolucion se
define a como esta va perdiendo esa humedad. La desecacion del grano estd determinada

basicamente a factores externos.

2.6 Produccion del centeno en el Mundo y en el Peru

A nivel mundial, en el afio 2010 se reporta a nivel mundial la siembra de 5°334,844 has con
una produccion de 12°736,640 TM y un rendimiento de 2,319.4 kg/ha. Siendo el pais con
mas érea cultivada Polonia, con 1°395,600 has. El mayor rendimiento reportado es en
Uzbekistan con 6,578.9 kg/ha. (FAOSTAT 2010).

En el Cuadro N° 02 se presenta la serie historica de la produccion centeno en el Pert desde
el afio 1995 al afio 2012. Se puede apreciar que la produccion de este cereal ha ido en

aumento. Se puede ver gque para el final de la década de los 90 hubo un alza en la produccion
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del cultivo y se mantuvo algo estable durante la primera década del nuevo milenio, y luego

hubo un alza significativa en la produccion para la segunda década del nuevo milenio.

Cuadro N° 02. Produccion (TM.) de centeno cultivado en el Perd. Periodo 1995 — 2012

ANO | Produccion (TM.)
1995 58.00
1996 68.00
1997 80.00
1998 90.00
1999 106.00
2000 96.00
2001 88.00
2002 67.00
2003 88.00
2004 69.00
2005 86.00
2006 157.10
2007 81.00
2008 131.00
2009 145.60
2010 144.00
2011 128.60
2012 80.80

Fuente: Ministerio de Agricultura y Riego
En el Peru para el afio 2010 se informa la siembra de 125 has., con un rendimiento de 992
kg/ha, y una produccion de 144 TM. (FAOSTAT 2010).
2.7 Generalidades sobre Mutaciones
El término mutacion fue asignado por Duchesne en 1776, y aceptado por Hugo de Vries en
1886; siendo este ultimo investigador quien enfatizdO que las mutaciones son la base

fundamental de la evolucidn de las especies.

Anteriormente se decia que una mutacién es cualquier cambio heredable en el material

hereditario que no se puede explicar mediante segregacion o recombinacién. A partir del
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conocimiento del ADN vy la propuesta de la doble hélice se modificd esta definicion: Una

mutacion es cualquier cambio en la secuencia de nucleétidos del ADN. (www.ucm.es).

Las mutaciones son cambios heredables que representan las bases genéticas de la variacion,
asi como la materia prima para que tengan lugar los procesos de seleccion y evolucion.
(Watkin, 1965).

2.8 Tipos de mutaciones

Los tipos de mutaciones se pueden agrupar en dos grupos:

a. Por su origen

Las mutaciones se clasifican segun su origen en espontaneas o inducidas. Una mutacion
espontanea es aquella que ocurre en la naturaleza, mientras que una mutacion inducida es la
que resulta de la accion de un agente mutagénico o mutageno aplicado artificialmente. La
mutacion espontanea es el mecanismo por el cual los nuevos caracteres génicos surgen en
la naturaleza. No hay diferencia clara entre mutaciones espontaneas y las inducidas. Lo que
parece ser una mutacion espontanea podria ser una mutacion inducida, ya que todas las
plantas en la naturaleza estan sujetas a bajas dosis de radiacion natural. Asimismo, podria
darse el caso de que despues de tratar el material vegetal con un mutageno, una mutacion
identificada resulte ser una mutacion espontanea, y no el resultado del tratamiento con el
mutageno (Gardner, 1979; Poehlman & Sleper, 2003).

Las tasas de mutaciones inducidas son muy distintas a las espontaneas. En estas Gltimas
oscila entre 10° y 108 en microorganismos y entre 10* y 10 en plantas y animales; mientras
gue con tratamientos de mutaciones inducidas se puede conseguir una tasa tan alta como se
quisiera, pero existe el riesgo de causar tantas mutaciones de que el organismo llegue a no
sobrevivir. (Cubero, 2003).

b. Por la cantidad de ADN

Elliot, (1964), clasifica las mutaciones en tres tipos: aquellas en las que ocurre cambio en la

estructura quimica del gen (mutacion genética); las que implican alteraciones cromosémicas
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(translocaciones, inversiones, duplicaciones); y las que implican cambios en el namero de
Cromosomas.
e Mutacién génica
Fita et al. (2008), menciona a la mutacion génica como cualquier cambio heredable
producido dentro de los limites de un gen. Como resultado aparecen nuevos estadios
alternativos de un mismo gen, o lo que es lo mismo, nuevas variantes alélicas

distintas a las preexistentes.

Tipos de mutacién génica:

Sustitucién: Una sustitucion es una mutacién que intercambia una base por otra. Las
sustituciones pueden ser Transiciones (cambio de una purina por otra purina, 0 una
pirimidina por otra pirimidina) o transversiones (cambio de una purina por una
pirimidina o viceversa).

Insercion: Es una mutacion en la que una nueva base es insertada en la cadena del
ADN.

Supresion: Las supresiones son mutaciones en la que una seccion de ADN se pierde
0 es eliminada.

(http://evolution.berkeley.edu/evolibrary/home.php).

CTRGAG CTGGAG CTGdAR
CTAG CTGATGEAG  CTGAGH
SUPRESION ADICION SUSTITUCION

Figura 02. Tipos de mutaciones génicas.

(http://evolution.berkeley.edu/evolibrary/home.php).

e Mutaciones cromosomicas
Las mutaciones cromosdmicas (0 aberraciones cromosdmicas) se presentan en
modalidades como: inversiones o traslocaciones homocigoticas o heterocigéticas,
centrales o terminales; duplicaciones parciales o totales; fragmentaciones de uno o
de los cromosomas homdlogos; y deficiencias de uno o mas pares de genes. Algunas
mutaciones cromosdmicas daran lugar a un cambio en el orden lineal de los genes,
lo cual causa cambios en el fenotipo, porque se altera la secuencia de las reacciones

enzimaticas de los genes o la interaccidn de éstos respecto al lugar para la expresion
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de un caracter o respecto al tiempo en que se debe desarrollar ese caracter. (Robles,

1986).

Cambios de ploidia

Los cambios de ploidia son cambios en el nimero de cromosomas, estos cambios se

pueden clasificar en dos: aneuploides y euploides. Los aneuploides se caracterizan

por tener cromosomas de mas (hiperploide) o cromosomas de menos (hipoploide) en

células o en individuos diploides.

Cuadro N° 03. Aneuploides mas comunes. (Robles, 1986).

ANEUPLOIDE FORMULA CROMOSOMAS
(ABCD)

Normal 2n (ABCD)

Monosémico 2n-1 (ABCD) (ABC)

L (ABCD)

Trisdmico 2n+1 (ABCD) (D)
(ABCD)

Tetrasomico 2n + 2 (ABCD) ©  (©)
(ABCD) (D)

Doble Trisomico 2n+1+1 (ABCD) (A)

Nulisdémico 2n —2 (ABCD) (AB)

Los euploides son células o individuos que contienen multiplos de un genomio

completo de cromosomas caracteristicos de una especie.

Cuadro N° 04. Euploides mas comunes. (Robles, 1986).

EUPLOIDE | FORMULA CROMOSOMAS
Monoploide n (ABCD)
Diploide 2n (ABCD) (ABCD)
Triploide 3n (ABCD) (ABCD) (ABCD)
Tetraploide 4n (ABCD) (ABCD) (ABCD) (ABCD)
Autotetraploide 4n (ABCD) (ABCD) (ABCD) (ABCD)
Alotetraploide 4n (ABCD) (ABCD) (AB'C'D) (AB'C'D")
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2.9 Agentes mutagénicos

El mejoramiento genético de plantas o fitotecnia exige variacion genética de las
caracteristicas Utiles para mejorar los cultivos y cuando no se logra a través de las
hibridaciones, se puede emplear agentes mutagénicos, como la radiacion y algunos
productos quimicos, para inducir mutaciones y generar variaciones genéticas de los cuales
pueden seleccionarse los mutantes deseados. El tratamiento con agente mutagénicos altera
los genes o causa cambios estructurales en los cromosomas (Konzak et al., 1965; Novak &
Brunner, 1992).

Cuadro N° 05. Agentes mutagénicos fisicos y quimicos empleados en la induccion de

mutaciones en plantas. (Fita et al., 2008).

AGENTES AGENTES
FISICOS QUIMICOS

Rayos gamma Etil metano sulfonato
Rayos X Dietil sulfonato
Rayos ultravioleta  Azida sddica
Particulas alfa Etil inina

Particulas beta Colchicina

Las condiciones que debe reunir un agente mutagénico son: debe ser lo suficientemente
efectivo sobre el material hereditario para causar cambios en su estructura y, al mismo
tiempo, inocuo para el hombre. La capacidad mutagénica se mide por la doses letal media
(DL50) que es la dosis que mata al 50% de los individuos tratados. (Cubero, 2003).

2.10 Radiacién ionizante

Mickie (1982) menciona que el efecto de la radiacién comenzd a ser investigada por Muller
en 1927, cuando demostrd la primera induccion artificial de mutaciones midiendo el efecto
de grandes dosis de Rayos X sobre la tasa de mutaciones letales ligadas al sexo y visibles en
Drosophila sp. Alrededor de ese tiempo, también se hacian observaciones similares en
Cebada.
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The International Atomic Energy Agency (1984), informa que la division de la FAO/IAEA
tiene a cargo varios programas de radioisdtopos con el fin de: producir variedades de plantas
alimenticias de elevado rendimiento y con alto contenido proteico; producir variedades
resistentes a estreses bidticos y abidticos y asi mismo cultivares precoces; combatir o
erradicar plagas; determinar la absorcién de abonos y la funcién de los oligoelementos; y
evitar las pérdidas de las cosechas durante el almacenamiento.

2.10.1 Radiaciones gamma

Los rayos gamma, que se presentan espontdneamente y que son emitidos por ciertos
productos quimicos radioactivos, por ejemplo el Cobalto 60 y el radio, son rayos
electromagneticos de onda muy corta. (Watkin, 1965). En general los rayos gamma tienen

una longitud de onda mas corta y por lo tanto poseen mas energia por foton que los rayos X.

Las principales fuentes de rayos gamma son el cobalto 60 y Cesio-137, que se utilizan en
trabajos radiobiologicos. Es importante conocer las propiedades de las fuentes de rayos
gamma, para asi poder determinar cual utilizar. La fuente Cesio-137 es utilizada en muchas
instalaciones por tener una vida media mas larga que el Cobalto 60. Las fuentes de rayos
gamma son almacenas en contenedores de plomo cuando no se utilizan. Cuando el material
es irradiado se recomienda que todas las labores que se realizan se operen bajo control

remoto.

Los rayos gamma, emitidos por cobalto radiactivo o radioisotopos, causan nuevos dafos en
células vegetales y suelen utilizarse para irradiar plantas completas o parte de estas,

incluyendo el polen (Poehlman & Sleper, 2003).

Para Babaei et al, (2010), los rayos gamma son mutagenos fisicos que han demostrado ser
atiles para la modificacion de nuevas variantes de rasgos que pueden dar lugar a la mejora
de los cultivos y se puede utilizar como una herramienta complementaria en

fitomejoramiento.

En las radiaciones ionizantes (rayos X y gamma) se utilizan las unidades roentgen (R) y rad
(rad). La primera es la unidad de exposicidn, lo cual quiere decir la cantidad de radiacion

que produce una unidad electrostatica de carga eléctrica por cm? de aire. Mientras que el rad
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(radiation absorbed dose) es la unidad de radiacién absorbida: es la radiacién que produce
una absorcion de energia de 102 Jules/kg de material tratado. Ambas son practicamente
equivalentes, mas el rad es la méas utilizada ya que es mas facil medir la absorcién de energia
que la emisién. Las radiaciones ionizantes producen dafios directos (roturas fisicas en la

cadena de ADN) e indirectos a través de lesiones producidos en el medio. (Cubero, 2003).

2.11 Efecto de las radiaciones sobre el material vegetal

Para Watkin (1965), las radiaciones ionizantes pueden afectar a las células bajo formas muy
diversas: mediante inhibicién de la divisién celular y de la sintesis del acido nucleico; por
rotura de los cromosomas y cromatidas que son responsables de reordenaciones estructurales
que afectan a los cromosomas y en anormalidades durante la mitosis y meiosis; y en lo que
se admite como intervencion principal, al ser responsables de las verdaderas mutaciones

geénicas.

Las radiaciones pueden producir tres tipos de efectos sobre las células (Swanson, citado
por Sanjinez ,2001).

e Efecto fisiologico: es aquel que produce alteracion quimica de ciertas moléculas que
afectan el funcionamiento normal de la célula, llegando en ocasiones hasta causar la
muerte de estas. Esto tiene repercusion sobre la sintesis de DNA y se puede alterar
mucho la mitosis, produciéndose el aglutinamiento de los cromosomas, aunque éstos
no se rompan.

e Efecto mutacional: aplicado a la teoria del blanco, se producen mutaciones de punto
sin que sean capaces de producir la ruptura del cromosoma.

e Efecto cromosdmico: en este tipo de efecto se llega a la ruptura del cromosoma, la

cual puede afectar al cromosoma completo, 0 a una cromatida.
2.12 Utilizacion de la mutagénesis inducida en la mejora
La mutacion natural es la base de la seleccion natural (evolucién), por ello, la mutacién
inducida debe considerarse un complemento para incrementar la cantidad de variacion

natural existente, en particular cuando ésta se haya reducido excesivamente por una intensa

seleccion o no se encuentra lo que se desea. (Cubero, 2003).
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Toda mejora de plantas descansa en la deteccion y utilizacion de las mutaciones que valoran
y acrecientan el valor de la expresién de un caracter en la direccion que sea mas

recomendable para ser objeto de cultivo. (Watkin, 1965).

Uno de los usos mas importantes de las mutaciones inducidas y espontaneas identificadas
es en el mejoramiento genético de plantas, Para este propdsito se debe poner atencién en la
seleccién de las variedades parentales. Generalmente, deberéan seleccionarse las variedades
adaptadas de la localidad de estudio. El desarrollo exitoso de la linea mutante no solo
depende de la mutacion beneficiosa, sino de la: adaptabilidad, resistencia, calidad y
rendimiento, que pueden estar ya presentes en la combinacion genética del material parental.
Si el comportamiento agronémico no es satisfactorio pero, el caracter mutado es importante,
la linea mutante puede ser empleada como progenitor en cruzas con una variedad bien
adaptada y de alto rendimiento. Ademas de ello la induccion de mutaciones es una
herramienta para incrementar la variabilidad de los organismos. Muchas veces la
variabilidad causada por éstas no difiere de la causada por mutaciones espontaneas. (OIEA,
1984; OIEA, 1997).

Segun Lawrence (1965), la utilidad de las mutaciones obtenidas por radiaciones, o por
agentes quimicos, en los programas de mejoramiento de plantas, depende de distintos
factores que pueden ser divididos en dos grupos:
e Factores que se relacionan con la cantidad de mutaciones utiles producidas:
eficiencia del agente mutagénico, eficiencia del uso de la mutacion, la forma como
se descubre la mutacion.

e Factores que estan asociados con la naturaleza de la variacién inducida.

2.12.1. Empleo de mutaciones puntuales o génicas:
a. En especies autogamas:
1. Usandolas directamente para mejorar variedades.
2. Mediante cruzas realizadas con plantas mutantes:
e Cruza del mutante con la linea parental.
e Cruza de diferentes mutantes de diferentes lineas parentales.
e Cruza del mutante con una linea parental diferente.

e Cruza de dos variedades que aparentemente llevan el mismo mutante.
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b. En especies alogamas: en general, inducir mutantes en especies aldgamas ofrece menos
perspectivas, particularmente por la dificultad de seleccion, incorporacion y mantenimiento
de mutaciones recesivas en cada poblacion y ademas porque los problemas de mejoramiento
de plantas aldgamas son méas problemas de manejo que de pérdida de variabilidad per se.
Sin embargo; se han reportado algunos éxitos de trabajos de mejoramiento en plantas
alégamas utilizando mutaciones (Donini & Sonnino, 1998).

c. A través de heterosis:
e En lineas endocriadas.

e Eninduccién de machos estériles (alogamas y autbgamas).

d. En plantas de reproduccion asexual: las especies que reproducen vegetativamente se
encuentran principalmente dentro de dos categorias: primero, aquellas especies que son
capaces de reproducirse sexualmente, pero que comercialmente son propagadas
vegetativamente; estas especies son altamente heterocigotas y son a menudo aneuploides y
poliploides. La segunda categoria estd conformada por especies propagadas
vegetativamente, denominadas apomicticas. En estas plantas se utiliza las mutaciones
génicas para producir pocos cambios en una variedad de interés, en la que se busca

solamente un caracter nuevo manteniendo tedricamente todos los anteriores.

2.12.2. Empleo de mutaciones en cromosomas
e Uso de translocaciones, para transferir caracteres a partir de otras especies 0 géeneros.
e Uso de translocaciones, para producir directamente duplicaciones.

e Diplodizacion y poliploidizacion.

2.12.3. Uso de agentes mutagénicos para cultivos con problemas especiales
e Uso de radiaciones para producir mutantes haploides.
e Uso de mutagénesis para incrementar la variabilidad.
e Uso de radiaciones para la produccion de sexualidad transitoria en especies
apomicticas.
e Uso de radiaciones para reducir la incompatibilidad de cruzas amplias.
e Uso de la induccion de mutaciones para estudios especiales de los procesos genéticos

o fisiologicos, morfoldgicos y bioquimicos en el cultivo de plantas.
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2.13 Induccion de mutaciones en el mejoramiento genético de cultivos

El mejoramiento convencional requiere de siete a diez afios de investigacién para producir
una nueva variedad. El uso de radiacion permite la induccion de millones de variaciones
genéticas en las que los mejoradores pueden encontrar la caracteristica deseada y realizar
cruces. De esta forma puede reducirse a la mitad el tiempo de generacion de una nueva
variedad. (Lagoda, 2012).

La induccion de mutaciones ha sido usada en el mejoramiento de cultivos mayores como
trigo, arroz, cebada, algoddén, mani, frijol, los cuales son propagados a través de semilla. La
estrategia primaria en el mejoramiento a base de mutaciones ha sido el mejorar las
variedades de cultivos adaptadas a la region alterando uno o mas caracteres. Estos incluyen

tamario de planta, madurez, resistencia a enfermedades, entre otros. (Maluszynski, 2001).

Desde el establecimiento de la union FAO/IAEA, més de 1800 cultivares han sido obtenidos
ya sea por mutaciones directas o derivados de cruces, y liberados en 50 paises alrededor del
mundo. (Maluszynski et al, 1995).

Irfag y Nawab (2001), irradiaron 3 cultivares distintos de trigo (Pirsabak-91 (P-91), Khyber-
87 (K-87) y Tarnab-78 (T-78)) con cuatro diferentes dosis de rayos gamma (10kR, 20kR,
30kR y 40kR). Todos los cultivares mostraron una reduccion significativa en la altura de
planta, porcentaje de supervivencia y peso de 1000 granos bajo los tratamientos de las dosis
maés altas (30kR y 40kR). La germinacion de todos los cultivares se vio significativamente
retrasada como respuesta a todos los tratamientos, la menor dosis (10kR) incrementd la
altura de planta en el caso de Pirsabak-91. Las dosis de 30kR y 40kR también crearon
anormalidades en las Alturas de las plantas. Se pudo ver que distintos cultivares responden

de diferente manera con respecto a ciertos caracteres.

El informe de la IAEA de 1972 reporta que Lapins irradid yemas de frutales caducifolios
con radiacion gamma de una fuente de Co-60. En manzano (Malus x domestica) obtuvo
mutantes con menor cantidad de russeting en la piel del fruto, mutantes con menor contenido
de clorofila en piel y pulpa del fruto, y mutantes con mayor color rojo en la piel del fruto.
En albaricoque (Prunus armeniaca), logré obtener un mutante precoz de la variedad

Blenheim. Este mutante luego fue liberado como ‘Early Blenheim’.
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Mutation Breeding Newslettler (2001, 2005) reporta los siguientes avances de trabajo de

mejoramientos de plantas utilizando induccion de mutaciones:

Ramesh et al., sometieron a irradiacion gamma semillas de cebada en la zona de
Meerut (India), donde este cultivo tiene problemas con acame y mal llenado de
semilla debido a lluvias tardias. Ellos se proponian encontrar mutantes de porte mas
bajo, mas precoces y de mejor potencial de rendimiento que las variedades
existentes. Las dosis con las que trabajaron fueron de 100, 200, 300 y 400 Gy. Como
resultado de este trabajo, encontraron un mutante con caracteristicas deseables a lo
que necesitaban: K-169; el cual presente resistencia al acame y un alto contenido de
proteina (15.46%).

Shah et al., sometieron semillas de Brassica napus L. cv. Tower a irradiacion gamma
a dosis de 1.0, 1.2 y 1.4 kGy en 1988, en Pakistan. Las semillas tratadas fueron
sembradas directamente a campo como generacion Mi. En las siguientes
generaciones M>/Ms se buscaron mutantes con caracteres deseables y se obtuvo un
mutante Util: RM-152-2, que fue seleccionado en la generacién Mas. La generacion
Ms fue examinada en pruebas de rendimiento preliminares durante la campafia 1990-
91 enel Instituto Nuclear de Agriculturay Alimento (NIFA por sus siglas en inglés),
y la linea mutante RM-152-2 superd significativamente en rendimiento al cultivar
comercial ‘PR-7’, al producir 2 t/ha de grano contra 1.4 t/ha del cultivar comercial.
Debido a esto se realizaron mas pruebas de esta linea mutante en distintas locaciones
comparandola con otros 30 cultivares comerciales bajo condiciones de riego y
secano, durante dos afios consecutivos 1992-93 y 1993-94. Al final de las pruebas se
vio que el mutante RM-152-2 supero significativamente a todos los controles, asi
como también mostrd estabilidad genética en el tiempo y distintas localidades. Asi
mismo, el mutante mostro precocidad frente a los demas cultivares comerciales y
resistencia y tolerancia frente a enfermedades. Debido a estos resultados la linea
mutante RM-152-2 fue liberada luego como cultivar comercial bajo el nombre de
‘Abasin-95°.

Shamsuzzaman et al realizaron un programa de mejoramiento mutagénico con
irradiacion gamma en semillas de garbanzo en 1989, en Bangladesh. En este pais, la

produccién de este cultivo no es interesante para los agricultores porque las
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variedades que se encuentra tienen un largo periodo de maduracion, tamafio pequefio
de semilla y pobres rendimientos. Es por esto que el pais gasta mucho dinero en la
importacion de garbanzo. Se trataron semillas de dos lineas exdticas: G-97 y G-319.
La induccién de mutaciones se realiz6 con rayos gamma, azida de sodio y la
combinacion de estos dos. En 1989 se cultivd la generacion My, de la cual se
cosecharon 4,542 plantas individuales y sus semillas llegaron a ser la generacién M.
De esta generacion, 87 plantas individuales M> fueron seleccionadas, de las cuales
solo 16 llegaron a la generacién Ma. Entre estas una linea mutante sobresalio: L-84.
Luego se realizaron pruebas de esta linea frente a otros dos mutantes y tres cultivares
comerciales en las generaciones Ms, Mg y M7 durante 1995-2001. Finalmente se vio
que el mutante L-84 tiene maduracion temprana, alto rendimiento de grano y tamafio
de semilla mediana. Por ello, luego fue liberado como cultivar bajo el nombre de
‘Binasola-3’.

Eroglu et al. (2007) determinaron que a dosis crecientes de rayos gamma (50, 100, 150, 200,
250, 300 Gy) disminuian el indice mitético en apices de raices embrionarias en semillas de

Hordeum vulgare.

2.14 Induccion de mutaciones en el mejoramiento genético del centeno

Savaskan y Toker (1991) encontraron que a dosis ascendentes de rayos gamma (50, 100,
150y 200 Gy) disminuia el tamafio de planta conjuntamente con el indice mitético en Secale

cereale L.

Akgln y Tosun (2004) sometieron semillas de Secale montanum a diferentes dosis de rayos
gamma (0, 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 20, 25 y 30 krad) encontrando variaciones en la M tales
como reduccion del porcentaje de germinacion y numero de granos por espiga a dosis
crecientes de radiacion.

ElI OIEA, en su base de datos (http://mvgs.iaea.org), menciona el registro de 4 variedades de

centeno (Secale cereale L.) mejoradas por induccién de mutaciones:

e Variedad “Hja (6900)”, desarrollada en Finlandia empleando radiacién gamma en la
variedad “Vjatka”, con una dosis de 100 Gy, lograndose mejorar la resistencia a bajas
temperaturas, tallo mas corto y fuerte y buena calidad, registrada en 1975.
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e Variedad “Donar”, de Alemania. Obtenida a través de la aplicacion de agentes
mutagénicos quimicos 1SO-PMS de la variedad parental “Petkuser Winterroggen
Slamm?”, con 20 a 25 cm. menos alta y con resistencia al acame, registrada en 1981.

e Variedad “HJa (6902)”, desarrollada en Finlandia aplicando rayos gamma y
logrando mejor resistencia al acame. Registrada en 1981.

e Variedad “Pollux”, de Alemania. Obtenida con PMS. Se logré mejorar la resistencia

al acame y reducir la altura de la planta.
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del experimento

La generacion M: se desarrolld en el Instituto Regional de Desarrollo San Juan de

Yanamuclo (IRD-Sierra), Distrito de San Lorenzo, Jauja, Junin.

Las generaciones M y M3 se desarrollaron en el Campus de la Universidad Nacional Agraria
La Molina ubicado en el distrito de La Molina, provincia de Lima y departamento de Lima,
cuya ubicacion geogréfica es la siguiente:

Latitud sur: 12°05°

Longitud oeste: 76°56°

Altura: 240 msnm.

3.2 Materiales, equipos e insumos

3.2.1 Material vegetal:

Semillas secas de la variedad Sorom (Generacion M), las cuales fueron sometidas a
distintas dosis de irradiacidon gamma (Generacién Ms); semilla de la generacion M
y semillas de la generacion Ms sembradas durante la fase de estudio de la presente
investigacion.

La variedad Sorom es un tipo de centeno que se encuentra en la sierra alta del
departamento de Ancash. Las caracteristicas de este material son: plantas altas, en
promedio las plantas tienen una altura entre el rango de 166 a 175 cm; las espigas
son relativamente cortas con un promedio de 12.47 cm, curvas y con aristas largas.
En condiciones de Costa emite el 50% de las espigas de una poblacion a los 80 dias

después de la siembra (dds).
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3.2.2 Materiales de campo
e Libreta y registros de campo
e Insumos como fertilizantes y pesticidas
e Lampas, azadon, rastrillo, hoces
e Cordeles, carteles, bolsas de papel Kraft
e Wincha métrica
e Lapiz y marcadores
e Camara fotogréfica

e Mochila pulverizadora

3.3 Metodologia

En la figura N° 03 se muestra la metodologia seguida para el desarrollo del material

genético en la presente investigacion.
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‘ Induccion de Mutaciones }

—— > | Dosimetria

M1

Seleccion por:
Fase a ejecutar en 1. Resistencia a
campo y camaras de enfermedades
crecimiento . .
2. Resistencia a factores
climaticos (heladas,
Ms granizos, sequia)
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agronomicos y
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Fase a ejecutar en
campos de agricultores

Semilla

Figura N° 03. Metodologia empleada por el Programa de Cereales Menores y

Granos Nativos de la UNALM para la obtencién de nuevas variedades de cereales.



3.3.1 Generacion My
Se generaron a partir de semillas de la variedad Sorom mediante la
irradiacion con rayos gamma en el Instituto Peruano de Energia Nuclear. Se
irradiaron 250 g de semillas en las dosis de 0, 100, 150, 250 y 300 Gray.
Este material fue evaluado en laboratorio y campo.
Fase de Laboratorio
Dosimetria:
Se tomaron 300 granos irradiados de cada dosis y del testigo sin irradiar y se
sembraron en bandejas en grupos de 100 granos por repeticién con el objetivo
de evaluar el porcentaje de germinacion, supervivencia, longitud de parte
aérea y longitud de raiz.
Se analizaron los resultados empleando el disefio de bloques completamente
al azar con tres repeticiones.
Fase de campo
Se sembro cada dosis en forma masal en el IRD-Sierra. El cultivo se condujo
en condiciones de secano bajo un manejo convencional a lo largo de su
desarrollo fenoldgico, realizando las respectivas labores agrondémicas tipicas
del cultivo de cereales, sin embargo en esta generacion el deshierbo se realizo
en forma manual. En la fase de maduracidon de cosecha se cortaron espigas

individuales en cada dosis.

3.3.2 Generacion M2 y Generacion Ms
Generacion M
Esta fase de campo se realizé en el campo Guayabo 2 de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM), en la campafia 2012-2013.
Se sembraron las espigas individuales cosechadas en la generacion M. Se
sembro6 una espiga por surco. Cada surco de 1 m de largo y 0.4 m de ancho.

Se cosecharon “Plantas mutantes candidatas por espiga”.

Generacion M3
Se instal6 en el campo Guayabo 2 de la UNALM en la campafia 2013-2014.
Cada planta-espiga “candidata mutante” cosechada en la Generacion M2 se

sembro en parcelas independientes de un surco.
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En la Figura 04 se muestra el momento de las labores culturales y
evaluaciones realizadas a través del cultivo para las generaciones Mz y M3 en

sus respectivas camparias.

MEGO DE MACHACD .
ARADO ¥ GRADED DEL TERREND EPAADON DEnERRENG
SURCADD DE LAS HILERAS : E TERRE
NDEPENDIENTES )
r
i ",
12 FERTILZACKON ]
SEMERA DEESPIGAS SEMEAL
SELECCIONADAS L )
r l 1
CONTED DE PLANTAS Y
CRECIMIENTD VEGETATVO € EVALUADION DE MUTACIONES
: / CLORDAILICAS
]
. .
2% FERTILZACION _ MACOLLAE

CONTROL DE PLAGHS ¥ MALEZAS = — ENCARADD
|
]
[ VAIMA ENGROSADA ]
T
L EVALUACION DE
ESPIGADD - ANTESES . MUTANTES CANDIDATOS
MORFOLOEICOS ¥
FISIBLOGICOG
i

( ESTADD LECHDSD DEL GRAMD -

COSECRA L ESTADD PASTDSD DEL GRAND -

MADUREZ

Figura N° 04. Manejo de la poblacién para las Generaciones Mz y Ma,
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3.3.2.1 Labores culturales

a. Preparacion del terreno

Se realiz6 el riego de machaco con el objetivo de hacer germinar semillas de malezas,
asi también como semillas del cultivo anterior (maiz) que hayan podido quedar en el
campo.

Se aradd y graded el campo eliminando asi las malezas que germinaron con el riego
pesado, a los dos dias se nivelo, se armaron los surcos de un metro de longitud y una
profundidad no mayor a cinco centimetros, luego de ello se procedié a armar los
canales de riego.

b. Fertilizacion

Previo a la siembra se realizé una primera fertilizacion a fondo de surco. Se utilizé
una mezcla de 50 kg de drea con 150 kg de fosfato diamdnico que se distribuyeron
a lo largo de los surcos de 1 metro. Cuando el cultivo alcanzé la fase de
macollamiento, se realizd una segunda fertilizacion con Urea, utilizdndose 50 kilos

de Urea.

c. Siembra
Se sembrd una espiga-linea mutante/surco. Las semillas se colocaron a chorro
continuo encima del fertilizante previamente aplicado, luego se tapd con suelo del

surco adyacente cubriendo solamente 2 — 3 cm. por encima de las semillas.

d. Riego

Inmediatamente después de la siembra se realiz6 un riego para promover la
germinacion de las semillas. La frecuencia de riego fue semanal y cuidando que las
plantas no entren en estrés hidrico durante las fases fisiologicos de diferenciacion
floral, floracion y llenado de semilla. Para el riego, se tuvo en cuenta el estado de la

humedad del suelo.

e. Control de malezas
Cuando el cultivo tenia entre 5 a 10 hojas se realizaron aplicaciones del herbicida 2-
4 D sol-amina (100 ml/mochila). Cuando el cultivo alcanzé la etapa de encafiado

hubo una gran incidencia de plantas voluntarias, especialmente de la solanacea
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Capuli cimarron, pero que se eliminaron también manualmente utilizdndose palas y

azadones.

f. Control de plagas y enfermedades

El cultivo no present6 incidencia de enfermedad alguna.

En el caso de plagas, hubo una infestacion moderada no uniforme de pulgones
(Rhopalosiphum maidis). Para su control se aplicd Cipermix a una dosis de 50
ml/mochila. Se utilizo, en esta aplicacién, tres mochilas.

Para todas las aplicaciones se utilizé un regulador de pH y en el caso del plaguicida

un adherente.

g. Cosecha

La cosecha dependio del grado de madurez de la planta y semilla. Se esperé que las
plantas secaran en campo hasta cuando las semillas alcanzaron un porcentaje de
humedad del 10%.

Cada generacion fue cosechada en forma manual, frotando con la palma de las manos
para desprender de las semillas las envolturas florales, y a través de un ventilador

estacionario se elimind impurezas y residuos que pudieran quedar.

3.3.2.2 Evaluaciones

a. Conteo de plantas
Se contd el nimero de plantas en cada uno de los surcos con el fin de
determinar el nimero total de plantas emergidas en cada tratamiento. Esta

evaluacion se llevé a cabo a los 10 dias después de la siembra.
b. Mutaciones de clorofila o pigmentos

Esta evaluacion se realizd6 empleando la escala propuesta por Gustafsson
(1969).
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I. Albina

No se forma clorofila ni carotenos.

Il. Xantha

Prevalencia de carotenos o ausencia de clorofila.

[11. Alboviridis

Diferentes colores en la base y punta de la hoja

a) Alboxantha

Base amarilla, punta blanca. Muy comun.

b) Xanthalba

Base blanca o ligeramente coloreada. Punta amarilla o amarillo

verdosa. Puede alcanzar madurez.

c) Alboviridis

Base verde, punta blanca.

IV. Viridis

Grupo heterogéneo, caracteristico amarillo verdoso o verde claro.

a) Virescens

Verde claro uniforme que gradualmente cambia a verde oscuro.
Generalmente el color adquiere el tono normal. Mutacién a

menudo viable.

b) Chlorina

Generalmente color amarillo verdoso que puede permanecer

durante el ciclo de la planta u oscurecerse. Viable.

c) Lutescens

Los pigmentos verdes originales se destruyen, las hojas se

marchitan y se tornan amarillas.

d) Albescens

Igual que ¢ pero méas pronunciado. Los colores originales cambian

a blanco o blanco amarillo.

V. Tigrina Destruccion trasversal de los pigmentos. Lineas transversales son
generalmente marrones o amarillas, delgadas y comprimidas.
Muy caracteristicas en cebada.

VI. Striata Lineas longitudinales de color blanco o amarillo.

VII. Maculata Destruccion de clorofila y/o caroteno en forma de manchas

distribuidas sobre las hojas.

VIII. Mutaciones

indefinidas

Informe descriptivo de las observaciones efectuadas.

IX. Mutaciones en el

Plasma

Se contabiliz6 el nimero de mutantes clorofilicos y tipo de mutantes por hilera.
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c. Mutaciones morfoldgicas o fisiologicas

Esta evaluacion se realizo teniendo en cuenta los descriptores. EI Concejo
Internacional de Recursos Fitogenéticos (CIRF), elaboré una lista de
descriptores para facilitar y unificar criterios para la caracterizacion y
evaluacion del centeno vy triticale (1985).

e Longitud de la espiga
Espigas cortas

Espigas largas

e Longitud de las aristas
Estimada a la madurez en una escala de 1 a 9, donde:
0: mutica (sin aristas)
3: cortas

7: conspicuas o largas

e Se contaron los dias a la floracion de los mutantes en comparacion
con los dias a la floracion del testigo, de ser menor se consideré una

planta precoz, y de ser mayor se le considerd un mutante tardio.

e Presencia de pubescencia en el tallo debajo de la espiga
0: ausente
3: débil
5: intermedio

7: fuerte

3 Débil 5 Intermedio
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Longitud de la espiga
Espigas cortas

Espigas largas

Longitud de las aristas

Estimada a la madurez en una escala de 1 a 9, donde:
0: mutica (sin aristas)

3: cortas

7: conspicuas o largas

N° de espiguillas por espiga:
Valor promedio de 5 espigas tipicas de la accesion

Desgrane

Fragilidad del raquis de la espiga a la madurez

0: No fragil

3: Poco desgrane (desintegracion debajo de 1/3)

5: Desgrane intermedio (desintegracion entre 1/3 'y %)

7: Completamente susceptible al desgrane (desintegracion total de la

espiga)

Color de la Semilla
1: blanco
2: gris
3: verde
4: marron
5: purpura

6: otros (especificar)
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Oval

e Forma de las semillas:
1: oval
2:oval-oblongo
3: Forma de barril
4: Comprimida en ambas caras

5: otros (especificar)

Oval-oblongo Forma de barril Comprimida en

ambas caras

e Peso de 1000 granos (g)

e Vidriosidad del Grano
Semejanza a apariencia de vidrio cuando las semillas son cortadas
transversalmente
0: no vitreo (harinoso o suave)
5: parcialmente vitreo
7: Vitreo

d. Frecuencia de Mutaciones

Se contaron todas las variantes que no se observaron en el testigo sin irradiar.
Estas variantes se consideraron como mutantes candidatos.

La frecuencia de mutantes candidatos se determiné mediante la siguiente

formula:

N° de mutantes / caracter / tratamiento

Fr =
4 N° de plantas M, / tratamiento
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3.3.3 Disefo experimental

e Generacion M
En el caso de la generacion My, se utiliz6 un Disefio de Bloques Completamente al
Azar con cuatro repeticiones, para los parametros de longitud de raiz, longitud de

parte aérea, germinacion y supervivencia.

e Generacion Mz y M3

No se utilizé disefio experimental debido al tipo de experimento
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

OBJETIVO 1

IDENTIFICACION DEL ESPECTRO Y LA FRECUENCIA DE MUTACIONES EN
UNA POBLACION M, DESARROLLADA MEDIANTE LA APLICACION DE
RAYOS GAMMA.

Este objetivo fue logrado mediante la evaluacion de dos generaciones M1y My; en ellas se

evaluaron los efectos somaticos y las mutaciones.

GENERACION M;

Dosimetria

La dosimetria incluyd, en primer lugar, la evaluacion de los efectos somaticos de la radiacion
en las semillas y plantulas germinadas; en condiciones controladas en una casa de malla.
Estos efectos somaticos estan relacionados con los dafios fisiolégicos causados por la
irradiacion, no son heredables. Los resultados en germinacion, supervivencia, altura de

plantula y longitud de raiz se presentan a continuacion:

Germinacion

Esta variable fue medida en cuatro tiempos, a los 5, 7, 10 y 15 dias después de
sembrar la semilla en bandejas. En la Cuadro 06 se presentan los resultados del
andlisis de varianza (ANVA) del efecto de la aplicacion de cuatro dosis de rayos
gamma en el porcentaje de germinacion. Se puede apreciar que no hubo diferencias
significativas para bloque pero si altamente significativas para tratamiento. El
Coeficiente de Variacion fue de 1.23%. En el Cuadro N° 07 se presenta los valores
medios de germinacion y la prueba de Tukey muestra que existen diferencias
significativas entre los tratamientos de radiacion y el testigo sin radiacion. Se puede
apreciar que el porcentaje de germinacién varié de 85 a 95%, observandose una

disminucidn del porcentaje de germinacion con el incremento de la dosis.
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Supervivencia

Esta variable fue medida a los 30 dias y se puede apreciar que no hubo diferencias
significativas para bloque pero si altamente significativas para tratamiento. El
Coeficiente de Variacion fue de 2.75% (Cuadro N° 06). La supervivencia vari6 de
10 a 90.3%. El valor més alto de supervivencia fue observado en el testigo sin
irradiacion y el valor méas bajo con la dosis més alta; y la prueba de Tukey muestra
que los valores observados en cada dosis difieren significativamente entre ellos y

con el testigo (Cuadro N° 7).

Altura de plantula

Esta variable fue medida a los 30 dias después de sembrar la semilla en bandejas. En
la Cuadro 06 se presentan los resultados del anélisis de varianza (ANVA) del efecto
de la aplicacion de cuatro dosis de rayos gamma en la altura de la plantula. Se puede
apreciar que no hubo diferencias significativas para bloque pero si altamente
significativas para tratamiento. El Coeficiente de Variacion fue de 14.9%. En el
Cuadro N° 7 se presenta los valores medios de germinacion y la prueba de Tukey
muestra que existen diferencias significativas entre los tratamientos de radiacion y
el testigo sin radiacion. Se puede apreciar que la altura de plantula vari6 de 1.6 a 16.2

cm, observandose una disminucién altura con el incremento de la dosis.

Longitud de raiz de plantula

Esta variable fue medida a los 30 dias y se puede apreciar que no hubo diferencias
significativas para bloque pero si altamente significativas para tratamiento. El
Coeficiente de Variacién fue de 5.4% (Cuadro N° 06). La longitud de las raices
varié de 0.97 a 8.3 cm. El valor mas alto de longitud de raiz fue observado en el
testigo sin irradiacion y el valor més bajo con la dosis mas alta; y la prueba de Tukey
muestra que los valores observados en cada dosis difieren significativamente entre

ellos y con el testigo (Cuadro N° 7).
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Cuadro N° 06. Cuadrados medios del ANV A de germinacion, supervivencia, altura de

plantula y longitud de raiz en bandejas, de la generacién M1 de centeno (Secale cereale

L.) variedad Sorom irradiado con rayos gamma a la dosis de 0, 100, 150, 250 y 300

Gray.
L . . Altura . .
FV G.L Germinacion Supervivencia . Longitud raiz
plantula
BLOQUE 2 0.87 6.07 2.18 1.88**
TRAT. 4 46.4** 4381.4** 93.78** 24.73**
ERROR 8 1.2 1.73 1.66 0.052
TOTAL 14
cV | 1.23 | 2.75 | 149 5.4

Cuadro N° 07. Valores medios y Prueba de Tukey de germinacion (%), supervivencia

(%), altura de plantula (cm) y longitud de raiz (cm) en bandejas, de la generacion M1

de centeno (Secale cereale L.) variedad Sorom irradiado con rayos gamma a la dosis
de 0, 100, 150, 250 y 300 Gray.

Germinacion Supervivencia Longitud de parte | Longitud
Tratamientos (%) (%) aérea (cm) raiz (cm)
Testigo 95.0a 90.3a 16.2 a 8.3a
100 Gray 90.3b 73.0b 11.0b 53D
150 Gray 88.0 bc 60.7 c 9.3b 43¢
250 Gray 86.3 ¢ 10.0d 50c 2.2d
300 Gray 85.0c 53e 16¢ 0.97e
Promedio 88.9 47.9 8.6 4.2

El efecto somatico de los agentes muta génicos en la germinacion, supervivencia, esterilidad,

altura de plantula y longitud de raices y otros han sido informados por varios autores en

diferentes cultivos, agentes mutagénicos y dosis. En general concluyen que el incremento

de las dosis origina una reduccion en las caracteristicas mencionadas; observandose

diferentes grados de radio sensibilidad de las especies (Ciftci et al., 2006; Albokari et al.,
2012; Scaldaferro et al., 2013).
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GENERACION M;
Debido al efecto de las dosis altas en las plantulas y en el campo se seleccionaron los
tratamientos con las dosis de 100 y 150 Gray para el programa de mejora del centeno.

Efectos Genéticos

En esta generacion se observaron mutaciones de clorofila y pigmentos, mutaciones
morfologicas y fisiologicas. Estas dos Ultimas mutaciones se consideraron en esta
generacion como candidatas y fueron nuevamente evaluadas en la generacion Mz para

ratificar su herencia a las progenies.

Mutaciones clorofilicas

Dosis 100Gy

Se estudiaron en plantas derivadas de 698 espigas, cada espiga sembrada en un surco
independiente. La poblacion total alcanzé un total de 37036 plantas.

En el Cuadro 08 se presenta el tipo y la frecuencia de mutaciones de clorofila y pigmentos
de antocianina identificada en la dosis de 100Gy.

Se puede apreciar una predominancia de la mutacion clorofilica denominada “lutescens” con
una frecuencia de 0.00035101. Por otro lado la mutacion de pigmentos de antocianina con
una frecuencia de 5.40015x10°.

Cuadro N°08. Tiposy frecuencia de mutaciones clorofilicas observadas en la poblacion
M2 de Centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiado con rayos gamma a la dosis de
100Gy.

Total de Mutacién N Plantas Frecuencia
Plantas Mutantes
Albina 5 0.000135004
Chlorina 8 0.000216006
Striata 3 8.10023x10°%°
Tigrina 2 5.40015x10%°
37036 Xanta 3 8.10023x10°%°
Lutescens 13 0.000351010
Albo viridis 9 0.000243007
Antocianina 2 5.40015x10°%°
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Dosis 150Gy

En el tratamiento de 150Gy se tuvo una poblacion de 30509 plantas provenientes de las 711
espigas individuales cosechadas en la Generacion M.

En el Cuadro 09 se presenta el tipo de mutaciones de clorofila y pigmentos de antocianina
observados en esta dosis.

La mutacion clorofilica mas frecuente en esta dosis fue el tipo chlorina con una frecuencia
de 0.000557213. Para mutaciones de antocianina se observaron “plantas con manchas

rosadas” con una frecuencia de 0.000131106.

Cuadro N°09. Tiposy frecuencia de mutaciones clorofilicas observadas en la poblacion
M. de Centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiado con rayos gamma a la dosis de
150Gy.

Total de Mutacién N Plantas Frecuencia
Plantas Mutantes
Albina 2 6.55544x107°
Chlorina 17 0.000557213
Striata 10 0.000327772
30509 Tigrina 5 0.000163886
Xanta 7 0.000229440
Lutescens 10 0.000327772
Antocianina 4 0.000131109
0.0006
0.0005
0.0004
0.0003
0.0002
0.0001 ]
0
v%é\(\’b Co\o{\((b

® Dosis 100 Gy = Dosis 150 Gy

Figura N° 05. Cuadro de Barras comparativo de las frecuencias de las mutaciones
clorofilicas observadas en una poblacion M2 de Centeno (Secale cereale L.) var. Sorom
irradiada a dosis de 100 y 150Gy.
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Se puede observar que la mutacion mas frecuente en la dosis de 100Gy es el tipo lutescens
y en la de 150Gy es la mutacién clorofilica chlorina. En la dosis de 100 Gray el espectro de
mutaciones fue mas amplio debido a que se observd un tipo adicional de mutacion
(clorofilica albo viridis). La frecuencia de mutaciones clorofilicas fue, en general, mayor en
la dosis de 150Gy.

Favret et al. (1969) indicaron que las mutaciones mas estudiadas son las que afectan al
aparato clorofilico, la reaccion a enfermedades, la produccion de cera en la lamina, etc.
Muchas de ellas pueden ser usadas en planes de mejoramiento. Las mutaciones clorofilicas
han sido reportadas por diversos autores en diversos cultivos en trabajos de induccion de
mutaciones como Bhat et al., 2007; Ganapathy et al., 2008, Gaibriyal et al., 2009, Gomez
et al., 2009.

Cheema et al. (2003) informan la induccion de mutaciones de clorofila en arroz, con una
mayor frecuencia del tipo albino en las variedades Basmati 370, Basmati Pack y Super
Basmati, seguida del tipo xantha en Basmati 370 y el tipo viridis en Basmati Pack, con una
dosis de 250Gy.

Reyes (2004) determino que la frecuencia de mutaciones clorofilicas en la variedad Taray
de trigo, es mayor a dosis de 250Gy, representando el 57.8% del total de mutaciones, frente
a la dosis de 150Gy, la cual representd sélo el 42.2%. Este resultado es similar al obtenido
en el presente trabajo donde la dosis de 250Gy gener6 un mayor numero y frecuencia de

mutaciones clorofilicas que la dosis de 150Gy.

Asimismo, Vila (2007) encontro que en poblacion Mz de cebada, las mutaciones clorofilicas
mas frecuentes fueron albinas (3.821x1073), seguidas de chlorinas (2.795x107%) y xanthas
(1.582x107%). En la generacion M8 de esta misma poblacion, Aldaba (2014), encontrd que
las mutacion clorofilica mas frecuente fue striata con una frecuencia de 1.7063314%,
seguido de tigrina (0.2516343%) y chlorina (0.1452073%), en cebadas de 6 hileras.

Argumedo (2013) encontrd que para plantas de trigo irradiadas con dosis de 200 y 300Gy,
los mutantes mas frecuentes fueron las plantas albinas para cada dosis (2.03x102 y 2.54x10-
%), seguidas de plantas xantha (1.34x10° y 2.28x107°), y luego las mutaciones de
antocianinas (0.61x102 y 1.65x1073).
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Aldaba (2014) reporta en cebada irradiada con 250Gy mutaciones de clorofila del Striata,
Albina, Xantha, Chlorina, Tigrina, Lutescens.

“Mutaciones Candidatas”
En aspectos fisiologicos y morfologicos las variantes observadas se consideran como
probables mutaciones o mutaciones candidatas, debido a que el cambio o variante debe

heredarse en las siguientes generaciones para ser consideradas mutaciones.

Precocidad

En la generacion M para ambas dosis se identifico un mutante precoz. El testigo de la
variedad Sorom lleg6 a la etapa de floracion a los 80 dds, mientras que 21 plantas de la dosis
de 100Gy y 67 plantas de la dosis de 150Gy llegaron a la floracion a los 60 dds. (Cuadro
10).

Cuadro N° 10. Numeros y frecuencia de “mutantes candidatos” precoces observados
en la poblacion M, de Centeno (Secale cereale L.) var. Sonko irradiado con rayos

gamma a las dosis de 100 y 150Gy.

Dosis Numero de mutantes precoces | Frecuencia
100 Gy 21 0.000567016
150 Gy 67 0.002196073

Como se puede observar, el valor de la frecuencia encontrada en la dosis de 150 Gy supera
a la de la dosis de 100 Gy.

Reyes (2004) encontr6 que a dosis de 150Gy en trigo, el 45% de los mutantes presentaron

precocidad frente al testigo, y a dosis de 250Gy fue el 70.29%.

Argumedo (2013) obtuvo plantas con 12 dias de precocidad frente al testigo, en una

poblacion de mutante de trigo irradiada con rayos gamma a dosis de 200 y 300Gy.

Aldaba (2014) informa mutaciones de precocidad con una frecuencia de mutacion de 0.198

por ciento en cebada con una dosis de 250Gy.
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Longitud de la espiga

La longitud promedio de las espigas de las plantas testigo fue igual a 12.47 cm.
Considerando este valor se identificaron y seleccionaron todas aquellas superiores en un
30% a esta longitud. En el Cuadro 11 se presentan los resultados y se puede apreciar en el
tratamiento de 100Gy un total de 350 plantas con espigas largas y se les considerd “mutantes
candidatos” para mayor longitud de espiga con una frecuencia de 0.009450265; mientras
que en la dosis de 150Gy se encontré un total de 231 plantas con espigas méas largas o

“mutantes candidatos” con una frecuencia de 0.007571536.

Cuadro N° 11. Numero y frecuencia de “mutantes candidatos” con espigas largas
observadas en la poblacion M de Centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiado con

rayos gamma a la dosis de 100 y 150Gy.

Dosis Numero de mutantes | Frecuencia
100Gy 350 0.009450265
150Gy 231 0.007571536

Longitud de las aristas

La variedad Sorom presenta una espiga con aristas largas segun el Descriptor de IBGR
empleado. En las poblaciones de ambas dosis se observo variantes para esta caracteristica:
plantas con espigas sin arista y con aristas cortas. Por lo tanto, todas las plantas con estas
variantes en la arista se consideraron “mutantes candidatos muticos (Sin arista) y con arista

corta” y se seleccionaron. En el Cuadro 12 se presentan los resultados observados.

Para la dosis de 100Gy se encontraron 44 “mutantes candidatos” sin aristas con una
frecuencia de 0.001188033 y 237 “mutantes candidatos” con aristas cortas, con una
frecuencia de 0.006399179. Para la dosis de 150Gy se identificaron 72 “mutantes
candidatos” sin aristas con una frecuencia de 0.002359959 y 139 “mutantes candidatos” con

aristas cortas, con una frecuencia de 0.004556033.
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Cuadro N° 12. Numero y frecuencia de “mutantes candidatos” morfoldgicos con
distinta longitud de aristas observados en la poblacion M de Centeno (Secale cereale
L.) var. Sorom irradiado con rayos gamma a la dosis de 100 y 150Gy.

Dosis100 Gy Dosis 150Gy
Tipo de cambio NuUmero de NUmero de
mutantes Frecuencia | mutantes Frecuencia
Espigas sin aristas 44 0.001188033 72 0.00235996
Espigas con aristas cortas 237 0.006399179 139 0.00455603

Como se puede ver, la dosis de 150Gy generd un mayor nimero de “mutantes candidatos”
de espigas sin aristas. Por otro lado, la dosis de 100Gy generd un mayor nimero de espigas

con aristas cortas.

Argumedo (2013), encontr6 mutantes de trigo con aristas cortas: 2 mutantes en dosis de
200Gy, y 5 en dosis de 300Gy.

Aldaba (2014) informa mutaciones en la inflorescencia o espiga muy variadas en cebada
obtenidas con una dosis de 250 Gray. Sefiala las siguientes modificaciones: “arista larga”
(L) en el material parental a: “arista corta” (C) en 32 lineas mutantes, “arista acampanada de
caperuza sésil” (ACS) en una linea mutante, “arista acampanada de caperuza elevada”
(ACE) en una linea mutante, “arista muy crespa” (MC) en cuatro lineas mutantes y “arista
ondeada” (OND) en ocho lineas mutantes. Las frecuencias generales fueron de 5,10062 por
ciento, 0,19507 por ciento, 0,18457 por ciento, 0,43241 por ciento y de 1,08993 por ciento

respectivamente.

Otras mutaciones morfologicas
En el experimento se encontraron otros tipos de variaciones en espiga o “mutantes
candidatos” en formas de espiga no descritas en los descriptores morfoldgicos y fisiologicos
para el centeno y triticale.
Las posibles mutaciones observadas fueron las siguientes:

= Mutantes con espigas bifurcadas: desde el pedicelo la espiga se divide en dos espigas,

una mas corta que la otra.
= Mutantes con espigas ramificadas: en ciertas zonas cercanas a la base de la espiga,

el raquis se ramifica formando pequefias espigas ademas de la principal con unas 3
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a 4 espiguillas. Espigas ramificadas de apariencia similar existen en Triticum
turgidum var. Turgidum.

= Mutantes con espigas con entrenudo largo: en estas espigas se observé la presencia
de un entrenudo del raquis mucho mas largo que los demaés; este entrenudo aparece
en el tercio inferior de la espiga.

= Mutantes con espigas densas 0 compactas.

En el Cuadro 13y 14 se presentan la frecuencia observada en las diferentes dosis. Se puede
apreciar valores diferentes por dosis de radiacion. Solamente en la dosis de 100 Gy se

encontro la variantes espiga densa 0 compacta.

Cuadro N° 13. Numero y frecuencia de otros “mutantes candidatos” morfologicos
observados en la poblacion M2 de Centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiado con
rayos gamma a la dosis de 100Gy.

Tipo de cambio Ntmero de Frecuencia
mutantes

Espigas Bifurcadas 12 0.000324009

Espigas ramificadas 158 0.004266119

Espigas con entrenudo largo 230 0.006210174

Espigas densas 6 0.000162005

Cuadro N° 14. Numero y frecuencia de otros “mutantes candidatos” morfoldgicos
observados en la poblacion M de Centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiado con

rayos gamma a la dosis de 150Gy.

NOmero de

Tipo de cambio Frecuencia
mutantes

Espigas Bifurcadas 2 6.55544x10°

Espigas ramificadas 102 0.003343276

Espigas con entrenudo largo 910 0.029827264

46



0.03

0.025

0.02

0.015
m 100 Gy

0.01 m 150 Gy

0.005

O T T 1
Espigas Espiga Espigas con Espigas densas
bifurcadas ramificada entrenudo
largo

Figura N° 06. Cuadro de Barras comparativo de las frecuencias de otras “mutaciones
candidatas” en morfologia de espigas en una poblacion M2 de Centeno (Secale cereale L.)

var. Sorom irradiada a dosis de 100 y 150Gy.

Como se puede observar en el grafico, la dosis de 100Gy generé un mayor namero de
mutantes que la dosis de 150Gy, excepto en la mutacidn de espigas con entrenudo largo.

La dosis de 100Gy gener0 6 probables mutantes de espigas mas densas que el testigo. Este
cambio no se observo en la poblacién proveniente de la dosis de 150Gy.

En un experimento de induccion de mutaciones en trigo var. Taray, en una poblacién Ms,
con irradiacion gamma, Reyes (2004) no encontré cambios o mutaciones morfoldgicas de
caracteristicas como tipo y color de follaje, tipo de arista, color de grano y densidad de la
espiga, tanto a dosis de 150Gy y 250Gy.

Por otro lado, Aldaba (2014) encontré modificaciones en densidad de espiga, sefiala que se
modifico de “intermedia” (INT) en el material parental a: “laxa” (L) y “densa” (D). En el
grupo de 6 hileras se encontraron espigas densas en seis lineas mutantes, con una frecuencia
general de 0,73303 por ciento. En el grupo de 2 hileras se encontraron los siguientes
cambios: de espiga “intermedia” a “laxa” en 22 lineas mutantes y a “densa” en seis lineas

mutantes. Las frecuencias fueron 2,37376 y 0,70125 por ciento respectivamente.

Segun Dobrovolskava et al. (2009), la aparicién de espiguillas stper numerosas es raro. El
gen responsable del llamado rasgo “espiga monstruosa” en el centeno fue mapeado en

genotipos de poblaciones F> con marcadores micro satélites.
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OBJETIVO 2
DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LAS MUTACIONES EN UNA
POBLACION Ms.

Generacion M3

Prueba de Progenie y homocigosidad

En esta generacién se realizd la prueba de progenie que determina si las variantes
fisiologicas o morfologicas observadas en la Generacion M llamadas “mutaciones
candidatas” son realmente mutaciones.

Los mutantes candidatos fueron sembrados en forma independiente y aislada.

A continuacion se presentan las mutaciones observadas en esta generacion:

Mutaciones morfologicas de espiga

En el Cuadro 15 se puede apreciar que en la dosis de 100Gy se mantienen o se heredan las
mutaciones espiga ramificada, espiga bifurcada y espigas largas provenientes de espigas con
el mismo cambio de la poblacion M.

Es importante, sin embargo, sefialar que se observé en todos los casos un porcentaje de
segregacion en todas las plantas; esto se debe a que el centeno tiene polinizacion cruzada y

se considera alogama.

Cuadro N° 15. Namero y estabilidad de mutaciones morfoldgicas observadas en la

poblacion M3 para la dosis de 100Gy.

Tipo de cambio N® mutantes %.
encontrados | estabilidad

Espigas ramificadas 76 0.630391507
Espigas bifurcadas 1 0.103734440
Espigas con entrenudo largo 0 0
Espigas con aristas cortas 0 0
Espigas sin aristas 0 0
Espigas largas 6 0.020828994

Por otro lado, para la dosis de 150Gy se observo que se presentaron espigas ramificadas y

espigas con entrenudos largos (Cuadro 16).
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Cuadro N° 16. Numero y estabilidad de mutaciones morfolégicas observadas en la
poblacién M3 provenientes de la generacion M. para la dosis de 150Gy.

Tipo de cambio N mutantes %
encontrados | estabilidad

Espigas ramificadas 84 | 1.079414033
Espigas bifurcadas 0 0
Espigas con entrenudo largo 1| 0.081300813
Espigas con aristas cortas 0 0
Espigas sin aristas 0 0
Espigas largas 0 0

Mutaciones fisiologicas

Los candidatos precoces de la generacion M2 con 60 dds a la floracion y el testigo con 80
dds a la floracion fueron sembrados y en la generacion M3, a los 60 dias después de la
siembra los mutantes iniciaron la floracion manteniendo la diferencia con el testigo en

aproximadamente 20 dias para ambas dosis (Cuadro 17).

Cuadro N° 17. Numero y estabilidad de mutantes precoces observados en la generacion

M3 provenientes de la poblacion Mo.

Dosis NC espigas | N° de espigas emergidas %
totales a los 60 dds. estabilidad

100Gy 2060 2060 100

150Gy 5112 5112 100

Vila (2007) determiné los siguientes porcentajes de transmisibilidad de mutantes en una
poblacion Mz de cebada UNA-La Molina-96 irradiada con rayos gamma a dosis de 150Gy:
arista corta, 100%;, estria ornamental, 100%, tipo silvestre, 91.5%; espiga crespa, 65%;
espiga amarilla, 52.9%; tallo bajo, 26.5%; espiga erecta, 21.4%; dos hileras, 16.3%; tallo
alto, 14.5%; esterilidad masculina, 11.9%; tardio, 8.7%; y estria purpura, 3.4%.

En la presente tesis en la poblacion Mz se volvieron a encontrar la mayor parte de las
mutaciones observadas en la generacion anterior, excepto por los caracteres de espigas con
aristas cortas y espigas sin aristas, en ambas dosis, demostrandose asi que los caracteres

diferentes o variantes observadas en la generacion M fueron mutaciones de genes y fueron
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transmitidos a la descendencia o progenie. Las frecuencias observadas variaron debido a
diferencias en el tamafo de las poblaciones en las dos generaciones y al porcentaje de
alogamia del centeno. En el Cuadro 18 y 19 se muestran los valores comparativos en ambas

generaciones.

Cuadro N° 18. Tipos y frecuencias de mutaciones observadas en la Generacion Mz y
M. de centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiada con rayos gamma a la dosis de

100 Gray.

Tipo de cambio % frecuencia M> | % frecuencia M3
Espigas ramificadas 0.426611945 0.343218012
Espigas bifurcadas 0.032400907 0.038440417
Espigas con entrenudo largo 0.621017388 0.046677650
Espigas con aristas cortas 0.639917918 0
Espigas sin aristas 0.118803326 0
Espigas largas 0.945026461 0.021965953
Plantas precoces 0.056701588 2.828116420

Cuadro N° 19. Tipos y frecuencias de mutaciones observadas en la Generacion Mz y

M2 de centeno (Secale cereale L.) var. Sorom irradiada con rayos gamma a la dosis de

150 Gray.
% frecuencia
Tipo de cambio M; % frecuencia Ms
Espigas ramificadas 0.334327575 0.397215397
Espigas bifurcadas 0.006555443 0.049140049
Espigas con entrenudo largo 2.982726409 0.038902539
Espigas con aristas cortas 0.455603265 0
Espigas sin aristas 0.235995936 0
Espigas largas 0.757153627 0.006142506
Plantas precoces 0.219607329 10.46683047

Wani (2011) en un experimento con semillas de garbanzo (Cicer arietinum L.) irradiadas
con rayos gamma a dosis de 150, 200, 300 y 400Gy, tratadas con EMS a concentraciones de
0.1%, 0.2%, 0.3% y 0.4% Yy tratamientos combinados, encontrd6 mutaciones morfoldgicas
como plantas altas y enanas, hojas anchas, flores blancas y de alto rendimiento en la
generacion M». La mayor parte de estos mutantes fueron confirmados de ser verdaderos en

la generacién M3 excepto por los de alta esterilidad.
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Gbmez et al. (2010) observaron en quinua (Chenopodium quinoa Willd.) variedad
Pasankalla, tratada con dosis de 150, 250 y 350Gy de rayos gamma, mutaciones en las dos
dosis (150Gy y 250Gy) y fueron en la ramificacion, longitud de pedicelos, reduccion de
altura de planta y ciclo de vida, el color del tallo y hojas de plantas, forma de hoja y mejor
tipo de planta. Se observé méas de dos tipos de mutaciones por planta, especialmente en la
dosis de 250Gy. En la Generacion M3 se encontrd el mismo espectro de mutaciones siendo,

a este nivel lo mas valioso, las mutaciones en altura de planta, ciclo de vida y color de grano.

OBJETIVO 3
IDENTIFICACION DE NUEVAS MUTACIONES CANDIDATAS EN UNA
POBLACION Ms.

Nuevas mutaciones candidatas

En la poblacion Ms, en ambas dosis, se observd un tnico cambio distinto a los observados
anteriormente, el cual se denomino “‘espigas erectas” ya que son espigas distintas a las vistas
en el testigo y las generaciones anteriores, las cuales eran tipicas espigas que caian de la

parte media.

Se observaron 30 espigas de este tipo de cambio en la dosis de 100Gy, con una frecuencia
de 0.000823723, y 31 espigas erectas con una frecuencia de 0.001269451 en la dosis de
150Gy.

Cuadro N° 20. Numero y frecuencia de espigas erectas observadas en la poblacion M3

de Secale cereale L. var. Sorom.

. Dosis 100Gy Dosis 150Gy
Tipo de N° g N g
cambio € Frecuencia € Frecuencia
mutantes mutantes
Espigas 30 0.000823723 31 0.001269451
erectas

Si bien este tipo de espiga no presenta alguna caracteristica especial, en zonas de granizadas
pueden disminuir el rendimiento ya que el granizo provoca una mayor caida de granos que

lo que provoca en otros tipos de espigas.
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V. CONCLUSIONES

OBJETIVO 1

Las dosis de 100Gy y 150Gy indujeron mutaciones en el cultivo de centeno.

La mutacion de clorofila tipo lutescens fue la més frecuente en la dosis de 100Gy, con
una frecuencia de 0.00035101; mientras que en la dosis de 150Gy, fue la mutacion
clorofilica chlorina con una frecuencia de 0.000557213.

La mutacion morfologica entrenudo largo en la espiga fue la mas frecuente en ambas
dosis, presentandose un numero de 230 y una frecuencia de 0.006210174 en la dosis de
100Gy, y aun mas comun en la de 150Gy siendo un total de 910 espigas mutantes con
una frecuencia de 0.029827264.

En ambas dosis se encontraron mutantes precoces promisorios de al menos 20 dias de
precocidad (60 dias despues de la siembra) frente al testigo (80 dias después de la

siembra).

OBJETIVO 2

Las mutaciones morfoldgicas en general fueron transferidas de una generacion a la otra.
Las mutaciones de espigas ramificadas, espigas bifurcadas, espigas con entrenudo largo,
espigas largas fueron encontradas en ambas dosis con un frecuencia de 0.343218012,
0.038440417, 0.04667765 y 0.021965953 respectivamente para la dosis de 100Gy; y
0.397215397, 0.049140049, 0.038902539 y 0.006142506 respectivamente para la dosis
de 150Gy en la Generacion Ms.

No se observaron las mutaciones en longitud de arista

Para las mutaciones candidatas de precocidad, las plantas se mantuvieron estables en un

100% en la tercera generacion.

OBJETIVO 3

Se observo una nueva mutacién candidata en la generacion Ms para ambas dosis, la cual

fue denominada como espiga erecta.
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V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar evaluando las siguientes generaciones con ensayos comparativos
de rendimiento, pruebas de estabilidad, resistencia a factores bidticos y abidticos y calidad
de los granos de los mutantes seleccionados.
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VIIIl. ANEXOS

Mutaciones clorofilicas observadas en la generacion Ma.

Albina

Chlorina

Tigrina
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Lutescens

Albo viridis

Mutaciones morfoldgicas observadas en la generacion M.

Espigas largas
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Espigas ramificadas

Espigas bifurcadas

Espigas con entrenudo largo
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Nuevas mutaciones morfoldgicas observadas en la generacion Ms.

Espigas erectas
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