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INTRODUCCION

La informacidn bibliogréfica sobre los efectos de 1la
radiacién ionizante en plantas de interés econdmico muestra
que la mayorfa de los trabajos se han realizado en cereales
¥ que poco se ha investlgado con plantas tropicales. Es ip
teresante indicar también la escasa cantidad de trabajos sgo
bre mutaciones genéticas en dicotiledéneas tropicales. Siepn
do el frljol uno de los granos de mayor consumo en Latinoca-
mérica, lo adoptamos como planta experimental, para estu-
dlar los efectos mutagénicos de la radiacidn ionizante. E1
frijol de color negro es de gran adaptabilidad a los dife-
rentes climas de Costa Rica, ademds de ser el de mayor con-
sumo, lo cual nos indujo a estudiar espec{ficamente los e-
fectos de la radiacibn gamma en esta clase de grano. Ade-
mis, es importante destacar que el frijol, al tener un ci-
clo de vida muy corto (tres meses), facilita el andlisis ge
nético. Otra de las ventajas de trabajar con frijol es el
hecho de que es una planta autégama, por lo que se pueden
estudiar las segregaciones genéticas en las generaciones R3
y R, con facilidad. Asimismo, es f4cil estudiar los mutan-
tes clorofilicos aislados e inducidos por radiaciones ga-

mma, ya qu se ha demostrado que el 90% de las mutaciones




inducidas en otras plantas son de tipo clorofilico.

El objetive principal de la presente investigacién fue
estudiar el efecto de la radiacién gamma en la produccién

de mutaciones morfoldgicas clorofflicas.

En el presente estudio se consideraron y estudiaron en
detalle sélo los efectos de la radiacién sobre la induccidn
de mutantes clorofflicos, ya que otros investigadores del
Programa de Energfa Nuclear de Costa Rica estudiaron lo re-
lacionado con los efectos sobre la productividad y los mu-
tantes morfoldégicos en el frijol negro. Estos estudios no
se consideran en la presente tesis, pues ya fueron publica-

dos.

Para una mejor conveniencie del anflisis estadistico
de los resultados, se combinaron los mutantes de las genera
clones Ry y Ry. As{ se tuvo una mejor base para explicar

las segregaciones anormales que se encontraron.



STON L T

En 1930 Stadler encontrd gue cerca de un 90% de las
mutaciones inducldas por rayos X en cebada se encontraban
en estado de pléntula. Las mutaciones consistfan principal
mente en anormalidades clorofflicas y la mayor{a eran leta-
les o desfavorables para el desarrollo normal de la planta,
La proporeidén de plantas mutantes observadas fue menor del
25% en las segregaclones de la segunda generascidén siendo la
proporcién de plantas heterocigotas menor del 50% en la mis
me generacién, En generaciones posteriores, se observd se-
gregaciones précticemente normeles. GCustafsson (1938, 1941
1946, 1947) en sus numerosos experimentos con rayos X en cg
bada obtuvo resultados similares a los de Stadler (1930).
Gustafsson observé deficienclas y excesos de recesividad en
algunas 1fneas de cebada irradiadas y, basado en sus obser-
vaciones en 1941, postuld la hipdtesis de que las segrega -
ciones aberrantes en cebada irradiada con rayos X podfan ser
el resultado de una eliminacién gamética., FEhrenberg y Gus-
tafsson (195%) estudiaron los efectos cromosdémicos y eito -
plasmiticos producidos por radiaciones lonizantes relaciong
dos particularmente con la produccién de mutantes fitiles en

cebada. Se conslideraron en forme especial los efectos pos-




teriores y las frecuenclas de mutacidn en la segunda genersg
elén, as{ como la viabilidad de los mutantes. Asimismo, Mat
sumura (1950) observé muteciones clorofflicas inducidas por

rayos X en cebada. De un total de 43 mutaciones encontra-

das, de las cuamles esteben manchadas con bandas de verios cQ

lores aproximadamente el 50%, el autor concluyd que 3/5 par
tes de ellas fueron letales y el resto con desventaja para
crecer, observando, ademds, que las plantas verdes sobrevi-
vlentes se desarrollaron normalmente, En 1962 Yamishkevich
observé los efectos de las condiciones de crecimiento en
los mutantes clorofflicos de una descendencia de semillas
secas de cebada sometidas a la accién de los rayos X. Este
investigador determiné el nfimero de mutaciones clorofflicas
en la segunda generacifn y los resultados del experimento
demostraron que tanto el suelo como las condiciones climéti
cag, as{ como la dosis de irradiacidn, tuvieron efecto en

el nfimero de mutaciones.

Moh y Smith (1951) estudiaron mutaciones inducidas por
la radioactividad produeida por la bomba atémica y rayos X,
as{ como mutaciones esponténeas en cebada y trigo., No en-
contraron deficlencias especf{ficas en la transformacidn de

los tipos de mutantes, con excepcidn de un mutante denomina
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do "enano blanco". Fn la tercera generacidn encontraron 10
mutantes v en la cuarta 13, Alrededor del 25% de los muten
tes no segregaron en la proporeién 3:1. Los autores concly
yeron que esto se debld posiblemente a una transmisién desi

gual de los cromosomas normales y los mutantes.

D'Amato (1951), al inducir mutaciones clorofilicas en
cebada con derivados de la acridina obtuvo, en la segunda
generacidn, sels mutantes con la excepelén del albino repor
tado previamente por Gustafsson. El porcentaje de mutacidn
varié de 0,5% a 2,9%, Zosimovich y lLevenko (1968) utiliza-
ron en sus estudios semillas de cebada de dos varledades
dfsticas de primavera y una hexistica de invierno. Varios
grupos de estas semillas se trataron con soluclones de tiou
rina, cistefna o cloruro ferroso y luego fueron irradiadas
con rayos gamma. Este tratamiento dlo como resultado una
disminueidn en la frecuencla de las mutaclones clorofflicas
inducidas por la radiacidn ionizante. ILos autores observa-
ron diferencias en las respuestas de dlferentes grupos de
semillas que habfan sido tratadas con un mismo compuesto qui
mico, lo que se interpretd como una caracter{stica especifi

ca de cada variledad.




Highkin (1950) realizé estudios del contenido clorofi-
11ico de ocho mutantes en cebada y los agrupd en tres clases,
segfin 1la concentracién de clorofila a y b. Este estudio de
mostré que la relacién de ambas clorofilas en los mutantes
ora normal. En 1960 von Wettstein estudid el desarrollo de
1a estructura submicroscéplca de cloroplastos de cebada en
tres mutantes clorofflicos alélicos. Observd que en las
plantas irradiadas las estructuras fotosintéticas eran més
grandes y su agregacién era diferente en comparacidn con
los grana de cloroplastos de las plantas testigo. BEsto fue
considerado como una anormalidad en la formacidén de los gra

na.

Al tratar semillas de cebada con radiaclones gamma de
vajo poder energético (aplicacién crénica) de 5 a 10 r/dla,
Nybom et alii (1956) encontraron que los efectos genéticos
parecian aumenter. Al subir la dosis & 15 r/dfa, la fre-
cuencla de mutacidn aumentd considerablemente. Los autores
concluyeron que, tanto las radiaciones agudas como las erd-
nicas, producen mutaciones similares. Ademés, observaron
que ,21 irradiar las plantas durante el perfiodo de crecimien
to, el tipo de mutacién perecfa depender del estado de desga

rrollo en que 4stas se encontraban., Asimismo, Honcarlv et
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alil (1968) examinaron las mutaciones elorofflicas en plan-

tas de cebada despuds de aplicar dosis desde 0,00% a 16,800

r/dfa, e hicieron observaciones durante todo el ciclo vege-

tativo. Encontraron que la frecuencia de mutacidén aumenta-

ba =fin con uns dosis de 4 mR/4fa, ¥ que necesitd una dosis

de 8 mR/dfa, para que la frecuencia de mutacién fuera el dg

ble de lo normal.

Favret y Rodriguez (1957) utilizaron semillas latentes

de cebada (Hordeum distichum) y encontraron que la radiacién
gamma afectd fuertemente la constitueién del évulo, conclu-

yendo que el nlmero de mutaciones clorof{licas inducidas eg

taba en relacidn directa con la intensidad de la radiaciédn.

Doll (1968) estudid la segregacién de una muestra de 49 mu-

tantes clorof{licos induecidos por radiaclones gamma en cebza

da, BEstos experimentos dieron base para que se sugiriera

qune la desviacidén de la frecuencia en la segregacidn, se dg

be principalmente a una transmisidén reducida del gene muten

te a través de la gametdéfita masculina, probablemente porque

los genes mutantes clorof{licos, por s{ solos, afectan la

viabilidad de las microsporas o la fertilizacidn de los gra

nos de polen,



Panoyan (1970) hizo estudios en 1a variabilided genétl

de las generacliones F2 ¥ F3 en cebada, observando el e=

‘ecto combinado del protector radioactivo g, -amino etil i-

Rste autor utilizd las

sotiuronio y las radisciones gamma.

mutaciones clorofilicas como el {ndice genético principal ¥

‘encontré que disminuyeron en calidad y cantidad debido a la

aceldn conjunta del protector y una dosis de radiacibén de
a 30 Kr,, sin usar el pro-

20 Kr., Cuando se subid la dosis

tector, se produjo un sumento en las motaciones. bLsf, Pang

yan concluyd
de plantas irradiadas cuando se usa un protector quimico.

que se obtlene un aumento en la supervivencia

Snangin-Berozovskil gt alll (1970), irradiaron semillas
de Cobalto 60 apll

de cebada con rayos gamma de una fuente
v Juego trataron la semilla con u-

eando dosis de 6 ¥ 8 Kr.
aguosa de hidracins nidroclérica en concentra -

na solucidn
olones de 0,0008, 0,004 y 0.02% durante 14 horas, Los Te=

sultados asi obtenidos permitleron conclulr que la produc -

elén de mutantes elorofflicos sumentd considerablemente ba-

jo la acclén de l2 hidracina, lo que indlca un efecto sinér
e efecto muta-

gico ya que la hidracina nidroelérica no tien

génico por si sola,




Pyl'nev y Orlyuk (1970) estudiaron la frecuencla y el
espectro de mutaciones clorofflicas, inducidas por rayos
gamma, en plantas de cebada de la variedad Odessky 17, que
erecleron tanto en invierno comoc en primaveras, Las plantas

Fl que crecieron en la primavera mostraron tendencia a au-

mentar las mutaclones en la Fa. o obstante, un mayor nfimg
ro de mutaciones, as{ como un méAs amplio espectro de muta -
ciones morfoldgicas y fisioldglcas, fue descublerto en las
plantas de la Fq y la F5 que crecieron en invierno.

Se utilizaron también otros tipos de cereales en estu-
dlos similares. £&si, por ejemplo, Frdier (1948), quien tra
bajé con avena, deseribid tres mutantes clorofflicos espon-
ténecs: el mutante "alborisecensa", que segregd normalmente;
el "uteomaculata", que no presentd segregacidn mendeliana
y el "tigrina", encontrado en Avena strigosa ¥ que es un rg
cesivo semivital., El estudio snatdémico de este fltimo mu-
tante reveld una necrosis avanzada de los cloroplastos y cé
julas mesof{licas; asimismo, este mutante presenté una vita
11ded considerada de tipo intermedio entre el mutante "ti -

grina" inducido en cebada y el mutante tipo "zebra" en mafz.

El trigo se ha utilizado también en este tipeo de inveg

tigaciones. hsf, por ejemplo, Smith (1952) encontré una




quimera clorofflica en trigo duro que crecld de semillas ex
puestas a la radiacién producida por la bomba atbémica. Ia
descendencia de este trigo irradiado consistié en aproxima-
damente 3/4 partes de plantas de color amarillo verdose ©
de color emarillo oro y el 1/4 restante era normal. Cuando
se hicieron cruces en forma recfproca entre plantas de tipo
amarillo orc heterocigotas con plantas normales, la mltad
de su descendencia fue de color amarillo oro y la otra mi-
tad normal. Cuando se cruzaron plantas amarillo oro homoc]
gotas entre sf, toda la descendencia fue de color amarillo

oro. A&sf, pues, se concluy$ que el carécter amarillo oro g
ra el resultado de una mutacidn dominante inducida, D'Ama-
to et alii (1962) también hicieron estudios de los tipos ¥
frecuencias de mutaclones clorofflicas inducidas por radia-
ciones v por productos qufmicos en trigo. BSe puso en evi -
dencia mediente estos experimentos que la falta de recesivi
dad en la tercera generacldén de individuos heterocigotas se
debld & mutaciones clorof{licas inducidas por radiacidn. Se
observé una disminucidén en la aparicién de mutaclones al pa
sar de la tercera generacidén a2 la cuarta. De estos estudios
se conecluyd® gque cineo mutacilones elorofflicas inducidas, a-

parecidas en una poblacién de 1.024 plantas, se comportaron

como dominantes o semidominantes. Fujii (1962) estudié muta
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ciones clorofflicas inducidas por radiaciones ionizantes en
trigo y su aparicién en agrupaciones compactas en forma de
racimos. FEn los primeros experimentos realizados por este
investigador, las espigas de los individuos de la primera ge
neraclén fueron recogidas y las mutaclones clorof{licas ano-
tedas en las pléntulas de la segunda generacién. Algunas
mutaclones segregaron de dos o més espizas en un mismo 1ndi
viduo de 1a primera generacién., La aparicién de mutaclones
elorof{licas en agrupaciones compactas, en forma de racimos,
cuando a la vez otros retofios en los mismos individuos eran
normales, sugirié que las células que dan origen & las espl
gas, estédn diferenciadas desde el embrifn. 81 se tiene en
considerscidén la distribucidén del mutante albino en agrupa-
ciones compactas en forma de racimos, el nfimero winimo de
odlulas embrionarias que determinan la formacién de esplges,
podr{a estimerse en alrededor de 35. PEn el segundo experil-
mento, Fujii estudié la descendencia del cruce de plantas he
terocigotas verds X "chlorina" ¥ encontrd una mutacién ver
de dominante sobre la "chlorina", que es receslva. Concluyd
gue la frecuencia de distribucidn de los retofios de bandas
amarillas fue similar a aquéllas de los racimos albinos del
primer experimento. WNishiyama et alii (1961) trabajaron tan

to con avena como con trigo y obtuvieron mutaciones clorofi
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licas 2l irradiar semillas con rayos gamma de una fuente de
60

Co” . Utilizaron semilla de la variedad Shincunaga de Tri-
ficum vulgare, de Avena strigosa y de la variedad Aurare de

Avens sativa, e investigaron las frecuencias de las mutaclg
nhes en las descendencias dos, tres y custro. Dichos sutores

lograron identificar mutaciones clorofflicas en dos especles

de avena: Avena gativa y Avena strizosa. Fn Avena sativa,

cuatro clases de mutaciones clorofflicas que fueron amarillo,

crema I, II y en bandas. En Avena stricosa obtuvieron 9 t1

pos de mutantes siendo la albina la mutacién més frecuente

(46,7%). En Iriticum vulgare no encontraron ninguna muta -

cibn. Los autores coneluyeron con base en estos estudios,

que las variantes se debian a mutaciones de un gene simple,

0 blen de dos genes independientes,

En 1970 Gustafsson encontrd una mutacidn en trigo Wichi

ta (Iriticun sestivum L) que consistfa en bandas clorfticas

que dividfan longitudinalmente las hojas. FEstudid el efec-
to tanto de factores ambientales asf como los efectos histo
16gicos sobre la mutacidn, la cual es determinsde por un ge
e receslvo. La manifestacién de la mutaciédn no fue inhibi
da por variacicnes en temperstura ni por la oscuridad conti

nua. Un estudio histoldgico demostrd que los plastidios

12




fueron los primeros en romperse y desaparecer. El material
nuclear desaparecid inmediatamente después, seguido por un
colapso completo de las paredes de las células epidérmicas

y parenquimstosas. Finalmente, desaparecieron los haces vas

culares v el tejldo esclerenquimatoso.

Lyashchenko (1964) estudié las muteciones eclorof{liceas
en girasol e hizo cruces de plantas verdes con albinas y ob
tuvo una planta verde en la cual se desarrolld un retofio al
bino en la base de los cotiledones. El retofic terminaba nor
malmente con un capftulo gue se mantenfa enquistado en el
momento de la floracién. Todas las semillas del capftulo
resultaron estériles. En estudios que realizd en 1966, es-
te zutor investigd la naturaleza de las mutaclones clorof{-
licas esponténeas en cinco variedades de girasol, Para ob-
tener semilla de los mutantes albino y amarillento, injerté
yemas de éstos en plantas verdes. FEn los injertos de tipo
albino se observé el color verde de los "patrones", aunque
bajo la influencia de las cepas verdes, no era heredable,
Iyashenko pensd que el proceso mutagénico podrfa ser un ca-
récter de parentesco al observar casos de mutaciones regre-
sivas en varios estados de desarrollo de mutaciones clorofi

1icas, Fn 1969 este investigador trabajld con hibridos de
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mutantes clorofflicos de girasol, los que cruzd con plentas
verdes. Como los mutantes amerillentos, verdosos ¥ parcial
mente verdes son letales, éstos tuvieron que ser Injertados
en plantas verdes para que sobrevivieran hasta obtener los
hibridos. En cruces rec{procos entre plantas verdes Yy de
diferentes tipos de mutantes clorofflicos, el color verde
fue dominante on la primera generacién. En la segunda geng
racidn 1a segregacién fue de 3 plentas verdes y 1 albina. Ly
ashehenko concluyd que en los cruces entre los diferentes
tipos de mutentes clorofflicos, todas las plantas de la pri
mera generacidén fueron verdes y que ademds todas las plan-
tas verdes y las de tlpo albino aparecleron en 1la segunda

generacién como resultado de la segregacidn.

Belotskii et g1ii (1968) estudimron dos mutaclones clg
rof{lieas viables inducidas por rayos X en girasol, Una de
ellas se indujo al irradiar semillas hiimedas, mientras que
la otra se indujo irradiando semillas secas. Concluyeron
que las mutaciones analizadas fueron determinadas por dife-

rentes genes recesivos independientes y recesivos heredados.

Kas'Yanenko et alii (1967) estudiaron el efecto de la

radiscién gamma en la produccién de mutaclones clorofflicas
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en Arabidopsis thaliana. Aplicaron dosis de 10 a 80 Kr, ¥
obtuvieron 132 mutaciones cloroff{licas, gque coincidieron
con el esquema de Gustafsson y que fueron monochfbridos recg
sivos. Seis resultaron ser de gran interés en relacidn con
el estudio de su visbilidad relativa e intensidad fotosinté
tica. PEn 1968 este autor estudid también las mutaciones a-
1411cas inducidas por rayos gamma en Arabidopsis thaliana.
Concluyd que las mutaciones alélicas de chlorina 80/2 (mutg
eién clorofflica con hojas amarillo-verdosas) pueden utili-
zarse para la induccién de un gene inverso y que también
pueden servir para estudiar la estructura fina del gene en

plantas superiores,

En 1942 von Rosen expuso tres lineas de Pisum sativum
a reyos X. En dos de estas lfneas aparecleron varios tipos
de plantas con deficiencia clorofflica. Ademds, aparecid
un tipo de quimera blanco-verdoso debida a genes recesivos
¥ no aparecid ningfin mutante albino en un total de 22 muta-
clones. Sin embargo, aparecieron mutaciones en la tercera
1{nea de P sativum, que eran mis altas y de cublerta més
gruesa, En este trabajo se investigd también la frecuencia
de mutacidn espontfnea; las albinas resultaron una excepcidn,

También aparecieron defleclencias en plantas recesivas entre

15




las descendencias de la mayorfa de los tipos irradiados. Bl
andlisis estadfstico indicd que parte de las mutaciones se
debfan a factores geméticos ¥y que todas las mutaciones pro-
ducidas en el experimento con rayos X se derivaron de macrp

mutacicnes.

ﬁéustein (1556) estudid cuatro ejemplares de una misma
mutacldn verde pdlido, gue aparecieron en la segunda geherg
cién de una planta de Qenothers berteriana, ILa mutacidn e-
ra recesiva y altamente pleiotrépica, la cual afectd la lon
gitud del tubo de la corola, as{ comoc la forma de la hoja y
su pigmentacién, Ademds, presenté un altc valor de entre -
cruzamiento. Las segundas generaclones crecleron a partilr

de todos los posibles cruces entre los mutantes de Qenothera
berteriana v Qanothera odorata. El carficter heterocigota ny

do identificarse porque imprimié en la flor un color encen=-

Aido. Fn la segunda generacidn del cruce de los mutantes

con QOenothera berterlisna, la recesividad doble pudo distin-
guirse del tipo parental por la mayor altura y mayor pigmen

taciédn antoelaninica.

Mertens gt _alii (1956) estudiaron tres mutaciones clo-
rofflicas en plentas de condieidén heterocigota indueidas por
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irradiacién en Lycopersicum pimpinelli-folium para determi-

nar sue efectos en la precocidad y el peso verde de las
plantas. Los rasgos de precocidad se clasificaron por dias
en la sigulente forma: 12, Rasgos primarios: los presentes
hnasta 1la manifestacidén de la primera flor o inflorescencia,
22, HRasgos intermedios: los que se manifiestan entre la pri
mera inflorescencia y la segunda inflorescencia, y 32. Dfas
que tardd en madurar el primer fruto. Ninguna de las muta~-
ciones produjo efectos morfolégicos. Las plantas heterocl-
gotas en cuanto a mutacién clorofflica, se comparaban a las
homoeigotas normales., Para cada una de las tres mutaciones,
1as variaclones de las tres medidas de precocidad resulta -
ron significativamente pequefias, tantoc para las heterocigo-
tas como para las homocigotas. Seglin los autores esta ho-
meostasis se pudo deber a la accldén de un locus que indica-
r{a una interaccidn genotipo-medic ambiente de mayor propor
¢16n, debido a que la produccién de mutantes por cruzamien-
to es algo raro ¥ a que las mutaciones por cruzamlento pue-

den parecerse mucho.

Soriano (1961) estudid los efectos mutagénlcos de 1la
radiascién gamma en semillas inactivas de arroz (Oryza sati-
va). Usd dosis de 20, 25, 30, 40 y 50 Kr. para determinar
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los efectos citogenéticos de la radiscién. FEn un total de
25 varlantes en los cultivos de 1a primera generacién, se

produjeron siete mutantes,

En 1969 Nayar y Jachuck estudiaron en arroz el efecto
del dimetil sulféxido (DMSO), que es un transportador de sug
tancias a través de las membranas bioléglcas, sobre la ac-
clén de dos agentes mutagénicos qufmicos: =til metanosulfa-
to y dletil sulfato. Concluyd que los tratamientos combing
dos bajaron la frecuencia de las mutaciones clorofflicas a
menos de 1/3 de las obtenidas con los mutagénicos solamente
¥ que, por lo tanto, el dimetil sulféxido no trabajé como

se esperaba.

Jana (1963) indujo mutaciones clorofflicas an Phaseo-
lus pungo con rayos X. Los mutantes clorofflicos obtenidos
fueron: alblno (completamente blanco), amarillo blancuzeo y
uno verde claro, todos los cuales aparecieron en las prime-
ras hojas. Los mutantes matizados y verdosos tenfan man -
chas amarlllas y blancas sobre un color verde, ambos produ-
Jeron frutoes y semillas. El autor concluyd gque los mutan -

tes clorofflicos estaban condiclonados por un gene recesivo.
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Patil y Bora (1963) indujeron mutaciones con rayos X
en el manf, Estudiaron los mutantes amarillos y verdosos
en las generaclones cuarta v quinta. Los descendientes de
las plantas de la quinta ganaraci&n segregaron normalmente
v los tipos verdosos a razén de 121 y 15:1, lo cual indicé

que el desarrollo de la clorofila en el manf era posiblemen

te controlado por mAs de un locus.




MATERIALES Y METODOS

La variedad de frijol usada en este estudic fue la
5-182-N (Seleccién N& 182 de frijol negro), obtenida en la
Estacién Experimental Fabio Baudrit Moreno situada en Ala-
juela, a 800 metros sobre el nivel del mar, ¥ que pertenece
a 1z Universidad de Costa Rica, ILa semilla provine de plan
tas autopolinizadas durante tres generaciones lo que asegu-

r6 su pureza genética.

Irradiacidn de la semilla
Se irradieron 4.000 semillas en un pozo de irradiacién

60

gamma provisto de una fuente de Co = de una potencia de

2,000 guries, propiedad del Centro Tropical de Ensefianza e
Investigacién del Instituto Interamericanc de Ciencias Agri
colas de la OBA con sede en Turrialba. Se usd una dosis de

12 Kr., por ser dosls letal medla para esa clase de semilla.

Obte v raciones

La semilla irradiada se sembré en el campo en cineco par
celas de 50 surcos o lf{neas cada una. Fn cada surco se sem-
brarcn 20 semillas, De las cineco parcelas, cuatro fueron

sembradas con semilla irradiada y unz con semilla npo irradig
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da, la que constituyé el testigo., TEstas siembras se reali-
zaron en la Estacién Experimental Fabio Baudrit., Las plan-
tas obtenidas en esta primera siembres constituyeron la pri-
mera generacién o Ry (primera generacidn obtenida después

de la irradiacidn).

La semilla de R, se sembré siguiendo la téenica deserl
ta anteriormente, pero se dividieron en dos grupos por fal=
ta de espacio fisico, y con cinco meses de intervalo, ILas
plantas resultantes de la siembra de esta semilla constltu-

yeron la segunda generacidén o Ry . Se observé en ellas la

aparicién de mutantes clorofflicos. Solamente la semilla

de las plantas Ry normales y en cuyas lineas se observaron
mutentes se colectd individuslmente y se identificd con una
sigla correspondiente al experimento y a la linea o surco

de donde provenfa., Por ejemplo, la sigla B64-12.4 signifi-
ca: B el tipo de cultivo (frijol), 64 el afio en que se hizo
el experimento, 12 el nifimero del experimento ¥y 4 g1 trata-
miento que en este caso corresponde a2 un bloque experimen=-

tal.

Esta semilla constituyd la tercera generacidn {33) ¥ se

sembrd en el invernadero del Programa de Energfa Nuclear del
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Centro Tropical de Ensefianza e Investigacién del IICA,

El procedimiento seguido para probar la tercera genera

clén fue el siguiente:

12. De las 1fneas de la segunda generacidn en que se
encontraron mutantes se eligieron 50 plantas normales al a-
zar, BSe tomaron 50 semillas de cada una de estas plantas

para probarlas en el invernadero.

2%, La semilla se sembrd en cajas de madera con eapa-
clded para 40 surcos cada una. Estas cajas medfan 2,40 mts,
de largo, 0,80 mts. de ancho y 0,20 mts. de profundidad,

Los surcos se distribuyeron dejando una distancis de 0,05
mts. entre ellos, (Fig, 1).

3%, Entre cinco y diez dfas después de sembrada la se
milla, se observé la germinacién y eparicién de mutantes, ya

que algunas mutaclones eran letales.

Fl procedimiento seguido para probar la cuarta genera-

cidén fue el siguiente:
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12, Un promedio de diez plantas normales de la terce-
ra generacién (R3), provenientes de los surcos en gue Se ob
servaron mutantes, se transplantaron y sembraron en macetas,
permeneciendo en el invernadero hasta que se recogid la se-

milla.

52, TEsta semilla constituyd la cuarta generacién (Ry),
v se probd en el invernadero siguiendo los pasos descritos
para la.R3.

C 1 oS te

La clasificseifn de los mutantes clorofflicos en tipos
especf{ficos se hizo arbitrariamente. Muchos mutantes eren
formas intermedias entre dos tipos y algunos variaban sola-
mente en la intensidad del color de la hoja, segfin fueran
1as condlciones de desarrollo, o bien la edad de le planta

ecuando se hicieron las observaclones.,

Fn el presente estudio, y de acuerdo con el color de

las hojas de los mutantes obtenides, éstos se clasificaron

en cinco tipos: (Fig. 2)




1~ albino (a)

2= crema (e)

3= amarillo (am)

4= amarillo verdoso (a=v) (1)

5= verde claro (v=c)

ggsgzgggiﬁg de los mutantes

Para poder identificar bien a las plantas mutantes, és
tas se observaron a los slete o dlez dfas despuds que habia
germinade la semilla., Como algunos de los mutantes eran lg
tales, sl las observaciones se hubleran hecho después del
per{odo sefialado, no se hublera podido caleular la propor -

c18n de mutantes con respecto al nfmero de plantas normales.

La generacibn de R; se sembrd en el campo, donde se hi
cleron las observaciones de los mutantes en el tiempo arriba
sefialado y las plantas normales se dejaron llegar a su wady

rez para recoger la semllla. La generaclén R, se sembrd tap

(1) En el tipo nfimero cuatro se incluyeron los mutantes a-
merillo verdoso y verde amarillento ya que eran muy ba

reclidos.
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bién en e1 campo y luego de hacer las observaciones de los
mutantes, las plantas normales se dejaron llegar a su madu |

rez y sus semillas constituyereon la R, ,

Una vez realizadas las observaciones de Jos mutantes y
escogldas algunas plantas normales de la R3, se elimind o1
resto de las plantas y se removid la tierra de las cajas
del invernadero para plantar otra semilla hasta terninar con
todas las observaeiones Qua“déhian'hacer!au (Fig,. 3).

B T T

Todas las observaciones se anotaron en tarjetas espe-
clalmente disefiadas para este tipo de experimento,

e il . - iy
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacidén se estudiaron pléntulas
provenientes de 4,000 semillas irradiadas con 12 Kr, de i-
rradiacién gamma, Esta semilla se sembrd junto con 1,000
semillas testigo (no irradiadas). De las 5.000 semillas ’
sembradas se ohtuvo un total de 2.636 plantas (51.5%), que
constituyeron la primera generacidén y de las cuales 2.042
se orlginaron de semilla irradiade y 594 fueron testigos. ‘

i

Como resultado de la irradiacidn se obtuvieron 47 1i -
neas con mutantes clorofflicos; 2 1lfneas de mutantes cloro-
f{licos espontineos fueron halladas entre las plantas perte
necientes al grupo testigo. Los mutantes inducidos o espop
tfineos se clasificaron como albino, amarillo, amarillo ver-
doso, crema y verde claro, segiin se especificéd en el capftu

lo de materiales y métodos.

Los resultados experimentales obtenlidos en las genera-
clones tercera (H3) y cuarta (Ry), asf como los del testigo,
se resumen en los cuadros I y II para efecto de realizar un

mejor anflisis genético.
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En el cusdro I se tabulan los resultados obtenidos en

las generaciones H3 v Hh as{ como los del tratamiento testi
go. En la primera columna se especifica el nifimero de la 11
nea a que pertenecen los mutantes. En la segunda se descrl
ben los tipos de mutantes clorofflicos especf{ficos para ca-
da una de esas 1lfneas., Fn la tercera se da el total de plan
tas heterocigotas usadas para obtener las descendencias de
la Ry y Ry . En la cuarta aparece el total de plantas qus
constituyeron la descendencia de las heterocigotas. En 1la
columna quinta se anota el total de mutantes observados ¥
en la sexta, el porcentaje que esos mutantes representan den
tro de la descendencia de las heterocigotas. La sétima co-
lumna tiene los valores de "Ji" cuadrado tomando en cuenta
la diferencia entre los resultados observados y los espera=-

dos en las descendencias de las heterocigotas.

En el cuadro II se han resumido los subtotales obteni-
dos del cuadro I para cada uno de los diferentes tipos de

mutantes de Ry v Ry , as{ como los del tratamiento testigo.

El anflisis de los resultados puso en evidencia que el
porcentaje promedio para la segregacidén de las lineas con

mutantes fue de 21 por ciento, o sea, ligeramente menor del
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25 por ciento, lo que se considera como normal en un cruce

monoh{brido mendelisno. Todas las mutaciones obtenidas e-
ran recesivas, ninguna dominante y asimismo, todas produci-
das por un gene recesivo simple, ya que la segregacidén coin
cide con un valor aproximado del 25 por ciento, el cual co-

rresponde con la proporcién mendeliana de 3:1.

El cuadro I muestra que para cada tipo de mutante el
promedlo de la frecuencia de segregacidn fue més bajo que
el 25 por clento excepto en las 1{neas con mutantes cremna,
porque en este mutante la poblacidn obtenida fue muy peque-
fia, lo que impidid un andlisis preciso de &sta, Tambiédn en
este cuadro se presentan las dos 1fneas pertenecientes al
testigo y que presentaron cada una un tipo diferente de mu-
tante. Asimismo puede observarse que la frecuencia de se-

gregacién de estos mutantes fue de 22 por eiento,

Es interesante hacer notar que los mutantes inducidos
segregaron con una frecuencia méds baja que la mendeliana, lo
Que concuerda con los resultados obtenidos en cebada y tri-
go por Moh y Smith (1951) quienes obtuvieron una frecuencia
promedio del 20 por clento, Doll (1968), trabajando con my

tantes clorofflicos de cebada, obtuvo una frecuencia prome-
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dio del 22.4% por cients. FEn la presente investigacién 1=

frecuencia promedio de la segregacidn obtenida fue de un 21
por ciento, o sea gue es un valor intermedio entre los ya

mencicnados,

Para probar estadfsticamente cufdles lfneas con mutan-
tes mostraron segregacidén 3: 1, se utilizé la prueba de "ji"
cuadrado. Como resultado de estos cflculos, de un total de
47 lineas con mutantes,1% dieron un valor significativo pa-
ra "j1" cuadrado, o sea que elrededor del 30 por ciento de
las 1{neas con mutantes no segregaron de acuerdo con la pro
poreién mendeliana de 3 2 1. E1 andlisis estad{stico mos-
tré que, entre las 1fneas con segregaciones anormales, dos
presentaron un porcentaje de segregacién més alte del 25

por cilento y las doce restantes mis bajo que este valor,

Resumiendo, los mutantes de las 47 1fneas estudiadas
se pueden agrupar seglin los cflculos estadfsticos de"ii"cua

drado en tres grupos, a saber:

1- Los que presentan un porecentaje més alto del 25 por ciep
to estadfsticamente significativo,

2- Los que presentan un porcentaje més bajo del 25 por ciepg
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to estadfsticamente significativo, ¥

3- Los que presentan un poréentaje aproximado del 25 por

ciento estadfsticamente no significativo.

los resultados obtenidos en los grupos 1 y 2 son similg
res a los obtenidos por Moh ¥ Smith (1951) en sus trabajos
con cebade y trigo. Estos autores concluyeron que los pro-
medilos de segregaclones aberrantes pueden producir una trang
misién desigual de los cromosomas normales ¥y los mutados.
De tal forma gue, si un cambio génico, como una deficlencia,
se indujera en un mismo cromoscma y por este motlve las ml-
crosporas resultaran no funcionales, entonces podrfa produ-
cirse una transmisién reducida del gene mutante y se obten-
drfa una frecuencle de segregaclidn menor del 25 por ciento.
81, por el contrario, el cambio genético y la defielencla
se indujeran en cromosomas diferentes del mismo par homélo-
go, el porcentaje de la progenle de mutantes serfa mayor
del 25 por clento. Lo anterior lo comprobaron Meh y Nilan
(1956) al cruzar plantas heterocigotas de las 1lfineas mutan
tegs de cebada con plantas de una variedad normal. Al ob -
servar células madre del polen, no encontraron aberraclo -
nes cromosémicas, Como resultado de estos cruces; el gene

mutante fue trasmitido mis o menos por un 50 por clento de
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los gametos femeninos, pero sélo por un 10 por ciento de los
gametos masculines, cuando se esperaba un 50 por clento, Es-
tos investigadores sugieren gue la mutacidn podrfa estar may
asociada con aberraciones cromosdmicas tales como deficlen-
clas muy pequefias o duplicaciones. Por lo tanto, aquellos
gametos portadores de tales aberraciones no podrfan compe -
tir con los gametos normales a la hora de la fertilizacién
y entonces el mutante serfa trasmitido en una frecuencie ba
Ja. Doll (1968) en sus trabajos con mutaciones clorof{li-
cas en cebada comprobé lo que concluyeron Moh y Smith (1951)
Yy sostuvo, asimismo, gque el porcentaje de mutaciones cloro-
fflicas es generalmente mis bajo del 25 por ciento dehido a
la presencia de genes productores de defieiencias clorof{ii

cas inducidas por irradiacién.

Como lo hen demostrado Moh y Smith (1951), Moh y Nilan
(1956), ¥ Doll (1968), el porcentaje de mutaciones es gene-
ralmente mis bajo que la proporcidn mendelisna de 311, por-
que deben producirse defieiencias en algunos de los cromosg
mas y estas deficlencias no permiten que las descendencias

presenten una frecuencia de segregacidén normal.
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CONCLUSION

La concordancia entre los resultados obtenidos en 1a
presente investigacidén con las observaeiones hechas por los
autores consultados, nos permiten conclulr que los efectos
producidos por las radiaciones gamma en frijol son simile-

res a los que se producen en cebada y trigo.
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CUADRGO I

RESUMEN DF RESULTADOS OBTENIDOS AL SOMETER A IRRADIACION

GAMMA SEMTILIAS DE FRIJOL COMUN (Phaseclus vulgaris)
Nimero de|Tipo de mu-| Plantas heterncigntasl Yutantes 5 _ﬂi
la 1ine= tante ' . X
deltgutau Total !Descendencia Nﬁmeroi %
1 erema 301 81 26,91 0,590
18 erema 89 20 22,47 0,303 h
Subtotal 9 390 101 25.90 1.674
2 amar.verd. 5 201 42 20,90  1.8050
6 amar,verd. 9 379 79 20,84 0, 0605
8 amar.verd. 8 320 67 20,94 2.817 |
9 amar.verd. 10 375 46 12.27 32.1428 K k|
15 amar.verd. 3 136 38 27.9% 0,628 ’
22 amar,verd, 50 7 1400 3.227 _
23 amar,verd., 308 66  21.43 2.0950 E
27 amar,verd, 5 219 Lo  22.37 0.8051
29 amar, verd. 11 430 119  24.29 0.1330
30 amar,verd, 159 35 22.01 0.7570
36 amar,verd, 267 66 24,72 0,0112
46 amer,verd, 8 275 10 .64 66,940 &k k
Subtotal 81 3179 624+ 19,63 48,913 k &
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(Continuacién Cuadro I)

Nfmero de [Tipo de mu-iPlantas heterncigntasf Mutantes | 2 |
lé:i %ﬁﬁﬁ; e ot FDEEEEﬂdEHciﬂ] Nimero, # | A
' te ‘ i i 1 l
5 albino 8 364 30 8.24% 54,520 k k|
2k albino 6 130 18 13.85  8.625 k k|
26 albine 17 600 133 2217 2.569 |
32 albino 18 178 156 32.6% 14.869 k &
34 albino 15 565 72 12.7% 45.268 k k
37 albino 6 198 57 28.79 1.515
39 albino 25 678 13+ 19.76 2,047
Subtotal 95 3013 600 19,91 41.570 k ﬁI
amarillo 13 h62 43 9.31 60,66 % k|
7 amarillo 4 130 33 25.38 0,0103
16 amarillo 3 A3 16 19.28 1,449
17 amarillo 2 116 31 26,72 0.184
28 amarillo 15 605 90 14,88 33,0716k %
31 amarillo 3 100 1% 14,00 6.%53 k&
33 amarillo 6 179 23 29.61 2,028
35 amarillo 15 391 99 25,32 0, 0213
38 amarillo 15 400 101 25.25 0. 00k
41 amarillo 25 999 b6 4,60 221,63 Kk %
43 amarillo 3 91 17 18.68 1.937
W5 amarillo 22 801 208 25.97  0.399 |
L7 amarillo 4 373 i+ 19,88 2,3879 !
Subtotal 130 528 785 17.3% 141.82L4 & k
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(Continuacidn Cuadro I)

: ?&meigngilTipn de mu-!Plantas heterocigutas' Mutantes 5 = ;
de1 mutang vtante. T otat {Descendencia Nﬁmeroi g-‘i
; ; i | !
L verde claro 3 115 27 23,48 0,1lk19
10 verde claro 14 LB6 130 26,75 0.7939
11 verde claro 10 L02 86 21.39 2.7893
12 verde claro 5 199 61 30,65 3.3919 &k
13 verde claro 22 709 127 17.91 18,9944 & %
14 verde claro 6 279 W 15,77 12.6749 &k &
19 verde claro 7 332 51 15.36 16.4497 &k k
20 verde claro 6 188 50 26,60 0,2553
21 verde claro 3 83 21 25,30 0,0040
25 verde claro 3 73 19 26,03 0, 0409 !
L0 verde claro 6 200 52 26,00 0,1067
42 verde claro 19 784 202 25.77 0.2449
L verde claroc 10 L6l 100 21,55 2.9425
Subtotal 114 be31h 970 22,48 14.553 & k
Total 428 15,42k 2.239  21.00 131.629 k &k |
Testigo i
1 amarillo 5 167 38 22,75 0491 |
2 amar.verd. 10 392 85 21.68 2.2993 i
Total 15 559 123 22,00 2.676

Valor de X° significativo al 5% &
Valor de X° significetivo al 1% & &
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& & Valor significativo al 1%

36

RESUMEN DE L0OS SUBTOTALES OBTENIDOS EN EL C 0TI
: o=
Tipo de mu- N2 de 1f |Plantas heterocigotas | Mutantes 5
tante neas co : X
mutantes [ Total !|Descendencia | Nfmero; %
crema 2 9 390 101 25.90 1.674%
amar.verd, 12 81 3179 62k 19.63 48.913%k k
albino 7 95 3013 600 19.91 41.570k k
amarille 13 130 L4528 785 17.34 141,824k %k
verde claro 13 11k 431k 970 22,84+ 14,553k ki
Total L9 428 15424 3239 21,00 131.629% k
Testigo é
amarillo 3 5 167 38 22,75  0.4491 |
amar.verd. 1 10 392 85 21,68 2.2993 1
Total 2 15 559 123 22,00 2,6760



RESUMEN

La presente investigacién se dedicd a la obtencién de
mutantes clorofflicos en Phaseolus vulgaris, induecidos por

radlacién gamma de una fuente de Goﬁu.

Se obtuvieron cinco tipos diferentes de mutantes clo-
rofflicos que fueron los siguientes: albino, crema, amari-
llo, amarillo verdoso y verde claro. Todos estos mutantes
fueron letales y segregaron en una proporcién més baja que

la mendeliana,

Los resultados obtenidos en la presente investigacién
permiten coneclulr que los efectos producidos por las radie-
clones gamma en frijol negro son similares 2 los que se pro
ducen en cebada y trigo, tal como ha sido demostrado en tra

bajos de varios clent{ficos.
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Fig. 1. Plantas sembradas en el invernadero

en cajas de madera y en las cuales fueron ob

servadas las plantas mutantes.



