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I. INTRODUCCION

El Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.), es una especie de la familia Euphorbiaceae que
comunmente se conoce como “mani del monte”, “sacha mani” o “mani del inca” (Manco,
2006), crece desde los 100 m.s.n.m.m hasta los 2040 m.s.n.m.m, y desde afios
ancestrales se ha utilizado como alimento en las poblaciones rufales, nativas y‘mestizas

(Valles, 1995).

Constituye un cultivo con futuras posibilidades de industrializaciéon y con potencial de
rendimiento econdémico para los agricultores de la Regién San Martin, por ser una
fuente importante de omega 3, 6, y 9 ya que posee almendras con mayor
concentracion de acidos grasos esenciales que ninguna otra especie conocida en el
mundo. Pero su aprovechamiento comercial es aun incipiente, debido a la alta
variabilidad genética que determina una alta heterogeneidad en el rendimiento y

contenido de omegas, lo que vuelve insostenible su produccion.

Dada la importancia potencial de este cultivo, el Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (IIAP-SAN MARTIN), continua ejecutando'investigaciones basicas
en manejo agrondmico, mejoramiento genético, manejo integrado de plagas,
enfermedades y procesos industriales, como parte del proceso de domesticacion,
mediante técnicas modernas y convencionales a fin de seleccionar los materiales
genéticos que presenten tolerancia al complejo Nematodo-Hongo con buenos
rendimientos y altos contenidos de aceites, de manera que se puedan obtener

genotipos superiores con cualidades estandarizadas.



Es esta la razon por el cual se busca mejorar genéticamente el cultivo de sacha Inchi
mediante la técnica nuclear basada en la utilizacién de radiacion gamma; ya que es una
alternativa para generar variabilidad genética por la via de mutaciones inducidas. Esta
técnica es muy empleada hoy en dia con bastante frecuencia porque permite la
obtenciéon de genotipos superiores en corto tiempo de cultivares en muchas especies
gue son propagados por semillas. Sin embargo, su utilizaciéon debe estar precedida de
ensayos que permitan determinar la dosimetria adecuada, asi como familiarizar al
mejorador sobre el efecto que las radiaciones tienen sobre el material vegetal utilizado
(Singh, 1994). Es por eso que diversas investigaciones con radiacibn gamma en
cultivos de arroz, trigo, cebada, pifidén y otros, determinaron el rango de las dosis que se

emplearon en el presente trabajo.

La finalidad del estudio fue evaluar la variabilidad genética inducida en semillas de
Sacha Inchi generada con radiacibn gamma; en donde se consideraron variables
morfolégicas y marcadores moleculares AFLP (Longitud de fragmento polimorfico
amplificado), debido a que esta técnica es mas reproducible y genera mayores
fragmentos de bandas polimérficas en un solo gel. Los resultados buscan sentar las

bases cientificas para futuros programas de mejoramiento genético.



2.1.

2.2

il. OBJETIVOS
General

Evaluar la variabilidad genética inducida por las radiaciones gamma en semillas
de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.), accesién Mishquiyacu en condiciones

de vivero en Morales-San Martin.
Especificos

Determinar los efectos fenologicos y morfoldgicos de las plantas sobrevivientes
en la fase de vivero.

Determinar Ia‘ dosis letal media (DL50), de radiacion gamma en semillas de
Sacha Inchi.

Evaluar la variabilidad genética inducida empleando marcadores moleculares

AFLP.



3.1.

lli. REVISION DE LITERATURA

Generalidades

La familia Euphorbiaceae comprende plantas anuales, de importancia
ormamental, medicinal, alimentaria e industrial, que se caracterizan
principalmente por la presencia de una sustancia lechosa, tipo latex y frutos
tricapsulares. Abarca alrededor de 1280 géneros con 8000 especies
aproximadamente, y se observa que est4 distribuido en todo el orbe (Bailey,

1949).

El género Plukenetia ha sido reportado en Malasia, Nueva Guinea, México, etc.
(Biblioteca Conmemorativa Orton, 1987). Comprende 17 especies de
distribucion pantropical, 12 en América, 03 en Africa, 01 en Madagascar y 01 en
Asia (Gillespie, 1993). En América del Sur, la presencia de Plukenetia volubilis
L., ha sido registrada en la Amazonia Peruana, Bolivia y las Indias Occidentales

(Macbride, 1951).

En el Peru se le encuentra en estado silvestre en diversos lugares de San
Martin, Ucayali, Huanuco, Cuzco, Amazonas, Loreto y Madre de Dios. En San
Martin se encuentra en toda la cuenca del Huallagé, en la provincia de Lamas,
en el Valle de Sisa, en Alto Mayo y Bajo Mayo. Crece desde los 100 hasta los

2000 m.s.n.m.m.

Es un arbusto trepador o rastrero silvestre y cultivado que se le encuentra en

bordes de bosques secundarios, en cafaverales, sobre cercos vivos y como
4



malezas en platanales y cultivos perennes. Fue cultivado también en la costa

peruana en la época prehispanica y se han encontrado semillas y

representaciones en ceramicas (Brack, 1999). También Soukup (1987), indica

que las hojas son comestibles y que la semilla es muy nutritiva.

3.2. Clasificacién botéanica

La clasificacion botanica (ITIS, 2014) de la planta es la siguiente:

Reino
Sub reino
Division
Sub divisién
Infra division
Clase
Subclase
Super orden
Orden
Familia
Género
Especie
Nombre cientifico

Nombre comin

: PLANTAE

: VIRIDAEPLANTAE

: TRACHEOPHYTA

: SPERMATOPHYTINA
: ANGIOSPERMAE

: MAGNOLIOPSIDA

: ARCHICHLAMYDEAE
: ROSANAE

- MALPIGHIALES

: EUPHORBIACEAE

: Plukenetia

: Volubilis Linneo.

: Plukenetia volubilis L.

: Sac_ha Inchi, Mani del Monte



3.3.

3.3.1.

Cultivo
Morfologia

Planta: Trepadora, voluble, semilefiosa, de aitura indeterminada (Manco 2004).
Hojas: Son alternas, de color verde oscuro, oval - elipticas, aseruladas y
pinnitinervias, de 9 a 16 cm de largo vy de 6 a 10 cm de ancho. El apice es
puntiagudo y la base es plana 0 semi-arrifionada (Arévalo, 1995).

Flores: Cachique (2006), indica que el cultivo presenta un alto porcentaje de
polinizacién cruzada, lo cual implica que se trata de una especie alégama. El
conocimiento del tipo de reproduccion es de suma importancia para futuros
trabajos de mejoramiento genético de la especie. En Sacha Inchi se observan 2
tipos de flores:

Masculinas: Son pequeiias, blanquecinas, dispuestas en racimos.

Femeninas: Se encuentran en la base del racimo y ubicadas lateralmente de
una a dos flores.

Fruto: Es una capsula, de 3,5 a 4,5 cm de diametro, con 04 I6bulos aristados
(tetra lobados) dentro de los cuales se encuentran 4 semillas.
Excepcionalmente, algunos ecotipos presentan capsulas con 5 a 7 l6bulos
(Manco, 2004).

Semilla: Dentro de las capsulas se encuentran las semillas de color marron
oscuro, ovales de 1.5 a 2.1 cm de diametro, ligeramente abultadas en centro y
aplastadas hacia los bordes, al abrirlas encontramos cotiledones a manera de

almendras y cubiertas de una pelicula blanquecina. En condiciones de medio
6



3.3.2.

ambiente y al aire libre, la semilla se conserva por mas de 1 afio (SUDIRGEB-

INIEA, 2006; Vela, 1995)

Ecologia

EI crecimiento, desarrollo y la buena produccién del sacha inchi estan
estrechamente relacionados con las condiciones medioambientales de la zona
donde se cultiva. Es por ello que los factores ecoldgicos influyen en la
produccion. Cuando se define un clima apropiado para el cultivo de sacha inchi
generalmente se hace referencia a la temperatura y la precipitacion,
considerados como los factores criticos del crecimiento. Asi mismo, el viento, la
radiacion solar y la humedad relativa afectan muchos procesos fisiolégicos de la

planta (Porras, 2005).

Temperatura: Crece y tiene buén comportamiento a diversas temperaturas que
caracterizan a la Amazonia Peruana (min. 10°C y max. 36°C). Las
temperaturas muy altas son desfavorables y ocasionan la caida de flores y
frutos pequefios, principalmente los recién formados (Arévalo, 1995).

Altitud: Crece desde los 100 m.s.n.m.m. en la Selva Bajay 1500 m.s.n.m.m. en
la Selva Alta (Arévalo, 1995).

Desde los 100 a 2040 m.s.n.m. (Manco, 2004)

Luz: A bajas intensidades de luz, la planta necesita de mayor nimero de dias
para completar su ciclo vegetativo; cuando la sombra es muy intensa la

floracion disminuye y por lo tanto la produccién es menor (Manco, 2004).



Precipitacion: El sacha inchi es una planta de rapido crecimiento, requiere de
disponibilidad permanente de agua..Para tener un crecimiento sostenido se
cultiva en zonas donde la precipitacidon se encuentra por encima de los 1200
mm, llegando en algunos casos hasta los 3600 mm; pero mas importante que el
volumen total de lluvias es una buena distribuciéon del agua durante el afo, ya
gue el sacha inchi es muy senéible a la falta de humedad en el suelo, La
influencia de la lluvia es notoria en la polinizacién y fertilizacion. (Arévalo, 1995).
El riego es indispensable en los meses secos. Periodos relativamente
prolongados de sequia 0 de baja temperatura, causan un crecimiento lento y
dificultoso. El exceso de agua ocasiona dafio a las plantas e incrementa los
dafos por enfermedades (Manco, 2004).

| Suelo: De acuerdo a su distribucién el cuitivo del "sacha inchi”, tiene un amplio
margen de adaptacion a diferentes tipos de suelo. Es una planta
agrondémicamente rustica de poca exigencia nutricional, crece en suelos acidos
y con alta concentracion de aluminio. Prospera en "shapumbales” (Pteridium
aquilinum) secos y humedos y en "Cashucshales" (Imperata brasiliensis)
(Valles, 1995). |
Drenaje: Necesita terrenos con drenaje adecuado, que e!iminen el exceso de
agua tanto a nivel superficial como profundo. Para un buen drenaje se debe
considerar la textura del suelo, y ésta es importante para el desarrolio del
cultivo. La poca absorcidbn de agua y nutrimentos por la planta, asi como el

crecimiento anormal y superficial de las raices, hacen que éstas se tornen mas



vulnerables al ataque de nematodos y enfermedades radiculares (Arévalo,

1995).

3.3.3. Caracteristicas fisiol6gicas del cuiltivo
o Crecimiento vegetativo

El sacha inchi es una planta trepadora, de abundantes hojas y ramas, alcanza
la altura de la planta soporte, por lo tanto no es recomendable que ésta tenga
una altura mayor de 2 metros para facilitar la cosecha. Si existe una suficiente
humedad, la germinaciéon se inicia aproximadamente a las dos semanas de
realizada la siembra. Una semana después, aparece la segunda hoja verdadera
y el tallo guia (Arévalo, 1995).
e En almacigo:
- Dias a germinacién: 11 a 14 d.d.a.
- Dias a emergencia de hojas verdaderas:

- 1er. par: Entre 16 y 20 d.d.a.

- 2do.par: Entre 28 y 42 d.d.a.



3.34.

Fructificacion

La floracion se inicia aproximadamente a los 3 meses, luego de realizado el
trasplante, apareciendo primero los primordios florales masculinos e
inmediatamente después los femeninos. En un periodo de 7 a 19 dias, las flores

masculinas y femeninas completan su diferenciacién floral (Arévalo, 1995).

A continuécién, se inicia la formacién de frutos completando su desarrollo a los
4 meses después de la floracion. Luego se inicia la maduracién propiamente
dicha de los frutos, cuando éstos, de color verde empiezan a tornarse de un
color negruzco, que finalmente se convierte en marrén oscuro 0 negro cenizo;
indicador que est4 listo para la cosecha. Este proceso de maduracién del fruto
dura aproximadamente de unos 15 a 20 dias, iniciandose la cosecha a los 7.5

meses después de la siembra y/o trasplante, con una produccién continua.

Condiciones generales que debe cumplir una buena semilla

Segun Vargas (2008), tomado por Cérdova (1976), la energia germinativa esta
determinada por la rapidez y la uniformidad de la germinacién de la semilla. Es
importante tener en cuenta que la semilla tiene una germinacién rapida vy al
mismo tiempo que el mayor numero de ellas lo hagan en el menor tiempo
posible. La rapidez es muy importante porque se realiza una mejor explotacién
de semillas germinadas, casi al mismo tiempo. Numéricamente se dice que la

semilla tiene una buena energia germinativa, cuando las dos terceras partes

10



3.4.

_(2/3) de las semillas germinan en un tercio (1/3) del total de los dias que dura la

germinacion.

Los dias se cuentan a partir de la fecha en que germina la primera semilla y se
da por terminado cuando dos dias seguidos no germinan mas semillas. Para
evitar confusiones y facilitar las contadas, es conveniente eliminar cada dia las

semillas germinadas.

Importancia del cultivo en el pais y la region.

Cornejo y Valles (1991), mencionan que en nuestro pais el cultivo de sacha
inchi se ha observado en las localidades de Madre de Dios, Huanuco,

Oxapampa, Requena, Yurimaguas, Masisea, Alto y Bajo Mayo.

Arévalo (1996), informé que ha observado crecer al cultivo de sacha inchi en
suelos acidos y en aluviales de la Regién San Martin, ademas agregd que los
nativos lo consumen tostado, cocido con sal y como ingrediente de diversos

platos tipicos.

El sacha inchi tiene aptitud agronémica e industrial a favor de la poblacién de la
Selva alta y baja y conlleva a la posibilidad de usarlo en reforestaciéon para su
incorporacion a la produccién agricola en suelos erosionados. Estimaciones
técnicas de pruebas industriales indican la factibilidad de extraer una tonelada
de aceite/ha/afio que se incrementa a través del tiempo y una tonelada de
torta/ha/afio.
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3.5.

Hazen y Stodwesand en Cornell (USA) y Uclos en Florida (USA), encontraron
gue la almendra de Sacha Inchi contiene porcentajes de grasa y proteina

ligeramente superiores a los cultivos de Soya, Mani, Girasol y Algodén.

Descripciéon de Accesion Mishquiyacu (Plukenetia volubilis L.)

El rendimiento en grano seco (kg/ha) desde el primer afio de produccién,
caracter que esta influenciado por el factor genético, condiciones
edafocﬁrﬁéticas propias de las zonas como un manejo agronémico homogéneo
muestra que la Accesidén Mishquiyacu destaca con el mayor peso de semillas
(2025,26 kg/ha) superando a todos las accesiones, con relacion a la respuesta
al complejo Nematodo-Hongo muestra una susceptibilidad ALTA pero con altos
porcentaje de aceite en una proporcion de 20,12 % de aceite y en rendimiento
de 407,482 kg/Ha y finalmente para los contenidos de acidos grasos esenciales
indica un porcentaje medio alto en funcién a todas las accesiones existentes
pero a nivel de San Martin supera a todas las accesiones (Manco 2006 y
Arévalo 1996). En conclusién la Accesidon Mishquiyacu resulta ser uno de los
mejores en material genético para trabajos de mejoramiento en nuestra regién

debido a sus caracteristicas y bondades fisiolégicas.
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3.5.1. Ficha técnica (Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana)

Procedencia

Material silvestre colectado en el departamento de San Martin, provincia de

Lamas y Distrito de Pinto Recodo.
Caracteristicas destacadas de la accesion

Habito de crecimiento: Trepador.

Diametro de capsula: 4,50 cm

Diametro de semilla: 1,91 cm.

% de cascara: 43,56.

% de semilla: 56,44.

Peso de 100 semillas: 104,85 g.

N° de Cosechas/Afio: 24

Susceptibilidad a Meloidogyne incognita: Alta
Susceptibilidad al stress hidrico: Medianamente tolerante

Rendimiento al 1° afio (kg/Ha/afio): 2,025.26
% de Aceite tipo omegas:

% de Omega 3: 41.12
% de Omega 6: 39.55

% de Omega 9: 10.85
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3.6.

3.7.

Mejoramiento genético de plantas

En los programas de mejoramiento de especies de interés agricola es necesario
contar con una amplia base genética QUe garantice suficiente variabilidad para
tener probabilidades de seleccionar los genotipos. Esenciaimente este
programa consiste en tres fases: generacion de la variabilidad genética,
seleccion de genotipos, y evaluacion de los genotipos seleccionados con
caracteres agronémicos ideales. Adicionalmente, se requiere un sistema que
involucre herramientas complementarias al sistema de mejora convencional,
buscando el aprovechamiento adecuado de la variabilidad genética que se
cuenta. En este grupo de herramientas se encuentran el cultivo de tejidos in
vitro, la induccién de mutaciones y la transformacion genética (Novak y Brunner,

1992).

Antecedentes de Mejoramiento Genético en Sacha Inchi

Desde el afio 1988 el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) en la
Estacién Experimental Agraria “El Porvenir’ — Juan Guerra; la Subdireccion de
Recursos Genéticos y Biotecnologia, inicia las investigaciones relacionadas al
cultivo del sacha inchi (Plukenetia volubilis L.), con la coleccién, conservacion y
evaluacién de 06 entradas. Incrementandose a un nimero de 48 ecotipos,
colectados a nivel de toda la amazonia del Peru; Asi mismo hasta el 2006 va se

contaba con la identificacion de ecotipos promisorios por el elevado contenido
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3.8.

de aceites (Manco, 2007), y con el estudio de la biologia floral y reproductiva

(Cachique, 2006).

A partir de estos resultados el IIAP y el INIA con financiamiento independiente
de INCAGRO 2007, inician los trabajos de mejoramiento genético en la
obtencién de lineas mejoradas y/o elites enfocadas a la obtencién de la
generacion S0, S1, S2, S3 mediante polinizacion controlada (lIAP) y a la
obtencion de plantas tolerantes a nematodo del nudo (INIA). Asi mismo a partir
del 2008 el Instituto de Investigaciones de la Amézonia Peruana (lIAP) con el
financiamiento de INCAGRO 2008, inicia la investigaciones en la linea de
mejoramiento genético desarrollando metodologias de propagacion clonal
(estacas, injertos e in vitro) con la finalidad de garantizar la transferencia
genética y crear tolerancia y/o resistencia a nematodo del nudo (Meloidogyne
incognita). Ademas se realizaron estudios de caracterizacion genética molecular

y la caracterizacion quimica de acidos grasos presentes en las semillas.

Variabilidad Genética

La variabilidad genética, conocida también como recursos genéticos, se refiere
a la variacion hereditaria dentro y entre poblaciones de organismos, cuya base
estd en los cromosomas (ADN) y puede ser manipulada por la tecnologia

tradicional y moderna (biotecnologia, ingenieria genética, etc.).
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3.9.

Variabilidad genética del sacha inchi

El sacha inchi representa un cultivo promisorio de gran importancia en la
amazonia peruana sus semillas contienen elevadas concentraciones de acidos
grasos esenciales tipo 3, 6 y 9 (Hamaker ef al, 1992). Se ha observado que
esta especie presenta una amplia variabilidad tanto en su morfologia, como en
su capacidad de produccion por planta y contenidos de aceite (Valles, 1990;

Rodriguez et al., 2010).

Uso de ADN en estudios genéticos

El acido desoxirribonucleico (ADN), es la molécula de la herencia en todos los
organlismos, por ser la fuente de reserva de la informacion genética, ocupando
una posicion central en macromoléculas bioldgicas (Stryer, 1988). Cada
molécula de (ADN) presenta una dobile hélice formada a partir de dos hebras
complementarias de nucleétidos, emparejadas mediante enlaces de hidrogeno
entre los pares de bases G-C y A-T. El ADN es una combinacién unica de
nucleétidos para cada individuo, por lo tanto sirve para poder diferenciar a los
individuos, poblaciones, asi como también a las especies. En la actualidad es
posible conocer el contenido genético (ADN) de cualquier especie mediante el

uso de técnicas moleculares (Phillips y Mora, 1998).
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3.10.

Mutacion

Ocasionalmente pueden llegar a producirse errores en la replicacion del ADN,
estos cambios son denominados mutaciones. Una mutacién es un cambio
estable y heredable en el material genético. Las mutaciones alteran Ila
secuencia del ADN y por tanto introducen nuevas variantes. Muchas de éstas
variantes pueden ser eliminadas, pero ocasionalmente algunas de éstas
variantes pueden tener éxito e incorporarse en todos los individuos de Ia

especie. La mutacion es un factor gue aumenta la diversidad genética

La definicion que dio De Vries (1901) de la mutacién era la de cualquier cambio
heredable en el material hereditario que no se puede explicar mediante

segregacion o recombinacion.

Una alta tasa de mutacion implica un mayor potencial de adaptacion en el caso
de un cambio ambiental, pues permite explorar mas variantes genéticas,
aumentando la probabilidad de obtener la variante adecuada necesaria para
adaptarse al ambiente. A su vez, una alta tasa de mutacién aumenta el nimero
de mutaciones perjudiciales o deletéreas de los individuos, haciéndolos menos
adaptados, v aumentando la probabilidad de ex_tincién de la especie. Las
mutaciones no tienen ninguna direccién respecto a la adaptacién, son como un
cambio al azar. Este cambio puede producir una falta de significado, y por eso

la mayoria de las mutaciones son deletéreas. Pero a veces, ciertos cambios

pueden introducir nuevos significados, permitiendo nuevas funciones.
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3.10.1. Mutacion somatica y mutacién en la linea germinal
3.10.1.1. Mutacién somatica

De Robertis et al., (2001), afecta a las células somaticas del individuo. Como
consecuencia aparecen individuos mosaico que poseen dos lineas celulares
diferentes con distinto genotipo. Una vez que una célula sufre una mutacion,
todas las células que derivan de ella por divisiones mitéticas heredaran la
mutacién (herencia celular). Un individuo mosaico originado por una mutacién
somatica posee un grupo de células con un genotipo diferente al resto, cuanto
antes se haya dado la mutacién en el desarrollo del individuo mayor sera la
proporcion de células con distinto genotipo. Las mutaciones que afectan
solamente a las células de la linea somatica no se transmiten a la siguiente

generacion.

3.10.1.2. Mutaciones en la linea germinal

De Robertis et al., (2001), Afectan a las células productoras de gametos
apareciendo gametos con mutaciones. Estas mutaciones se transmiten a la

siguiente generacioén y tienen una mayor importancia.
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3.10.2. Niveles mutacionales

3.11.

De Robertis et al., (2001), propone la clasificacién de las mutaciones basada en

la cantidad de material hereditario afectado por la mutacién:

Mutacion génica: mutacion que afecta a un solo gen. Las mutaciones génicas
mas comunes consisten en la sustitucién de un nucleétido por otro, en la
perdida (deleccion) de uno o varios nucleétidos, o la insercién (intercalacion) de
uno o varios nucledtidos en la molécula del ADN. Cualquiera que sea el tipo de
mutacién, genera un cambio en la informacién contenida en el gen.

Mutacién cromosémica: mutacion que afecta a un segmento cromosémico
que incluye varios genes. Puede dar origen a cambios cromosémicos
estructurales.

Mutaciéon genémica: mutacibn que afecta a cromosomas completos (por
exceso o por defecto) o a juegos cromosdmicos completos. Puede dar origen a

cambios cromosémicos nNuMéEricos.
Induccion de mutaciones

LLas mutaciones inducidas en especies vegetales son procedimientos utilizados
desde hace mas de ochenta afios, que emplea la radiacion para reorganizar la
composicién genética sin modificar el genoma de las plantas que permitan

aumentar y mejorar su rendimiento (Novak y Brunner, 1992). En plantas
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alégamas, como el sacha inchi la induccién de mutaciones se realiza para
incrementar la variabilidad genética.

Muchos cultivares mutantes de plantas propagadas por semilla, son de alto
rendimiento. En China, cultivares exitosos basados en mutantes se siembran en
millones de hectareas (FAO/IAEA 1991). En Checoslovaquia, casi toda la
cebada maltera es producida sobre la base de cultivares obtenidos por
mutaciones. (FAO/IAEA 1991). En el Peri se ha reportado la obtencién de
mutantes de cebada precoces, con altura reducida, mayor nimero de granos y
granos desnudos (Chavez, 1991), v la liberacién de una variedad mutante: UNA

La Molina 95 (Romero y Gomez, 1996).

El rﬁétodo de mejoramiento genético mediante mutaciones inducidas se basa
en el principio de que se puede aumentar la proporcion de mutaciones
exponiendo plantas o semillas a las radiaciones. Si bajo condiciones naturales
ocurren mutaciones utiles, puede suponerse que también se pueden producir
mutaciones favorables en forma experimental e inducida. Para tal caso las
semillas son el material favorito y apropiado para la irradiacion ya que en
muchos experimentos de induccién de mutaciones y en el mejoramiento
practico se obtuvo buenos resultados como en algunas oleaginosas y cereales

(AIEA, 1995).

La Agencia Internacional de Energia Atémica (IAEA) ha recogido en un banco

de datos, junto con la organizacién de Naciones Unidas para la alimentacion y
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la agricultura (FAO), informaciones sobre mas de 3.000 mutaciones en
diferentes especies, por ejemplo en Kenia, a través de esta técnica se ha
desarrollado una variante de trigo resistente a la sequia y en Vietnam, los
expertos han conseguido modificar de esta manera varias especies de arroz
para su adaptacion a altas tasas de salinidad en el delta del Mekong (Novak y
Brunner, 1992). Asi como también se han reportado cambios por efecto de
mutaciones en caracteres, como contenido de aceite en girasol y soya;
composicion de acidos grasos del aceite de lino, soya y canola o colza.

En el mejoramiento mediante induccién de mutaciones se utilizan basicamente

dos tipos de agentes mutagénicos.

[ Cultive detejidos } [ Induccionde mutaciones}

( Cruzamientos manuales

[ Ingenieria Genética

VARIACTON
GENETICA

[ Calidad delproducto

EVALUACION

e e e SELECCION
[ Caracteristicas .
fenotipicas o

[ Tolerancia a factores
| U__..abidticos

'

l Resistencia a plagasy ]

enfermedades

Figura 01. Esquema representativo del mejoramiento vegetal reportado por

Novak y Brunner (1992).
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3.11.1. Mutagenos quimicos

Novak y Brunner (1992), indica la clasificacion de productos quimicos que son

mutagénicos seguin su modo de accion en:

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

- Agentes que reaccionan con el ADN: Existen una serie de agentes quimicos
gue reaccionan directamente sobre el ADN que no se esta replicando
ocasionando cambios quimicos en las bases, |0 que provoca un apareamiento
incorrecto.

- Acido nitroso (HNO2): Deamina a adenina a hipoxantina y la citosina a uracilo.
Debido a las distintas propiedades de apareamiento de los productos de
deaminacion, se producen transiciones.

- Hidroxilamina (NH20OH): Reacciona con la citosina donde el grupo amino es
reemplazado por un grupo hidroxilamino. Este derivado de la citosina se aparea
con adenina produciéndose transiciones GC--> AT.

- Agentes alquilantes: Otro grupo de productos quimicos que afectan al ADN que
no se replica son los agentes alquilantes, que incluyen el etil metano sulfonato
(EMS), metil metano sulfonato (MMS), dietil sulfato (DES), diepoxi butano
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(DEB), Nmetil- N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), N-metil-N-nitroso urea y gas

mostaza.

- Agentes intercalantes: Un grupo interesante de sustancias, acridinas y bromuro

3.11.2.

a)
b)

d)

de etidio, son moléculas planas que se insertan entre dos pares de bases del
ADN, separandolas entre si. Durante la replicacion, esta conformacion anormal

puede conducir a microinserciones o microdelecciones en el ADN.

Radiaciéon mutagénica o mutacion fisica

En los ultimos anos existe la tendencia a incrementar el uso de las radiaciones
sobre los Mutdgenos quimicos. Novak y Brunner (1992) menciona que los

principales tipos de radiacidén son los siguientes:

Rayos X.

Radiacion Gamma: Cesio 137 y Cobalto 60 las principales fuentes de rayos
Gamma utilizados en trabajos de radiobiologia. El Cesio137 es usado en
muchas instalaciones teniendo en cuenta que tiene una vida media mas larga
que el Cobaito 60.

Radiacion Ultravioleta: Tiene limitada habi!idad de penetracion en los tejidos
povr lo que su uso en experimentos biologicos esta restringido al tratamiento de
esporas o granos de polen.

Radiacién Beta: Las particulas Beta (electrones) como de 32P y 35S producen
un efecto similar a équellos rayos X o Gamma, pero con mas baja habilidad de
penetracion.
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3.12.

e) Neutrones: Tienen un amplio rango de energia y son obtenidos de la fisién

nuclear en un reactor nuclear con 235 U. Los neutrones han mostrado ser muy
efectivos en la induccién de mutaciones en plantas.

Particulas de aceleradores: Protones, deuterones, particulas alfa. Se ha
utilizado basicamente para estudios fundamentales en la determinacién de los

efectos radiobiolégicos.

Objetivos de la inducciéon de mutaciones

Novak y Brunner (1992), dentro del programa de mejoramiento utilizando la
induccion de mutaciones, la primera etapa es la determinacion de la dosis
adecuada, es decir el estudio del efecto del mutagénicos que permita
determinar la dosis que cause -mayor probabilidad de obtener cambios

genéticos responsables de caracteres deseados.

Un programa de mejoramiento por induccién de mutaciones exitoso debe tener
claramente definidos los objetivos con relacion a los tipos de mutantes

buscados. Los principales objetivos que se deben ser los siguientes:

. Mejorar una o pocas caracteristicas de una variedad o linea.

. Inducir un marcador morfolégico (color, aristas, etc.) para establecer la

identidad de una linea promisoria para su registro como variedad.

. Inducir esterilidad masculina o restaurar la fertilidad en lineas para la

produccién de hibridos.
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3.13.

4. Obtener dentro de genotipos bien adaptados mutantes para caracteristicas de

herencia simple utiles para el mejoramiento o para inducir mutaciones

posteriormente.

Cuando agentes mutagénicos fisicos o quimicos son aplicados a material de
propagacion sexual o asexual, se observa una relacion directa entre la dosis y
la tasa de mutacién, pero también es notable una relacién similar entre la dosis
y el dafio celular. Esta relacién varia con el genotipo. Tomando esto en
consideracion, la dosis ideal seria aquella que ocasione una alta tasa de
mutaciones recuperables y un bajo dafio a los tejidos. Generalmente se utilizan

dosis por debajo del nivel LD; (Brunner, 1986).

Las radiaciones ionizantes en plantas

Producen efectos de estimulacion y mutagénesis en el material biolégico. Kérési
y Pal (1987), entre otros autores, han comprobado que éstas actian en
diferentes procesos fisioldégicos, como la germinacion, el crecimiento y el
desarrollo de las plantas, acelerandolos o retardandolos y con ello el nivel de
absorcion de energia, la composicién quimica del material vegetal y el tipo de
energia, entre otros factores fisico-quimico-biolégicos. Cuando el material vivo
es sometido a bajas dosis de radiaciones ionizantes, esto provoca un estimulo
en algunos indices fisiolégicos (Labrada y Pérez, 1983; Kérési y Pal, 1989), y
muchos autores recomiendan la altura de las plantas como el indice que mejor

muestra este efecto.
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3.14.

- 3.14.1.

Los efectos posirradiactivos, como producto del estudio de la radiosensibilidad,
son una de las vias para determinar la dosis que ejerce un mayor estimulo en la
altura de las plantas. En las especies arbdreas de interés para la ganaderia
estos estudios tienen gran importancia, ya que el crecimiento en sus primeros
estadios es lento y esto retarda, en general, la explotacion de los sistemas

silvopastoriles.

Los rayos gamma por ser un tipo de radiacidén ionizante, tienen una alta
capacidad de penetraciéon y su accidn letal en las células se mide usuaimente

como pérdida de la actividad mitética (Ahnstréom, 1995).

Efectos de las radiaciones
Efecto sobre el ADN

(Lodish et al., 2004). La accién directa de las radiaciones ionizantes sobre la
materia viva comprende las ionizaciones y excitaciones que las particulas
ionizantes provocan directamente sobre los blancos, o estructuras vitales de la
célula. Una macromolécula ionizada modificara su actividad quimica, perdiendo
0 alterando su funcionalidad especifica. Cuando sea excitada podra volver a su
estado original emitiendo fotones o0 rompiendo enlaces covalentes, o cual
puede suponer un dafno biolégico. Loégicamente, la gravedad del dafio producido
dependera de la relevancia biolégica de la célula afectada. En este sentido, el

blanco mas importante de la célula es el ADN, molécula que contiene la
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3.14.2.

informacion biologica esencial para el correcto funcionamiento de la célula.
Ademas de la molécula de ADN, otros componentes celulares pueden ser

dafnados con importantes consecuencias para la célula.

Efecto sobre las células

Swanson (1958), dice que las radiaciones pueden producir tres tipos de efectos

sobre las células:

Efecto de tipo fisiol6gico: | producen alteraciones quimicas de ciertas
moléculas que afectan el funcionamiento normal de la célula, llegando en
ocasiones hasta causar la muerte de ellas. Esto tiene repercusién sobre la
sintesis de ADN y se puede alterar mucho la mitosis, produciéndose el
aglutamiento de los cromosomas, aunque éstos no se rompan. |

Efecto de tipo mutacional: se aplica a la teoria del blanco, se predicen
mutaciones de punto sin que sean capaces de producir la ruptura del
cromosoma.

Efecto del tipo cromosémico: en este tipo de efecto ya se llega a la ruptura
del cromosoma, la cual puede afectar al cromosoma completo, 0 a una

cromatida.

Borén (1998), manifiesta que para fines practicos, los dafos fisioldgicos mas

importantes son el retardo del crecimiento y la muerte.
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3.14.3. En el crecimiento de las plantas

Las influencias externas como radiaciones, calor y ciertas sustancias, pueden
determinar cambios especificos en el material genético 0 mutaciones. Las
diversas combinaciones del material genético heredadas de los progenitores
unidos a las mutaciones, permiten garantizar que cada uno de los individuos
que integran una poblacidn sencilla, presentara ligeras diferencias. Esta
variacion en el contenido genético constituye la materia prima de la evolucion

(Sutton y Harmon, 1971).

Las radiaciones producen alteraciones de tipo estructural, fenotipico y de
comportamientos en células, tejidos, 6rganos y plantas completos. Estas
mutaciones permiten ampliar la variabilidad genética y facilitan la seleccién de
plantas con caracteristicas mejoradas, las cuales pueden favorecer su
desarrollo debido a que los patrones de crecimiento y productividad de las
plantas pueden ser faciimente modificadas por agentes mutagénicos (Raghava

y Raghava, 1989).

Diferentes dosis de rayos X, rayos amma y particulas beta, inducen
modificaciones en el crecimiento y desarrollo de las raices, tallos, hojas y flores
en plantas superiores. Las dosis requeridas dependen de la especie usada o
variedad usada', de su edad, condiciones fisioldgicas y de la radiosensitividad.
La respuesta de una particula puede ser la muerte, inhibicién del crecimiento,
anormalidades morfolégicas o proliferacién celular. Exposiciones agudas y

crénicas han mostrado que las plantas son cominmente impedidas en su
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3.15.

crecimiento como un resultado de la irradiacién, aunque no totalmente por todas
las dosis empleadas. En general el desarrolio es inversamente proporcional a
las dosis empleadas, dependiendo de la habilidad de la planta para desarrollar

inhibicion (Broertjes, 1972 y Elliot, 1964).

Las diferentes especies vegetales y sus genotipos reaccionan en forma distinta
a algunas dosis de radiaciéon. Dosis estimulantes en un genotipo, pueden no
estimular en la misma medida en otros genotipos. Es mas un genotipo puede
tener solamente una dosis estimulante, y otro genotipo dos o mas dosis
estimulantes. Asi mismo ademas de las dosis estimulantes, hay ciertas dosis de

efecto negativo.

Radiacion Gamma

La luz que se observa es solo una pequefia parte del espectro electromagnético
que consiste de energia en la forma de una variedad de longitudes de onda. A
medida que la longitud de onda se hace mas corta, la energia que contiene, se
hace mas fuerte y mas penetrante.

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. La ventaja de los rayos
gamma, es que pueden ser usadas esencialmente para exposiciones ligeras
(agudas) o semiligeras. Sin embargo, el origen de la radiacién gamma tiene
diferentes ventajas en lo que se refiere a los tratamientos prolongados, de tal

manera que las plantas pueden ser colocadas en un invernadero o en el campo.
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3.16.

3.17.

Las principales fuentes de rayos gamma son del Cobalto ®°y Cesio ', que se

utilizan en trabajos radio biol6gicos.
Unidad de dosis de radiacion

En el sistema internacional de medidas el gray (Gy) es la que representa la
energia proporcionada por la radiacién ionizante a una masa de materia que
equivale a un joule por kilogramo (j.kg™"). Antes se reportaba la radiacion en

rads o kilorads (kr). Un gray corresponde a 100 rads (Pifian 1999).

Dosis de irradiacion.

La estimacion de la dosis mas apropiada a aplicar, medida en Gy (Gray),
equivalente a 1 J.Kg -1 o bien a 100 rads. Es un procedimiento basado en la
radiosensibilidad del tejido, la cual es estimada a través de la respuesta
fisioloégica del material irradiado. Se debe determinar la dosis que causa un 50%
de reduccién del crecimiento vegetativo del material tratado (DL50) cuando es
comparado al testigo en el primer ciclo vegetativo después del tratamiento
(Predieri y Zimmerman, 2001).

La radiosensibilidad varia con la especié y la variedad, con la condicion
fisioldgica de la planta y 6rganos y con la manipulacion del material irradiado
antes y después del tratamiento mutagénico. Correlaciones entre el estado.
fisiolégico de las plantas y su radiosensibilidad son, a menudo, determinadas

por el contenido de agua del tejido (Predieri y Zimmerman, 2001).
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Factores a considerar al trabajar con radiaciones

Escoger los explantes adecuados, en la mayoria de los casos es preferible usar
semillas, también se pueden usar diferentes propagulos.

Después del tratamiento eS importante dar al material las mejores condiciones
posibles para su desarrollo y crecimiento.

El tiempo de tratamiento es muy variado, dependiendo de los objetivos, es
necesario considerar la estructura anatomica de las plantas y el estado de
desarrollo de los primordios que van a ser tratados.

Dosis y dosimetria, la determinacién y aplicacion de dosis convenientes son de
suma importancia y variara de acuerdo al genotipo de la planta en estudio.

El tamafio de los ‘cromosomas y todo lo re!aéiona.do al volumen nuclear, es
también un factor importante, plantas con cromosomas grandes son mas

sensibles que los que poseen cromosomas pequefios (Nybon y Koch, 1965).

Erhemberg (1959) y Milan (1966), dicen que es importante destacar que la
eficiencia de las radiaciones estan influenciadas por el contenido de agua en las
semillas, el genotipo de éstas, la temperatura durante la germinacién, la edad
de los tejidos_, el estado de la division celular, el nimero y tamafo de los
cromosomas, el tipo de radiacién y la presencia o ausencia de ciertos productos

quimicos.
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Brauer (1969), de manera general, se considera que si las dosis aplicadas no
tienen cierta letalidad sobre las plantas, su efecto es despreciable y

practicamente no podrian reconocerse los mutantes que pudieran aparecer.

Técnicas de marcadores moleculares

Diversas técnicas de biologia molecular estan disponibles para la deteccién de
variabilidad a nivel de secuencias de DNA (polimorfismo geneético). El uso
efectivo de marcadores moleculares aunados a las practicas tradicionales,
permitira logros y avances significativos en las estrategias de fitomejoramiento,
seleccion vegetal, genét;ica cuantitativa, asi como en estudios de la diversidad

genética (Camarena et al., 2008).

3.19.1. Procedimientos generales en el uso de Marcadores Moleculares

1. Extraccion de DNA
2. Generacion de polimorfismo

» Enzimas de restriccién

* Reaccién PCR |

- Combinacién de los 2 anteriores (enzimas de restriccion y PCR)
3. Electroforesis (horizontal, y/o vertical)
4. Deteccidn de los fragmentos

» Sondas marcadas [
» Bromuro de etidio, UV
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3.20.

« Quimiluminiscencia

* Tincioén en plata

5. Autoradiografia y/o fotografia

6.

Evaluacion de los fragmentos

7. Analisis estadistico

Extracciéon de ADN

El aislamiento de moiéculas como el DNA que se encuentra dentro de las
células, puede realizar#e a través de diferentes métodos, los cuales deben
tomar en cuenta la fraéilidad de dicha molécula y ademas de las diferentes
barreras que se debén de vencer para poder aislarlo de los demas
componentes celulares: tales como organélos, sustancias polipeptidicas,
carbohidratos, etc. que son caracteristicos para cada especie vegetal. EI
método gue generalmente se utiliza implica el uso de la fuerza mecanica,
variaciones térmicas y fuerzas de gravedad, todos estos combinados con
detergentes, solventes prgénicos y sustancias quimicas dan como resultado

final el aislamiento del DNA (Camarena et al., 2008).

El uso de sustancias quimicas tales como él (CTAB) sirve para poder disolver
las membranas polipeptidicas que son las que forman compartimentos dentro
de las células de tal manera que el ADN pueda ser liberado de su interior.
Sustancias como el ED:TA y PVP sirven para inactivar (quelar) las enzimas

I

conocidas como DNAasas que se encuentran en gran nimero dentro de la
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3.21.

célula y que pueden dggradar el DNA. Sustancias tales como el TRIS son
tampones (buffers) que;sirven para mantener regulado el pH del medio en el
que se encuentra el DNA. Sales como el NaCl permiten la precipitacién de
carbohidratos, el acetato de amonio y de sodio permiten la captacion de
algunos iones contaminantes que rodeen a la molécula. Una combinacién de
solventes organicos como cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) permiten la
separacion y precipitacién de proteinas. El uso de alcoholes tales como etanol
absoluto o isopropanollpermiten la precipitacion del DNA librandolo de la
solucién de solventes ademas de librarlo de sales y otras impurezas (Camarena

et al., 2008).

|
Protocolo de extracciéon de ADN

%
Doyle y Doyle, 1990, indica que el protocolo de extraccién de ADN es la

siguiente: |

. Pulverizar con nitrégeno liquido el tejido foliar colectado de preferencia de hojas

jévenes aproximadamenté 200 mg.

. En un tubo eppendorf dg 1,5 mi colocar material vegetal pulverizado hasta la

marca de 500 ply resusbender con 700 pl de buffer CTAB (2X), Adicionando 2

pl de B mercaptoetanol. /!\gitar suavemente e incubar por 30 minutos a 65 °C.

. Retirar de la incubadora y dejar reposar por espacio de 2 minutos a temperatura

3

ambiente. ' |



10.

11.

. Agregar 700 ul cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) mezclar suavemente el

tubo y centrifugar 5 min a 14 000 rpm. transferir el sobrenadante a otro tubo.

. Adicionar 50 yl de CTAB (10X), mezclar suavemente para homogenizar todo el

liquido.

. Adicionar 700 pul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar suavemente y

centrifugar 5 min a 14 000 rpm. transferir el sobrenadante a otro tubo.

. Agregar % partes del volumen final (500 yl aprox.) de Isopropanol helado para

precipitar el ADN. Incubar a -20 °C durante 40 min.

. Centrifugar 20 min a 12 000 rpm y descartar el sobrenadante cuidando de no

perder el pellet.

Lavar el pellet con 500 ul de Etano! al 70% helado y centrifugar 20 min a 12 000
rom descartar el Etanol.

Lavar el pellet con 500 ul de Etanol al 95% helado y centrifugar 20 min a 12 000
rpm descartar el Etanol.

Permitir que el ADN(pellet) se seque al aire libre por 2 horas invertiendo el tubo
y luego resuspender el ADN en 80 pl de buffer T10E1 6 agua esteril

(aproximadamente) y almacenar a -20 °C.
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Extraccion de DNA
C51;:7

Moler hojas
. T "
W;:gformo mnsfgrxr sobrenadante

Eliminar isoproparng!
W Disolyer en H20, T

©  Proteina/polisacaridos
X CTAR

Figura 02. Extraccién de ADN modificado por (Camarena et al., 2008) de Dovyle

y Doyle (1990)

Cuantificacion de ADN

La calidad y concentracion del ADN gendmico se determina por analisis
comparativos de muestras coloreadas con bromuro de etidio en geles de
agarosa, donde este uitimo forma un complejo con el ADN que al ser expuesto
a la luz ultravioleta emite fluorescencia. Para ello se toma 1 ul de muestra
extraida con 9 ul de tampén de carga SALB 1X; y se carga en un gel de
agarosa al 1%, paralelamente a las muestras se carga 10ul del marcador de
referencia de peso molecular conocido{( ADN fago lambda(A) cortado con la
enzima Pst1) con el fin de estimar la concentracion de las muestras,
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3.23.

comparando la intensidad de cada una de las bandas en el gel usando como
referencia la concentracion de 280 ng/ul para la banda de mayor peso
molecular(14,000pb) del ADN fago lambda. La corrida electroforética se realiza
a 90 voltios por 60 minutos utilizando como tampén de corrida TBE 1X, fuego se
captura la imagen mediante una caja que emite luz ultravioleta capturandola
con una camara digital y un filtro de color marrén para el lente. Para la posterior

cuantificacion (Camarena et al., 2008).

280ng -16‘0ng 140ng 180ng 200ng 100ng

Figura 03. Cuantificacion de ADN (Camarena et al., 2008).

Marcadores moleculares y su importancia.

La identificacion y seleccion de fenotipos es una de las actividades mas
antiguas del hombre y principaimente estaban basados en observaciones de ias
caracteristicas morfolégicas y/o agrondmicas (Rallo ef al.,, 2002). No obstante,
el uso de marcadores morfoldgicos en las plantas tiene muchas limitantes, pues

su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenolégicos; por
37



ejemplo, la presencia o ausencia de espinas en los citricos. Con frecuencia
estos marcadores solo es posible evaluarlos a nivel de toda la planta y cuando
ésta llega a su estado adulto, esto significa una espera, no deseable, de varios

anos (Powell, 1992; Phillips et al., 1995).

Con la definicién de la estructura del ADN por Watson v Crick en el afio 1953 se
dio origen a lo que hoy conocemos como biologia molecular, abriendo todo un
mundo de nuevas posibilidades cientificas para el conocimiento y mejor
aprovechamiento de plantas, animales y microorganismos, contribuyendo en
gran parte a lo que se conoce como la revolucién biotecnolégica (Phillips-Mora,
1998). En la actualidad diversas técnicas de biologia molecular estan
disponibles para la deteccién de la variabilidad genética a nivel del ADN o sea
para la deteccion de polimorfismo genético (diferencias genéticas), basandose
fundamentaimente en el analisis de las diferencias en pequefias secuencias del
ADN entre individuos (Karp y Edwards, 1998). Estas técnicas permiten la
obtencién de un numero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares
cubriendo todo el genoma del organismo (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Un marcador molecular se define como cualguier fenotipo molecular oriundo de
la expresion de un gen o de segmentos especificos de ADN, que puede ser
detectado y su herencia monitoreada (Ferreira y Grattapaglia, 1998). Permiten
identificar diferencias entre organismos individuales. Generalmente los

marcadores son fragmentos de DNA que actian como sefales o limites de
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regiones génicas que pueden estar cerca 0 dentro de los genes y ocupan
posiciones especificas en el genoma.
De manera general los marcadores moleculares se dividen en tres clases con

base en su método de deteccion:

a) Basados en hibridacién.
b) Basados en la reaccion en cadena de la polimerasa PCR (Polymerase Chain
Reaction).

¢) Basados en la secuenciacion.

Son importantes para la identificacién y caracterizacién de los seres vivos,
proporcionando informacion a los mejoradores para la selecciéon de individuos
.en programas de mejoramiento genético, posibilitando el cruzamiento de
materiales divergentes, teniendo como objetivo maximizar la distancia genética
con la finalidad de recombinar genes reunidos en nuevas combinaciones
genéticas favorables. Estos marcadores superan en la gran mavoria de los
casos a las limitaciones de los métodos tradicionales, pudiendo caracterizar
desde los primeros estadios de desarrollo de las plantulas, son aplicables a
cualquier tipo de material vegetal y son independientés de la época del afio en
que se realiza el analisis y pueden ser utilizados en especies cultivadas o
silvestres. Son considerados ademas como la manera mas directa de medir y
cuantificar la variacién genética dentro vy e_ntre las especies (Navajas y Fenton,

2000).
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1)
2)

Marcadores AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism - Longitud

de Fragmentos Polimérficos de DNA Amplificados)

Los AFLPs (polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados) son una
técnica que combina la digestion de dos enzimas de restriccién, generalmente
Mse | que reconoce y corta 4 pb y Eco RI que reconoce y corta 6 pb dentro de
una secuencia, con la union de secuencias especificas al nucleétido ligado a los
extremos de los fragmentos de restriccion y dos amplificaciones de PCR
usando primers marcados basados en las secuencias ligadas. La primera
amplificacién se lleva a cabo con el uso de iniciadores que contienen una base
extra en el extremo 3’, lo que produce un conjunto de fragmentos que ademas
de llevar la secuencia complementaria al iniciador, complementan a la base
extra adicionada. Posteriormente estos productos amplificados sirven para
hacer la segunda amplificaciéon en la que se consideran iniciadores con dos o
tres bases extras. Los fragmentos resultantes son complementarios, ademas
del iniciador, a las extensiones consideradas, razén por la cual s6lo una porcion

del genoma fragmentado es finalmente amplificado (Vos et al., 1995).

La técnica de AFLP fue descrito por Zabeus y Vos (1993) y Vos et al (1995)

(Grattapaglia, 1995; Furini y Wunder, 2004), el analisis consta de cuatro etapas;

ElI DNA genédmico total del individuo es cortado con enzimas de restriccion.
Se incorpora adaptadores especificos a los extremos de los fragmentos

gendémicos generados por la digestion enzimatica.
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3) Una fraccion de los fragmentos generados es amplificada selectivamente via

4)

PCR (Reaccién de la Cadena de la Polimerasa) utilizando  primers
especificamente disefiados para reconocer las secuencias en los adaptadores.
La subpoblacién de los fragmentos amplificados es separada en geles de alta

resolucion.

La técnica de AFLP La variabilidad genética de la especie es detectada por el
polimorfismo que presentan los sitios de restriccion, indicando la presencia o
ausencia de los fragmentos amplificados y por ende la variabilidad de la
especie. Mediante esta técnica se han dirigido preguntas de evolucion y
distancias genéticas entre especies relacionadas muy cercanas, asi también
para analizar diversidad genética de los germoplasma de cebada, yuca,
lechuga, coco, maiz, arroz, cafia de azlicar, soya y te. Dentro de las Ventajas,

podemos destacar:

El gran niumero de fragmentos que se originan se revelan en un Gnico gel,
donde el nimero de marcadores analizados en el gel, es el mas aito entre las
tecnologias de marcadores disponibles hasta el momento; por lo tanto los
marcadores AFLP son muy eficiente para el muestreo amplio y eficiente en el
analisis de un genoma.

E! gran poder de deteccidon de la variabilidad genética; ya que explora
simuitdneamente el polimorfismo de ias presencias y ausencias de sitios de
restriccidn y la existencia o no de amplificacion a partir de secuencias no

arbitrarias, con lo que se consigue una flexibilidad significativa en ia obtencién
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de marcadores polimoérficos, ademas la técnica de AFLP no requiere de
informacion previa de la secuencia de DNA. Una vez preparado los fragmentos
amplificables, pueden obténerse rapidamente un gran nimero de bandas
potencialmente polimérficas, simplemente con la variacibn de las bases
arbitrarias de los primers.

La mayor rohustez del ensayo de AFLP comparando con el ensayo RADP; esto
se debe basicamente a que se utilizan primers mas largos en la etapa de PCR,
lo que aumenta significativamente la especificidad de ampilificacion, evitando la
competicién que ocurre durante la PCR en el ensayo de RAPD.

Los datos generados mediante la técnica de AFLP son reproducibles lo que le

da mayor ventaja sobre la técnica de RAPD (Figura 4).
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AFLP |
Amplified Fragment Length Polymoxphism
Vos et al 1995

L2,

ADN genémico .
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Digestion del ADIN con Eco RIy Mse 1
& Ligacion de adaptadores AFLP
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Amplificacion PCR. selectiva
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Deteccion ¥y Analisis

Figura 04. Principio de la técnica de AFLP (Camarena et al., 2008).

3.25. Reaccidn en cadena de ia polimerasa (PCR)

Existe una gran diversidad de primers para trabajos con técnicas moleculares

basados en la reaccion en cadena de la polimerasa — PCR (Mullis ef al. 1986).
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La facilidad, rapidez, versatilidad y sensibilidad de esta técnica lo convierte en
una herramienta particularmente poderosa para estudios genéticos moleculares
envolviendo a gran nimero de individuos de cualquier organismo vivo, por lo
cual son cada vez mas utilizados (Ferreira y Grattapaglia, 1998). EIl PCR
permite la amplificacién in Vitro de fragmentos especificos de ADN a partir de
cantidades minimas del ADN patrén, aun cuando ese ADN sea de calidad
relativamente baja. La técnica de PCR consta de tres etapas: La primera etapa
es la desnaturacion el cual sucede generaimente a una temperatura que varia
entre 90°C a 95°C y tiene por finalidad obtener moléculas de ADN de una sola
hebra; en la segunda etapa conocida como hibridacién que se da generalmente
entre 40°C a 60°, ios primers (oligonucledtidos de 10 a 30 nucleédtidos) se unen
a sus secuencias complementarias; v en la tercera etapa llamada de extensién
o amplificacién, la temperatura varia entre 70°C a 75°C, donde la enzima Taq
polimerasa afade sucesivamente nucledtidos en direccién 5 a 3' hidroxilo del
primer, teniendo como molde a la hebra de ADN complementaria que es
antiparalela. Después de “n” ciclos, una sola copia inicial de la plantilla de ADN

tedricamente puede ser amplificado a 1 billén de copias (Innis ef al. 1991).

Analisis molecular del DNA

Los métodos de secuenciamiento del DNA han permitido conocer la
composicién molecular de muchos sectores de los cromosomas.
La secuencia de los nucleétidos de un gen puede ser parciaimente deducida a

partir de la secuencia de los aminoacidos de la proteina que codifica. Se han
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desarrollado métodos que permiten un rapido secuenciamiento del DNA, lo que
ha producido una verdadera revolucion en el mundo de la biologia molecular.

Gracias a ellos se ha liegado a conocer la composicion de numerosos genes.

Los métodos de secuenciamiento se basan en la producciéon de fragmentos de
DNA de diferentes longitudes, que empiezan en un punto fijo y terminan en uno
de los cuatro tipos de nucledtidos. luego esos fragmentos se separan sobre la
base de sus tamarios en un gel de poliacrilamida, en el que se lee la secuencia

de los nucledtidos del DNA en estudio.
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4.1.1.

4.2.

4.21.

IV. MATERIALES Y METODOLOGIA
Materiales
Material biol6gico

Para el estudio se utilizaron en total 1000 semillas botanicas de Sacha Inchi
(Plukenetia volubulis L.) de la Accesion Mishquiyacu; 100 para la prueba de
dosimetria y 100 semillas por tratamiento (8 dosis de irradiacién y 1 testigo)
haciendo un total de 900 semillas. Ademas para el analisis molecular se
tomaron muestras de 5 plantas de sacha inchi (Hojas tiernas) por tratamiento,

incluido el testigo.

Metodologia
Ubicacion del experimento

El trabajo de investigacion se ejecutdé en dos efapas: en la Primera etapa se
realizé la siembra de semillas irradiadas para las evaluaciones fenolégicos y
biométricas. Esta actividad se llevd a cabo en el vivero del Instituto de
Investigaciones de la Amazonia Peruana-San Martin, bajo condiciones

ambientales, cuya ubicacion es la siguiente:

a) Ubicacién politica

Distrito - Morales
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Provincia : San Martin

Regién : San Martin

b) Ubicacién geografica

4.2.2.

4.2.2.1.

Latitud sur 16°28 447
Longitud Oeste  : 76° 22" 30.6™

Altitud 1324 m.s.n.m.m.

En la Segunda etapa se realizd el analisis molecular con Marcadores AFLP
(Longitud de Fragmentos Polimoérficos de DNA Amplificados), esta actividad se
realizé en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de

la Universidad Nacional Agraria La Molina (IBT) en Lima-Peru.

El presente estudio se ejecutd entre los meses de mayo del 2012 y mayo del

2013.
Desarrollo del experimento
Colecta de semillas

Se colecté 1 kg de semillas de sacha inchi, accesion Mishquiyacu, con la
finalidad de requerir el nimero necesario de semillas para todo el estudio. Esta
colecta se realizd del banco de germoplasma del Instituto de Investigaciones de

la Amazonia Peruana - San Martin.
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4.2.2.2. Dosimetria e irradiacion de semillas

Los procesos de dosimetria e Irradiacion de semillas se realizaron en el Instituto
Peruano de Energia Nuclear (IPEN), con un Irradiador Tipo |, Marca Gammacell
220 Excel, Modelo C-198, Serie GS-401, teniendo como fuente de energia la
~Radiacién Gamma de Cobaito 60. Las muestras se irradiaron dentro de un
cilindro cerrado de 20,47 cm. de altura y 15,49 cm. de didametro a condiciones
ambientales de 21 °C de temperétura y 968 hPa de presién atmosférica. Previo
a la irradiacion de las dosis de tratamientos se realiz la dosimetria, empleando
100 semillas (Requerimiento solicitado por el IPEN), proceso que consistié en
estimar la dosis absorbida por la semilla como resultado de la exposicién a la
radiacion ionizante. Teniendo en cuenta que la irradiacion se realiza en un solo
proceso se estimd las dosis de tratamientos de acuerdo al tiempo que sea
necesario, ya que a mayor tiempo de exposicidon de energia radioactiva de las
semillas, mayores fueron las dosis de irradiacibn (Cuadro 01). Para la
irradiacion de las dosis de ftratamientos se emplearan 100 semillas por
tratamiento (8 dosis de radiacion y 1 testigo) haciendo un total de 900 semillas

respectivamente (FIGURA 05).
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Cuadro 01. Dosimetria e irradiacion de semillas

TIEMPO DE
CANTIDAD DCSis
MUESTRA (SEMILLAS) IRRADIACION (Gy)
{Seg)

Semilias de sacha inchi 100 1,26 2
Semillas de sacha inchi 100 3,15 , 5
Semillas de sacha inchi 100 6,30 10
Semillas de sacha inchi 100 15,78 25
Semillas de sacha inchi 100 31,56 50
Semillas de sacha inchi 100 63,00 100
Semillas de sacha inchi 100 126,00 200
Semiilas de sacha inchi 100 2526 400

Elaboracion: IPEN 2012

i

Figura 05. Muestra de tratamiéns en estudio

4.2.2.3. Preparacion y llenado de sustrato

Para la preparacion del sustrato se colectdé materiales organicos tales como la
gallinaza descompuesta, tierra agricola y cascarilla de arroz carbonizada, se
consideraron para su seleccion que estén libres de agentes contaminantes,
compuestos y sustancias que puedan modificar los resultados. Es un sustrato

comin formulado por el Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana,
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que tienen en su proporcion 57 % de tierra agricola, 14 % de gallinaza y 29% de

cascarilia de arroz carbonizada.

El llenado de bolsas se realizé6 en un numero de 25 por unidad experimental y
100 por tratamiento haciendo un total de 900 bolsas para todo el estudio;
consisti6 en depositar el sustrato previamente preparado en las bolsas

almacigueras segun las instrucciones para viveros forestales ya conocidas para

Figura 06. Componentes del sustrato Figura 07. Lienado del sustrato

4.2.2.4. Siembra de las semillas irradiadas

Se realiz6 la siembra directa de las semillas botanicas de Sacha Inchi-Accesion
Mishquiyacu en un total de 100 por tratamiento previamente irradiadas a
diferentes dosis de radiacion gamma (cobaito®), por el Instituto Peruano de
Energia Nuclear (IPEN) en las camas de repiques en donde se encontraban las
bolsas listas para la siembra baje un disefic experimenta! completamente al

azar.
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Figura 0. iembra de semillas

4.2.2.5. Manejo cultural

Las labores culturales consistieron en un riego en forma de agua de lluvia fina
para promover el crecimiento, absorcidbn de nutrientes y alimentos para
mantener un cierto grado de estrés hidrico y de esta forma inducir la formacion
de yemas y endurecimiento de las plantas (Blake y Zaerr, 1979) y el
desmalezado para regular la competencia de luz y otros factores evitando que

las malas hierbas lastimen e inhiben el crecimiento de las plantas.

4.2.3. Caracteristicas del vivero experimental

4.2.3.1. Dimensiones

» Largo :20m.
*+ Ancho 4m.

 Areatotal : 80 m?.
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4.2.3.2. De las bolsas o semillas sembradas

» N° totai de semiilas sembradas por tratamiento: 100

+ N°de semillas sembradas por tratamiento/repeticion: 25

* N° total de semillas sembradas para el estudio: 900

» N° total de plantas sobrevivientes de semillas irradiadas evaluadas
molecularmente por tratamiento: 5

= N° total de plantas sobrevivientes de semillas sin irradiar evaluadas
molecularmente (testigo): 10

+ N° total de plantas sobrevivientes evaluadas molecularmente en todo el

estudio: 45

4.3. Componentes de estudio

4.3.1. Material vegetativo

Se utilizaron semillas boténicas de Sacha Inchi-Accesioén Mishquiyacu.
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4.3.2. Variables respuesta

Luego de la siembra de las semillas irradiadas se realizaron evaluaciones
peribdicas durante 60 dias, tiempo en que se evalub las variables biométricas

en etapa de vivero.

4.3.2.1. Caracteristicas de los estados fenolégicos

o Porcentaje de germinacion: la evaluacién de esta variable se realizé a los
60 dias, mediante un conteoc directo considerando caracteristicas
morfolégicas (plantas formadas) y para el caso de las semillas no emergidas
se tuvo en cuenta la aparicioén de la radicula o raiz principal debajo dei suelo

(sustrato) (Songsri et al., 2011).

Figura 10. Formas de semillas germinadas

o Porcentaje de emergencia: los resultados se obtuvieron luego de calcular el
nimero de plantas emergidas entre el nimero de semillas sembradas por
100; se realizé un monitoreo cada tres dias después de las primeras semillas

emergidas (a los 15 dias) y los resultados finales utilizados para el estudio
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fue a los 60 d.d.s. Para considerarlas emergidas se tuvo en cuenta la
aparicion del hipocotilo o tallo con las primeras hojas verdaderas por encima

del suelo (sustrato) y plantas formadas (Songsri et al., 2011).

e Porcentaje de sobrevivencia: se calculé independientemente mediante el
conteo de plantas que lograron sobrevivir al finalizar del estudio en funcién al
namero de semillas germinadas (Songsri et al,, 2011).

e Porcentaje de mortalidad.: la evaluacidn se realiz6 calculando la diferencia
del porcentaje de sobrevivencia en funcién al nimero de semillas
germinadas al final del estudio (Songsri et al., 2011).

e Dosis letal media: esta variable nos indicd las dosis de radiaciones mas
optimas en el sentido de generar por lo menos el 50 % de plantas
sobrevivientes con capacidad de regeneracion y posterior crecimiento; se
calculé en funcién al nimero de plantas sobrevivientes entre el total de

semillas germinadas por 100 (Songsri ef al., 2011).
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4.3.2.2, Caracteristicas biométricas (vegetativas)

o Altura total de la planta (cm): la evaluacién se realizé desde la superficie
del suelo hasta la base de la yema apical utilizando una regla de 30 cm. La

medicion se hizo una sola vez al final del estudio (60 dias).

Figura 12. Medicion de altura
e Didmetro del cuello (mm): en la medicion se utiliz6 un vernier y se
considerd apropiade realizarlc al ras del suelo. Se evalud una sola vez al

final del estudio (60 dias).

Figura 13. Medicion de diametro
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o Nudmero de hojas (n°): la evaluacion consistié en realizar un conteo de las
hojas de las plantas sobrevivientes al final del estudio (60 dias).

e Longitud de raices (cm): para los resultados obtenidos en esta variable se
realizd la medicion de las raices respectivas al final del estudio (60 dias) con

ayuda de una regla de 30 cm.

g . g
Figura 14. Medicién de longitud de raiz

4.3.2.3. Evaluacion de la variabilidad genética inducida mediante el analisis

molecular con marcadores AFLP

o Extraccion de DNA
El DNA se extrajo de las hojas frescas de sacha inchi, segun el método de
CTAB al 2% con la metodologia de Doyle y Doyle (1990). Se realizé los

siguientes pasos:

a) Pulverizar con nitrogeno liquido el tejido foliar colectado de preferencia de

hojas jévenes aproximadamente 200 mg.
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b) En un tubo eppendorf de 1,5 ml colocar material vegetal pulverizado hasta la
marca de 500 pl y resuspender con 700 ul de buffer CTAB (2X), Adicionando
2 ul de B mercaptoetanol. Agitar suavemente e incubar por 30 minutos a 65
°C.

c)'Retirar de la incubadora y dejar reposar por espacio de 2 minutos a
temperatura ambiente. |

d) Agregar 700 pl cloroformo: alcohol isbamilico (24:1) mezclar suavemente el
tubo y centrifugar 5 min a 14 000 rpm. Transferir el sobrenadante a otro tubo.

e) Adicionar 50 ul de CTAB (10X), mezclar suavemente para homogenizar todo
el liquido.

f) Adicionar 700 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar
suavemente y centrifugar 56 min a 14 000 rpm. transferir el sobrenadante a
otro tubo.

g) Agregar % partes del volumen final (500 pl aprox.) de Isopropanol helado
para precipitar el ADN. Incubar a -20 °C durante 40 min.

h) Centrifugar 20 min a 12000 rpm y descartar el sobrenadante cuidando de no
perder el pellet.

i) Lavar el pellet con 500 ul de Etanol al 70% helado y centrifugar 20 min a
12000 rpm descartar el Etanol.

j) Lavar el pellet con 500 ul de Etanol al 95% helado y centrifugar 20 min a

12000 rpm descartar el Etanol.
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k) Permitir que el ADN (pellet) se seque al aire libre por 2 horas invirtiendo el
tubo y luego resuspender el ADN en 80 pl de buffer T1I0E1 6 agua estéril

(aproximadamente) y almacenar a -20 °C.

Figura 15. Pellet o DNA de sacha Inchi extraido.

o Determinacioén de la Calidad y Concentraciéon de DNA
Para determinar la Calidad de DNA; se verificd mediante Electroforesis en
gel de Agarosa (1%) Sambrook y Russel (2001): Se preparé un gel de
Agarosa (1%) disuelto en el Buffer de corrida TBE (1X) (Tris Borato EDTA),
donde se tomoé 4 ul de DNA mezclado con 3 ul de Azul de Bromoéfenol, los
cuales se colocaron en los pocillos del gel para luego compararlo con una
masa estandar conocida de DNA del fago A cortado con una enzima de
restriccion Pst | Las muestras fueron corridas a 90 v por 45 minutos,
posteriormente el DNA fue visualizado a través de la tinciébn de Bromuro de
Etidio en un transiluminador de UV y la imagen de dicho gel fue capturado

mediante una camara digital y almacenada en una computadora, donde se
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procedi6 a determinar la calidad y la concentracion de DNA para su

posterior dilucién.

Analisis mediante AFLP.

Metodica de AFLP:

El DNA extraido de las muestras fueron digeridas con enzimas de restriccion
EcoR!'y Msel (New England Biolabs), para luego ligarlas con adaptadores
(Invitrogen) a través con la enzima T, Ligasa. La técnica de AFLP presenta
dos etapas de amplificaciébn en PCR: (i) la amplificacién de fragmentos con
iniciadores “preselectivos” (Invitrogen), para luego (ii) amplificarlo con varias
combinaciones de iniciadores “selectivos”; donde posteriormente se separan
los fragmentos amplificados mediante electroforesis para luego ser revelado
los marcadores polimérficos. En el presente trabajo se utilizd cuatro pares de

iniciadores o primers.

Cuadro 02. Pares de iniciadores (Primer) seleccionados para realizar la

caracterizacion del Sacha Inchi.

PRIMER -ECO ' PRIMER-MSE

E13M59

E45M61

5 GACTGC GTACCA ATTCACT 3° 5 GAT GAG TCC TGA GTA A CAG 3

5" GACTGC GTA CCA ATT CAAG 3’ 5" GAT GAG TCC TGA GTA A AGC 3’

5 GACTGC GTACCAATTCAG 3* 5’ GAT GAG TCC TGA GTA A|CTA 3’

5 GACTGC GTACCAATTCATG 3> 5 GAT GAGTCCTGAGTAA CTG ¥’
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Procedimiento:

1. Digesti6n restrictiva de DNA genémico
Se prepard la muestra en tubos de PCR con los componentes para la
digestion (Cuadro 03), luego se centrifugd para facilitar que los
componentes se mezclen y posteriormente se incubd a 37° C por 3 horas. .

Cuadro 03. Reaccién de digestiébn de DNA gendmico (Mezcla A)

Componente , Muestra
Buffer de reaccion 5X (Kit) 5uL
DNA muestra (250 ng en < 18 ulL) <18uL
Eco R!/ Msel (kit) 2uL
Agua destilada estéril (c.s.p.) 25 ul
Volumen Total 25 ulL

2. Ligacién de los Adaptadores

El DNA digerido se adicioné a la solucion de ligacién mas la enzima T4
(Cuadro 04), ia cual fue centrifugada e incubada a 20°C por 2 horas.
Posteriormente se llevd a cabo una dilucidén 1:10 (mezcla B: Buffer TE), el

sobrenadante de la mezcla se almacen6 a -20 °C

Cuadro 04. Reaccion de Ligacion de Adaptadores (Mezcla B)

Componente Volumen
Solucién de Ligacion de Adaptadores 24 Ul
(kit)

DNA ligasa T4 (kit) 1 Ul
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3. Reaccion de Pre-Amplificacion.
Se adicioné segin el Cuadro 05 (mezcla C). La mezcla se centrifugé
brevemente y se le adiciond aceite mineral y se llevé a condiciones de
PCR al cabo de 20 ciclos a: 94° C (30 seg.), 56° C (60 seg.), 72° C (60
seg.) y 4°C. Posteriormente se realiz la dilucién de 1: 50 como sigue: 3
uL de la muestra vy 147 uL de Buffer (TE). Ambas reacciones, diluidas v no
diluidas, se almacenaron a —20° C.

Cuadro 05. (Mezcla C)

Componente Volumen
DNA molde diluido (mezcla B 5uL
diluida)

Mix primer pre-amp (kit) 40 uL
Buffer PCR 10X con Mg. (kit) 5ulL
Taq DNA polimerasa 5 1uL
unidades/uL)

Volumen Total 51 uL

4. Reaccién de Amplificacién selectiva (Prueba No Radiactiva)

Se adicioné los reactivos que se encuentra en el Cuadro 06 (Mezcla D). Para
cada par de primers, se agregd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mly
etiquetado como Mix1. En otro tubo de microcentrifuga de 1.5 ml v

etiquetado como Mix 2.
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Mix 1

Mix 2

Cuadro 06. (Mezcla D)

Componente Volumen
Primer Eco Rl (elegir uno) kit 18 uL
Agua destilada estéril 32 uL
Volumen Total 50 uL
Componente Volumen
Mezcla D 5uL
Primer Msel (contiene dNTPs) 45 uL
Volumen Total (suficiente para 10 Rx) 50 uL
Agua destilada estéril 79 uL
Buffer PCR 10X con Mg 20 uL
Taq DNA polimerasa (5§ unidades / ulL) 1ulL
100 uL

Volumen Total (suficiente para 10 Rx)

Cada Amplificacion AFLP es reunida, se combiné lo siguiente en un tubo

delgado de microcentrifuga de 0.2 6 0.5 ul. (Cuadro 07). Se realiz6 el

siguiente programa de PCR, en el termociclador:
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Cuadro 07. (Mezcla E)

Componente Volumen
DNA muestra diluido preamplificado mezcia C 5 ul
diluida
Mix 1 (primers / dNTPs) 5uL
Mix 2 (Tag DNA polimerasa / buffer) 10 uL
Volumen Total 20 ul

Un ciclo a 94° C durante 30 segundos; 65° C durante 30 segundos y 72° C
durante 60 segundos. Se disminuyd la temperatura de anidamiento cada
ciclo 0.7° C durante 12 ciclos. Esto di6 una fase touch down de 13 ciclos.
Luego se llevd a cabo 23 ciclos a: 94° C por 30 segundos, 56° C por 30
segundos, y 72°}C por 60 segundos, haciendo un tiempo total de 2 horas,

2 minutos.

¢ Electroforesis en Gel de Acrilamida
Principio:
La electroforesis es la migracién de moléculas bajo un campo eléctrico, esta
migracién se da a través de una membrana con un tamiz determinado para
que las moléculas empiecen a separarse en funcion a su peso molecular,
este tamiz varia en funcién al tipo de electroforesis, para la técnica de AFLP

se utiliza el gel de Acrilamida — Bisacrilamida.

La Acrilamida y la bisacrilamida son monémeros y dimeros respectivamente;
en presencia del persulfato de amonio se liberan radicales libres los cuales

permiten la polimerizacién de estos en un polimero; al adicionarle un
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catalizador TEMED (N, N, N'-Ntetrametiletiienediamina), es iniciada una

cadena de reaccion en la cual los mondmeros de acrilamida son

polimerizados en cadenas largas. Cuando el agente funcional N, N’

metilenbisacrilamida es incluida en la reaccion de polimerizacion, las

cadenas empiezan a entrecruzarse para formar el gel, cuya porosidad esta

determinado con la longitud de la cadena y el grado de entrecruzamiento.

Procedimiento:

1.

Preparacién de los vidrios

Se prepararon dos vidrios de secuenciamiento, los cuales fueron
previamente limpiados con alcohol (70%), posteriormente se adicion6 en
uno de los vidrios 1.5 mi de alcohol , 5 ul solucién Bind (SIGMA®) y 5 ul
de Ac. aceético, distribuyéndolo en el vidrio de forma homogénea v al
segundo vidrio se adiciond6 1 ml de alcohol y 200 ul de Sigmacote
(SIGMA®). Se adicionaron los separadores a los vidrios y se sujetaron
con clamps para luego adicionarles la solucibn de acrilamida-

bisacrilamida. (6%).

Preparacién del gel de Acrilamida- bisacrilamida (6%)

Se tomaron 60 ml. de Solucidn de acrilamida- Dbisacrilamida,
adicionandole 360 ul de Persulfato de amonio (10%) y 36 ul de TEMED
para la catalizacién de la reaccién y posteriormente se cargé la solucion

al vidrio, donde se dej6 que la mezcla catalice completamente para luego
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llevarlo a la camara electroféretica vertical; una vez colocada en la
camara, se adicion6 Buffer TBE 0.5X y 1X superior e inferior
respectivamente, para luego realizar una pre- corrida a 1500 v por 30

minutos.

Se tom6é 6 ul. del amplificado para cargarlo en el gel, la cual fue
mezclada con tampon de carga (Formamida 96% v/v, 10mM EDTA pH 8,
0.05% Azul de Broméfenol y 0.05 % wi/v xilencianol) a cada amplificado,
asi mismo se adicion6 el marcador de peso molecular para determinar el

peso de las bandas que se obtengan.

Tincion y Revelado de los Geles

Nos basamos segun el protocolo de Bassam et a/ (1991)

A. Fijacién
Una vez terminada la corrida, el gel se colocé en 1200 mi de solucién
de acido acético glacial (10%) en agitacién por 20 min., posteriormente

se realiz6 dos enjuagues sucesivos con Agua por 3 minutos cada uno.

B. Tincién
Una vez enjuagado el vidrio se colocaron 1200 mi de Nitrato de plata
(1gr. L") por 30 min., el cual se encontré en agitacion y posteriormente

fue lavado con agua.
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C. Revelado
Se agregbé carbonato de sodio (30gr.L") el cual fue previamente
refrigerado a 4° C, se agité hasta la observacién de las bandas, la
reaccion fue detenida mediante acido acético (10%) para luego

enhjuagar con agua y su posterior secado.

4.3.3. Tratamientos en estudio

Cuadro 08. Descripcion de los tratamientos

TRATAMIENTOS DOSIS DE RADIACION

T1 0 gray (testigo)

T2 2 gray

T3 5 gray

T4 10 gray

T5 25 gray

T6 50 gray

17 100 gray

T8 | 200 gray

To 400 gray

44. Disefio experimental

4.4.1. Analisis fenolégico y biométrico.

Se utilizé un disefo completamente al azar, con 9 tratamientos, 4 repeticiones y
25 semillas por unidad experimental que hicieron un total de 900 plantas para
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44.2.

todo el estudio. Los tratamientos se asignaron aleatoriamente sin ningin tipo de
restriccion debido a que las unidades experimentales son bastantes
homogéneas. Se generé una base de datos en el software Microsoft Excel 2010
que fueron procesadas mediante un andlisis de varianza y sometidas a una
prueba de Duncan al 5% para ver las diferencias entre los tratamientos. Para
los datos porcentuales (Variables fenoldgicos) se realizdé la transformacion

respectiva utilizando la formula arcsenv% vy para los datos de conteo se utilizé

Vx +1 (Snedecory Cochran, 1980).

Analisis Molecular.

Analisis de datos

La evaluacion de los polimorfismos fue registrada directamente a partir de los
vidrios tefliidos y revelados, utilizando para ello un trans-iluminador de luz
blanca. Los datos fueron compilados como presencia (1) o ausencia (0) de las
bandas polimérficas. La carencia o duda de un dato se registr6 como dato
perdido (9), para posteriormente ser repetido. Estos datos fueron almacenados
en hojas de Excel para su posterior analisis mediante el programa

bioinformatico NTsys.

Obtencion de Matriz de similitud

Para la obtencion de datos mediante la matriz de similitud, estos se llevaron al

programa Nt sys versién 2.1 (Rohlif, 2000), los cuales fueron procesados por
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medio de analisis multivariado para obtener un agrupamiento basado en la
distancia genética de Jaccard para datos cualitativos, se utiliz6 el indice de
Jaccard ya que AFLP tiene una naturaleza dominante v el hecho que el
algoritmo ignora las busquedas 0/0 que teéricamente provee menos evidencia
de relaciones (Reif et al, 2005 ;Tosto y Hopp, 2000). Para el andlisis de Cluster
y las relaciones fenéticas entre los genotipos son presentadas a través de
dendrogramas usando Unweighted pair group method using arithmetic average

(UPGMA).

4.4.3. Nodelo aditivo lineal

Yi=u+Ti+&;

Y;: es el valor o rendimiento observado en el i-ésimo tratamiento, j-ésima .
repeticion.

u: es el efecto de la media general.

T;: es el efecto i-ésimo del tratamiento.

Ey: es el efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento, j-ésima

repeticion.
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4.5.

Analisis de varianza

Cuadro 09. Esquema del analisis de varianza

Fuente de Variabilidad

" Grados de libertad

TRATAMIENTOS: dosis de radiacion

t-1=8
‘Error f(r-1)=27
Jotai i-i= 35
Repetivciones ra Tratamientos  t 9
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V. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas de los estados fenolégicos

5.1.1. Porcentaje de germinacién

Cuadro 10: Analisis de varianza para el porcentaje de germinacién en semilias de

sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.

Fuente de
variacion G.L S.C CM F cal.
Tratamientos 8 1.83392222 0.22924028 12.36 **
Error 27 0.50077500 0.01854722
iLTotal 35 2.33469722
R?= 78.55 % CV=1073% PROMEDIO=86.39 %
N.S= No significativo *=Significativo **= Altamente significativo
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Figura 16: Prueba de Duncan (p<0,05) pata el porcentaje de germinacién en

semilias de sacha inchi irradiadas con rayos gamma.



5.1.2. Porcentaje de emergencia

Cuadro 11: Anadlisis de varianza para el porcentaje de emergencia en semillas de

sacha Inchiirradiadas con rayos gamma.

Fuente de
variacién G.L S.C Cc.M F cal.

Tratamientos 7 4.82683750 0.68954821 59.56 **
Error 24 0.27785000 0.01157708
Total 31 5.10468750
T R?=04.56 % CV=917% PROMEDIO= 77.58 %

N.S= No significativo *=8ignificativo +*= Altamente significativo
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Figura 17: Prueba de Duncan (p<0,05) para el porcentaje de emergencia en semillas

de sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.
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5.1.3. Porcentaje de sobrevivencia

Cuadro 12: Andlisis de varianza para el porcentaje de sobrevivencia en semillas de

sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.

- | — "
Fuente de GL s.C . cM F cal.
Tratamientos 7 | 45154719 0.6450674 17.82 -
Error 24 0.86872500 0.0361969
Total a1 5.3841969
| R?=83.87 % C.V=20.35% PROMEDIO= 63.63 %
N.S= No significativo *=8ignificativo **= Altamente significativo

100.00  93.00a L
| 84.00a 85.00284.00a g, o9,

90.00
80.00 §°
70.00 -
60.00
50.00 -
2000 { |
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2000

. ’ ~:_ . . . : _7.00c .- -
1000 4 2 - d___ 0.0
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N
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Figura 18: Prueba de Duncan (p<0,05) para el porcentaje de sobrevivencia en

semillas de sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.
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5.1.4. Porcentaje de mortalidad

Cuadro 13: Analisis de varianza para el porcentaje de mortalidad en semillas de

sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.

Fuente de
variacién G.L S.C C.M F cal.
Tratamientos 8 7.62175000 0.95271875 2961 *
Ermor 27 0.86872500 0.03217500
Total 35 8.49047500
R’=89.77 % CV.=2427% PROMEDIO=43.44 %
N.S= No significativo *=Significativo **= Altamente significativo
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Figura 19: Prueba de Duncan (p<0,05) para el porcentaje de mortalidad en semillas

de sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.
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5.1.5. Dosis letal media (DL50)

Cuadro 14: Andlisis de varianza para la dosis letal media (DL50) en semillas de

sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.

Fuente de
variacién G.L S.C Cc.m F cal.
Tratamientos 7 3.27054688 0.46722098 13.22 **
Error 24 0.84847500 0.03535313
Totai 31 4.11862188
R?=79.40 % C.V.=18.59 % PROMEDIO=68.13 %
N.S= No significativo *=Significativo “*= Altamente significativo
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Figura 20: Prueba de Duncan (p<0,05) para la dosis letal media (DL50) en semillas

de sacha Inchi irradiadas con rayos gamma.
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5.2. Caracteristicas biométricas (Vegetativa)

5.2.1. Altura de planta (cm)

Cuadro 15: Analisis de varianza para la altura de plantas (cm) de sacha inchi

generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.

Fuente de
variacién G.L S.C C.M F cal.
Tratamientos 7 7211.483650 1030.211950 59.69 **
Eiror 24 414.202300 17.258429
! Totai 3i 7625.6835930
R’= 94.57 % CV.=1188 % PROMEDIO= 34.96 cm.
N.S= No significativo *=8ignificativo **= Altamente significativo
4681be = - 49.40 ab e e n . - . —_—
4117 cd
o p—— 37.36d PR - - — - - ——

Altura de planta (cm.)

oe® Lo
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Figura 21: Prueba de Duncan (p<0.,05) para la altura de plantas de sacha inchi

generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.

75



5.2.2. Diametro del tallo (mm)

Cuadro 16: Analisis de varianza para el diametro de tallo (mm) en plantas de sacha

inchi generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.

-

[ =4 4o An
FUSIIG uc

variacion G.L S.C Cc.M F cal.
Tratamientos 7 0.00760000 0.00108571 16.29 **
Error 24 0.00160000 0.00006667
'Total 31 0.00920000
R%=82.61 % CV.=1.53 % PROMEDIO= 0.53 mm

N.S= No significativo

*=Significativo

**= Altamente significative
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Figura 22: Prueba de Duncan (p<0,05) para el diametro de tallo en plantas de sacha

inchi generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.
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5.2.3. Namero de hojas (n°)

Cuadro 17: Analisis de varianza para el nimero de hojas en plantas de sacha inchi

generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.

Fué-r“:te de o
variacion G.L S.C CM F cal.
Tratamientos 7 0.41282187 0.05897455 3.82*
Error 24 0.37057500 0.01544063
Total 31 0.78339687
R%= 52.67 % CV.=3.95% PROMEDIO= 8.92 Hojas.
N.S= No significativo *=Significativo **= Altamente significativo
N . ~--983a . _ . e
1000 4 2:223b 93¢gap fa 8:57 abc - 8.60a
. - B e ’ - T ez 8.57abc 8. T o
— 9.00 - _8'26 bf.._. -7.67b- - - —-
E 800 7 . ] , L
g 7.00 - - I
S 600 . - - d- -
& 500 1 _ _ - | A. .
© 4.00 | | ) . .
g 3.00 4 _ - - —
2 2004 4 B! g-| A--| §.. - -
1.00 4 - ] —_ — — e _ 0.00¢
0-m Li L T v L al7
N N N ) N N N N N
06@ 1‘6‘6 36‘1 5‘06‘ '1,"6‘ ‘.\06‘ A,()QG‘ 100(# &906“
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Figura 23: Prueba de Duncan (p<0,05) para el niumero de hojas en plantas de sacha

inchi generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.
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5.2.4. Longitud de raices (cm.)

Cuadro 18: Analisis de varianza para la longitud de raices (cm) en plantas de sacha

inchi generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.

ruente de
variacién G.L S.C C.M F cal.
Tratamientos 7 155.8018000 22.2574000 26.70 *
Ermror 24 20.0092000 0.83371670
Total 31 175.8110000
R’=88.62 % CV=589% PROMEDIO= 15.50 cm.
N.S= No significativo *=8ignificativo **= Altamente significativo

_4898a T T T T T mn o emmn oo e o

. 15.66 bc16-19bc 17‘°§ P 16.0abc

—_ f__o0.00f
g
& o @ @ @
A0 1 0 &00 190 @0
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Figura 24: Prueba de Duncan (p<0,05) para la longitud de raices en plantas de

sacha inchi generadas de semillas irradiadas con rayos gamma.
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5.3. Analisis molecular mediante marcadores AFLP

5.3.1. Evaluacion de la calidad de ADN

En la determinacién de calidad de ADN en las muestras de semillas irradiadas de
sacha inchi se observa ADN de buena calidad y de concentracion aceptable para
realizar el analisis AFLP. Se realizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 %, comparando las muestras de sacha inchi con un marcador de peso
molecular conocido como fago lambda digerido con la enzima Pstl (280 ng/ul)

(Figura 26).

RN ,(j!‘ HON
L e N T T L T A T 2 S S R

-N"I'IHI"'-'I'—I"'I"i'uu.'l__'.""'.u'!!.u(..pu_,niu e

Figura 25. Calidad de ADN extraido de los 52 individuos de sacha inchi. (M:
Peso Molecular del fago lambda).

5.3.2. Evaluacion mediante marcadores moleculares AFLP

En los graficos 27, 28, 29 y 30 se muestran los perfiles de las amplificaciones y las
bandas generadas en las 40 muestras de sacha inchi en estudio, con cada uno de las

combinaciones de 4 primers seleccionados.
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Figura 26. Perfii de ampilificacion de 40 muesiras de sacha inchi con ia
combinacion de iniciadores E38 M49
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"F‘igul"ar7. Perfil de 'aniplrif‘i“cé(':i'h de 40 muestras de sacha inchi con la
combinacién de iniciadores E33/M40.
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Figura 29. Perfil de amplificacion de 40 muestras de Sacha inchi con la
combinacién de iniciadores E45/Wi61
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Figura 30. Dendograma que agrupa las 40 muestras de Sacha inchi.
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6.1.

6.1.1.

V1. DISCUSIONES
Caracteristicas de los estados fenolégicos
Porcentaje de germinacion

El andlisis de varianza (ANVA) al 5% de error mostrado en el (Cuadro 04), indica
que existen diferencias altamente significativas entre los promedios. del
porcentaje de germinacién, mostrando un coeficiente de determinacién (R?) de
78.55% que describe que si existié efecto de las dosis de rayos gamma en las
semillas de Sacha Inchi para los resultados obtenidos, asi mismo el coeficiente
de variabilidad (C.V) fue de 10.33%, resultado que se encuentra entre los rangos

aceptables para las evaluaciones en campo (Calzada, 1982).

Para discriminar las mejores dosis de rayos gamma se utiliz6 la prueba de rango
multiple Duncan al 95% de confiabilidad (Grafico 01), observandose que el T1 (0
gray-Testigo) v T4 (10 gray) con promedios de 100.00% y 98.50% de
germinacion respectivamente son estadisticamente iguales superando al resto dé
tratamientos. El T3 (5 gray) y T5 (25 gray) con 96% de germinacion promedio y
T2 (2 gray) con una germinacién promedio de 94% también muestran igualdad
estadistica pero estas a su vez superan a los tratamientos restantes. El méas bajo
promedio de germinacion se obtuvo en el T8 (200 gray) y T9 (400 gray) con
medias de 61.00% y 62.00% respectivamente siendo estos mas inferiores que

los demas.
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Para considerar germinadas, se tomé en cuenta la aparicién de la radicula o raiz
principal debajo del suelo (sustrato). La variaciéon en los resultados obtenidos
para el porcentaje de germinacion es visible en fas semillas irradiadas y no
irradiadas. A medida que la dosis de radiacién fue aumentada el poder de
germinacion disminuyé hasta 61.00%, mientras que el testigo mantuvo su
capacidad con 100.00%. Las semillas que lograron germinar a elevadas dosis de
radiacibn mostraron raices cortas, engrosadas y pocas definidas, por lo gue

resultaron ser menos vigorosas y no lograron emerger y sobrevivir.

Las altas exposiciones de irradiacion usualmente inhiben la germinacion de la
semilla en especies de cultivos agricolas y forestales (Akhaury et al, 1993;
Thapa et al., 1999), considerando, ademas que las bajas exposiciones estimulan
mayor porcentaje de germinacion de semillas (Taylor, 1968; Chauhan, 1978).
Las razones de esta estimulacién se debe principalmente a la aceleracién en las
tasas de divisién celular (Zaka, 2004), asi como también a la activacion de

auxinas (Gunckel y Sparrow, 1991).

La reduccion y/o estimulacion de la germinacidn podria haber sido debido al
efecto de mutagenos generados en ei tejido meristematico de ia semiiia y ia
disminucién en las dosis mas altas pueden ser atribuidas a disturbios a nivel
celular (causada ya sea en nivel fisiolégico o fisico) incluyendo dafios y perjuicios
cromosomal. Thapa (2004) dieron cuenta de eso en Pinus kesiya y Pinus

wallichiana, en donde el porcentaje de germinacién disminuyé con el incremento
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6.1.2.

de las dosis de rayos gamma. También se reportaron en J. curcas (Songsri et al.,

2011)

Porcentaje de emergencia

El anélisis de varianza (ANVA) que se muestra en el (cuadro 05), nos muestra
que al 5% de error existen diferencias altamente significantes entre los
promedios del porcentaje de emergencia, debido a que si hubo efecto de las
dosis de rayos gamma en las semillas de Sacha Inchi para estos resultados ya
que se obtuvo un coeficiente de determinacién (R?) de 94.56% y un coeficiente
de variabilidad (C.V) de 9.17% valor aceptable en los rangos de dispersion para

las evaluaciones en campo (Calzada, 1982).

Los resultados obtenidos para el comparador DUNCAN al 95% de confianza
(Grafico 02), muestran que el T1 (0 gray) es superior a los demas tratamientos
en estudio con un promedio de 100.00% de emergehcia. El T4 (10 gray) con
98.00% de emergencia es inferior al T1 (6 gray) pero mayor que los T3 (5 gray) y
T6 (25 gray) con 95.00% de emergencia promedio y T2 (2 gray) con 94.00% de
emergencia que son a su vez estadisticamente idénticos. Con 42.00% vy 14.65%
de emergencia los T7 (100 gray) y T8 (200 gray) respectivamente fueron
superados ampliamente por el resto de tratamientos convirtiéendose de esta
manera en los resultados mas bajos obtenidos para esta variable. El T9 (400

gray) no genero plantas emergidas debido a la letalidad de la dosis, ya que la
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6.1.3.

alta intensidad de radiacién atrofié a las semillas causando su muerte y posterior

pudricién.

El porcentaje de emergencia de las plantas tratadas demostrdé una relaciéon bien
definida segln la tasa de dosis, lo cual decrecié con el incremento segun la
concentracion de las mismas. Se consideraron semillas emergidas a aquellas
que mostraron un desarrollo del hipocotilo y tallo con la aparicion de las primeras
hojas verdaderas por encima del suelo (sustrato). En general el desarrolio de las
funciones fisioldgicas es inversamente proporcional a las dosis empleadas
dependiendo de la habilidad de la planta para desarrollar inhibicion (Broertjes,

1972 y Eliot, 1964).

Esta disminuciéh de la capacidad de division celular a medida que se aumenta ia
dosis de radiacidén se ve reflejada en los resultados obtenidos, ya que los rayos
gamma por ser un tipo de radiacién ionizante, tienen una alta capacidad de
penetracidn y su accion letal en las células se mide usualmente como pérdida de

la actividad mitética (Ahnstrém, 1995).

Porcentaje de sobrevivencia

El analisis de varianza en el (cuadro 06) al 5% de error, indica que entre los
promedios del porcentaje de sobrevivencia existen diferencias significativas muy
altas, mostrando un coeficiente de determinacion (R?) de 83.87% que refiere que
si existi6 relevancia de los efectos causados por los rayos gamma en las semillas

de Sacha Inchi, ademas parar el coeficiente de variabilidad (C.V) se obtuvo un
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valor de 20.35% que esta dentro de los rangos aceptables para las evaluaciones

en campo (calzada, 1982).

En el (Grafico 03), la prueba de compafacién DUNCAN al 95% de confiabilidad
nos indica que el T1 (0 gray) con 93%, T2 (2 gray) con 84%, T3 (5 gray) con
85%, T4 (10 grayv) con 84% y T5 (25 gray) con 81% son los que obtuvieron
mayores resultados en el porcentaje de sobrevivencia ya que se muestran
estadisticamente iguales, superando a los demas tratamientos en estudio. El
tratamiento que obtuvo menor porcentaje de sobrevivencia siendo superado por
el resto de tratamientos fue el T8 (200 gray) con 7.00% de promedio. El T9 (400
gray) no genero plantas sobrevivientes debido a la letalidad de la dosis, ya que la
alta intensidad de radiaciébn provocé la muerte y posterior pudricion de las

semillas.

A pesar de que los tratamientos con las dosis mas inferiores de rayos gamma y
el testigo son estadisticamente iguales, existe un resultado mas aito
numéricamente en supervivencia con 93% para el control frente a las semillas
que han sido sometidas a radiacién. El porcentaje de sobrevivencia fue
adversamente afectado por las dosis mas altas de rayos gamma, esto quiere
decir que las plantas de semillas irradiadas que llegaron a sobrevivir

disminuyeron radicalmente con el incremento del nivel de irradiacién.

Las radiaciones pueden producir tres tipos de efectos sobre las células una de
ellas es el Efecto de tipo fisiolégico. que producen alteraciones quimicas de

ciertas moléculas que afectan el funcionamiento normal de la célula, llegando a
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6.1.4.

causar la muerte. Esto debido a que tiene repercusién sobre la sintesis de ADNy
se puede alterar mucho la mitosis, produciéndose el aglutamiento y rompimiento

de los cromosomas (Swanson, 1958).

Porcentaje de mortalidad

En el (cuadro 07), el andlisis de varianza al 5% de error nos permite observar
diferencias estadisticas altamente significativas en los resultados obtenidos para
el porcentaje de mortalidad, en donde se tiene que el coeficiente de
determinacién (R? con 89.77% indica que las dosis de rayos gamma si tuvo
incidencia en los resultados, ademas el coeficiente de variabilidad (C.V) con un
valor de 24.27% nos da a conocer que los datos obtenidos se encuentran en los

rangos de dispersién aceptable para las evaluaciones en campo (Calzada, 1982).

La prueba de comparaciéon de medias realizado con el comparador DUNCAN al
95% de confianza en el (Grafico 04), nos muestra que el T9 (400 gray) y T8 (200
gray) con 100.00% y 93.00% de mortalidad respectivamente son
estadisticamente iguales, siendo estos resultados mayores que los demas
tratamientos en estudio. Los valores mas bajos e inferiores en el porcentaje de
mortalidad se enbuentran en el T1 (0 gray) con 7.00%, T3 (5 gray) con 15.00%,
T2 (2 gray) y T4 (10 gray) ambos con 16.00% y T5 (25 gray) con 19.00%, ya que

se muestran estadisticamente iguales.
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Las dosis altas de rayos gamma tiene gran potencial en alterar los rasgos de la
planta a nivel celular debido a que su longitud de onda de alta frecuencia tienen
fotones altos que causan dafo a la célula induciendo variantes a nivel fisiolégico
como la mortalidad. La inhibicién de la divisién celular es una de las reacciones
inmediatas a la irradiacién, que aparece en seguida, aunque su grado y duracion
varian con la dosis. Si bien la inhibicién de la mitbsis puede resultar pasajera, la
lesion radioldgica que la misma produce a nivel génico y cromosomico puede ser
muy letal para las células en division, que en conjunto son muy sensibles a la

radiacion causando la muerte (Viccini y de Carvalho, 2001).

Ademas uno de los efectos de las radiaciones sobre las células es el Efecto de
tipo fisiolégico que producen alteraciones quimicas de ciertas moléculas que
afectan el funcionamiento normal, llegando a causar la muerte. Esto debido a
que tiene reperéusién sobre la sintesis de ADN alterando mucho ia mitosis,
produciéndose el aglutamiento y rompimiento de los cromosomas (Swanson,

1958).

Esto se refleja en los resultados obtenidos ya que a medida que hubo un
incremento de las dosis, la sensibilidad de las semillas y plantas tratadas fue en
crecimiento en donde la lesién radiolégica generada se ve manifestada en la
letalidad como es el caso del T9 (400 gray) con un resuitado de 100 % de

mortandad.
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6.1.5. Dosis letal media

El andlisis de varianza (ANVA) que se muestra en el (Cuadro 08), demuestran
que al 5% de error existen diferencias altamente significativas para los valores
obtenidos en las dosis letales medias, esto debido a que la variacién de los
resultados se generé por el efecto de las dosis de rayos gamma en las semillas
de Sacha Inchi, reflejado en el coeficiente de determinacion (R?) con 79.40%,
ademas el coeficiente da variabilidad (C.V) con un valor de 18.59% nos indica
que los resultados obtenidos estan considerados en los rangos aceptables para

las evaluaciones en campo (Calzada, 1982).'

DUNCAN al 95% dé confianza (Grafico 05), demostré que el T1 (0 gray) con
93.00%, T2 (2 gray) con 89.40%, T3 (5 gray) con 88.43%, T4 (10 gray) con
84.83% y T5 (25 gray) con 84.40% son estadisticamente iguales y que fueron los
tratamientos con mejores resultados superando al resto de tratamientos en
funcion a la capacidad de generar mas del 50.00% de plantas sobrevivientes
(DL50). El T6 (50 gray) con una dosis letal media de 51.568% se encuentra en
segundo lugar superando a los tratamientos faltantes. La dosis letal media mas
baja superada por todos los tratamientos fue el T8 (200 gray) con 19.90%.
Finalmente el T9 (400 gray) no generd plantas sobrevivientes debido a la

letalidad de la dosis causando la muerte de todas las semillas.

En general los tratamientos que generaron por lo menos el 50% de plantas

sobrevivientes con capacidad de regeneraciéon y posterior crecimiento estan
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6.2.

6.2.1.

entre los rangos de 2 gray y 50 gray de dosis réspectivamente. Esto debido a
que los tratamientos comprendidos en dichos valores de energia muestran mas

de la mitad de plantulas generadas después de la irradiacion.

La letalidad de las dosis altas de rayos gamma que se observan en los
tratamientos que superan los rangos aceptables para la obtencion de la DL50 ya
que en algunos casos no generd plantas sobrevivientes a pesar de presentar
germinacién, se debe a que las exposiciones superiores de irradiacion pueden
causar agravio en semillas (Mehetre ef al., 1994) y usualmente las funciones de
efectos inhibitorios en semillas de angio'spermas y gimnospermas (Akhaury y
Singh 1993). También se debe a que la lesién radiolégica generada que tiene
repercusion sobre la sintesis de ADN alterando mucho la mitosis, produciéndose
el aglutamiento y rompimiento de los cromosomas (Swanson, 1958), esta
provoca la letalidad en las células en divisién, que en conjunto son muy sensibles

a la radiacién causando la muerte (Viccini y de Carvalho, 2001).

Caracteristicas biométricas (vegetativas)
Altura de planta

El (Cuadro 09), nos muestra e! analisis de varianza al 5% de error cuyss
resultados sefalan que existen diferencias altamente significativas entre los
promedios de las alturas obtenidos por tratamientos. Estas a su vez indican que
si existié incidencia de la radiacion gamma en los resultados obtenidos para

altura (cm), debido a que el coeficiente de determinacion (R fue de 94.57% vy el
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coeficiente de variabilidad (C.V.) con 11.82% dan a conocer que los datos
obtenidos estan dentro del rango de dispersion aceptable para investigacién en

campo (Calzada, 1982).

Al realizar la prueba de comparacion con DUNCAN al 95% de confianza (Grafico
06), se obtiene que el T1 (0 gray-testigo) con 53.66 cm de altura es mayor al
resto de tratamientos en estudio. Ei que ocupa el segundo lugar con un promedio
de 49.40 cm de altura es el T4 (10 gray) superando a su vez a los tratamientos
faltantes; también se observa un decrecimiento de altura en el T2 (2 gray) con
46.81 cm, T3 (5 gray) con 41.17 cm, T5 (25 gray) con 37.36 cm y ocupando los
mas bajos resultados el T7 (100 gray) y T6 (50 gray) con 22.88 y 19.33 cm de
altura. El mas bajo promedio obtenido superado por todos I'os tratamientos fue el

T8 (200 gray) con 9.08 cm de altura.

La radiacion gamma tiene efectos inhibitorios en los rasgos fisioldgicos y fisicos
(Khan y Goyal, 2009). El efecto inhibitorio de los mutagenos en la altura de
planta fue evidente debido a la disminucién que se generd por causa de un
aumento de dosis 0 concentraciéon de radiacion gamma. Esta reduccién y el
retardo del crecimiento a mayor dosis de radiacion gamma, esta atribuida a los
efectos mutagénicos provocado en el sistema fisiolégico (Gaul, 1977). Otras
causas de la reduccién en el crecimiento de las plantas estan basadas en la
destruccion de auxinas, cambios en el contenido de acido ascérbico y los
disturbios fisiol6gicos y bioguimicos (Srivastava y Tyagi, 1986)
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6.2.2. Diametro de tallo

El analisis de varianza (ANVA) al 5% de error mostrado en el (Cuadro 10), indica
que existen diferencias altamente significativas entre los promedios del diametro
del tallo, mostrando un coeficiente de determinacion (R?) de 82.61% que describe
gue si existié efecto de las dosis de rayos gamma en las semillas de Sacha Inchi
para los resultados obtenidos, asi mismo el coeficiente de variabilidad (C.V) fue
de 1.53%, resultado que se encuentra entre los rangos aceptables para las

evaluaciones en campo (Calzada, 1982).

Para la discriminacion de las mejores dosis de radiacion gamma se utilizé la
prueba de rango multiple Duncan al 95% de confiabilidad (Grafico 07),
observandose que el T6 (50 gray) y T8 (200 gray) con promedios de 0.557 mm
de didmetro son estadisticamente iguales superando al resto de tratamientos. El
T7 (100 gray) con 0.535 mm de diametro ocupé el segundo lugar en los
resultados obtenidos. El T1 (0 gray-testigo) con 0.527 mm, T4 (10 gray) con
0.525 mmy T3 (5 gray) con 0.522 mm de promedio en diametro respectivamente
muestran igualdad estadistica superando a su vez a los tratamientos restantes.
El méas bajo promedio de diametro de tallo se obtuvo en el T2 (2 gray) y T5 (256
gray) con medias de 0.520 y 0.515 mm respectivamente siendo estos mas

inferiores que los demas.

Los resultados obtenidos indican que para el diametro de tallo se genera un

efecto congruente frente al incremento de las dosis de radiacidbn gamma, ya que
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un comportamiento comun de los atributos fenolégicos y morfologicos, es
presentar tendencias a disminuir sus valores en respuesta al incremento de las
concentraciones de radiacion gamma, pero frente al grosor de tallo la ley que
menciona que todo atributo morfoldégico y fenolégico es inversamente
proporcional al incremento de dosis se manifiesta en forma diferente ya que a
concentraciones mas altas de radiacibn gamma existe un aumento del didmetro
del tallo y para el presente estudio se puede determinar que a mayor incremento

de dosis de radiacién gamma mayor didmetro de tallo.

Nuamero de hojas

El analisis de varianza (ANVA) que se muestra en el (cuadro 11), nos muestra
que al 5% de error existen diferencias altamente significantes entre los
promedios para el nimero de hojas, el coeficiente de determinacion (R2) de
52.67% nos indica que no existid incidencia de la radiacion gamma en las
semillas de sacha Inchi para el numero de hojas. El coeficiente de variabilidad
(C.V) mostré un valor de 3.95% que es aceptable para trabajos de investigacion
en campo por encontrase dentro del rango de dispersiéon permitidos (Calzada,

1982).

Al realizar la prueba de comparacién con DUNCAN al 95% de confianza (Grafico
08), se obtiene que el T4 (10 gray) y el T3 (5 gray) son estadisticamente iguales
pero diferentes numéricamente con 9.83 y 9.62 numeros de hojas

respectivamente. Ambos tratamientos fueron superiores al resto en los
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resultados obtenidos. EI T1 (0 gray-Testigo) con 9.52 y el T2 (2 gray) con 9.26 de
promedio en numeros de hojas ocuparon el segundo lugar en los resultados
superando a su vez al T7 (100 gray) y al T6 (50 gray) que son estadisticamente
iguales con medias de 8.60 y 8.57 en funcidn al nimero de hojas. Los mas bajos
resultados se obtuvieron en el T5 (25 gray) con 8.26 niimeros de hojas y el T8

(200 gray) con 7.67 de promedio.

No se puede afirmar que las dosis de rayos gamma en las semillas de Sacha
Inchi causaron las diferencias existentes en los valores obtenidos. En
consecuencia las diferencias existentes en los resultados para el nL’lvmero de
hojas posiblemente fueron generadas por la naturaleza del trabajo y las
condiciones y factores externos que se presentaron. Esta teoria es sustentada
por el valor obtenido en el coeficiente de determinacién que muestra que esta por
debajo del 70% dando muestra que no hay relevancia de las dosis de radiacién

gamma en esta variable.
Longitud de raiz

El analisis de varianza en el (cuadro 12) al 5% de error, indica que entre los
promedios del porcentaje de sobrevivencia existen diferencias significativas muy
altas, mostrando un coeficiente de determinacién (Rz) de 88.62% que refiere que
si existi6 relevancia de los efectos causados por los rayos gamma en las semillas

de Sacha Inchi, ademas parar el coeficiente de variabilidad (C.V) se obtuvo un
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valor de 5.89% que esta dentro de los rangos aceptables para las evaluaciones

en campo (calzada, 1982).

En el (Grafico 09), la prueba de comparacién DUNCAN al 95% de confiabilidad
nos indica que el T1 (0 gray-Testigo) con 19.28 cm de longitud de raiz supera al
resto de tratamientos, el T4 (10 gray) con 17.06 cm fue el resultado que ocupé
en segunda instancia un mejor resultado frente a los demas tratamientos. El T3
(5 gray) con 16.19 cm, T5 (25 gray) con 16.04 cm y T2 (2 gray) con 15.66 cm de
longitud de raices muestran igualdad estadisticas superando as los tratamientos
faltantes. Lo mas bajos resultados en longitud de raiz se obtuvieron en el T7 (100
gray) con 15.01 cm, T6 (50 gray) con 13.22 cm y finalmente el T8 (200 gray) con

11.50 cm.

Los resultados reportan que el tratamiento testigo (0 gray) supero en longitud de
raiz al resto de tratamientos que fueron sometidos a concentraciones de
radiacion gamma. Esto indica que las radiaciones tuvo un efecto inhibitorio
adverso para las semillas irradiadas, en donde se muestra que las semillas
expuestas a mas altas dosis produjeron raices reducidas. Shakoor et al., (1978) y
Khalil et al., (1986) atribuyen este decrecimiento como respuesta a que cuando
existe mayor intensidad de radiacion gamma produce uné reduccion de la
actividad mitotica en el meristema de los tejidos finos ademas a una notable
reduccion en el contenido de humedad respectivamente. El soporte a los
resultados obtenidos en la presente investigacién que menciona una disminucion

en la longitud de raiz por el incremente de dosis de radiacion gamma fueron
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6.3.

reportadas recientemente en otros cultivos por Toker et al., (2005), Kon ef al,,

(2007).

Analisis molecular

En los graficos 27, 28, 29 y 30 se muestran los perfiles de las amplificaciones de
las 40 muestras de sacha inchi en estudio, con cada uno de las combinaciones
de los primers seleccionados. Con las 4 combinaciones analizadas se han
registrado 7 marcadores que representan el 6.2% de un total 113 bandas
amplificadas de ADN, indicando que se ha generado una moderada variabilidad
genética con la induccién de mutaciones mediante rayos gamma. Ninguno de los
marcadores fue asociado exclusivamente a un grupo de tratamiento debido a
que la induccibn de mutaciones fue realizada al azar. Sin embargo, existen
grupos de muestras por tratamiento muy similares.

Los distintos tratamientos presentan una moderada variabilidad genética
inducida dentro de ellos y entre ellos, considerando que las muestras de semillas
irradiadas corresponden a una accesién con alto nivel de homocigosis. Ademas
no se ha asociado marcadores especificos para diferenciar los distintos
tratamientos existentes.

Se ha demostrado la induccidon de variabilidad genética aplicando radiacion
gamma mediante marcadores AFLP en Diospyros kaki (Naval et al., 2013),
mediante marcadores RADP en Ipomoea batatas (Dhakshanamoorthy et al.,

2011) y mediante marcadores RAM en Passiflora edullis (Pabén, 2011).

99



El analisis de agfupamiento fue realizado con 40 muestras. Segun los 7
marcadores AFLP evaluados forman 6 grupos a un coeficiente de similitud de
0.7. El primer grupo esta formado por muestras de los tratamientos T1, T2, T3,
T4, T5, T6 y T7. El segundo grupo esta formado por una muestra de T8. El tercer
grupo esta formado por una muestra de los tratamientos T1 y T8, El cuarto grupo
esta formado por los tratamientos T2, T3, T5, T6, T7 y T8. El quinto grupo esta
formado T1, T4 y T8 y el sexto grupo esta formado por una muestra de los
tratamientos T4y T5.

El tratamiento T6 que representa la dosis letal media esta distribuido en distintos
grupos mostrando una moderada induccidon de variabilidad genética. En
Diospyros kaki, el analisis mediante marcadores AFLP revel6 29,8 % de
polimorfismo en la induccién de variabilidad con 20 Gy (Cobalto 60) ( Naval et al.,

2013).
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71.

7.2.

7.3.

Vil. CONCLUSIONES

Para las variables fenoldgicas, se tiene que el tratamiento testigo-semillas sin
irradiar mostré mejor comportamiento y resuitado frente a las semillas irradiadas.
De manera tal que los estados de germinacion, emergencia y sobrevivencia
generaron un descenso en su capacidad fisioldgica a medida que se aumentaba la
dosis de radiacion. En otro sentido los tratamientos que fueron expuestos a mas
de 25 gray de energia mostraron un descenso en los resultados aumentando de

esta forma su mortalidad.

Para las variables biométricas el tratamiento testigo (0 gray) mostré mejores
resultados para la variable altura y longitud de raices. En funcién a las semillas
irradiadas el tratamiento que generé mayor ganancia en altura, numero de hojas v
longitud de raices fue el T4 (10 gray). Los demas resultados indican que a medida
que la intensidad de radiacion gamma va en aumento, se produce una disminucion
en la capacidad de desarrollo de la planta, excepto en ia variable diametro que los
resultados fueron directamente proporcional a las dosis de radiacion gamma

empleada.

La dosis letal media (DL50), considerando que esto representa mas del 50 % de
plantas sobrevivientes para las semillas irradiadas, se encuentra en el T6 (50

gray), con una valor de 51.58 % de plantas sobrevivientes.
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7.4. El analisis molecular mediante marcadores AFLP muestra que con 4 primers
analizados se registré 7 marcadores polimérficos que representa el 6.2 % de un
total de 113 bandas amplificadas de ADN, indicando que se ha generado una

moderada variabilidad genética con la induccion de mutaciones mediante rayos

gamma.
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Viil. RECOMENDACIONES

8.1. Evaluar el comportamiento en campo definitivo de las semillas irradiadas que
obtuvieron Ios mejores resultados a nivel de vivero y genético en funcién a su
desarrolio agronémico y productivo.

8.2. Luego de haber establecido la dosis letal media realizar investigaciones
morfolégicas y genéticas mas especificas de los mejores tratamientos

seleccionados en grandes poblaciones.
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X. RESUMEN

El estudio buscd generar variabilidad genética por la via de mutaciones inducidas
mediante la técnica nuclear basada en la utilizacion de radiaciébn gamma. La primera
etapa del estudio se realiz6 en el vivero del Instituto de Investigaciones de la Amazonia
Peruana, en donde se evalud las caracteristicas biométricas y fenologicas de las
plantas generadas a través de semillas irradiadas. Previo a la siembra se realizé la
dosimetria de las semillas para estimar el tiempo a emplearse para la irradiacién de las
dosis (tratamiento). Esta irradiacién se realizd con la fuente de energia de Radiacion
Gamma de Cobalto 60. Se utilizaron 100 semillas por tratamiento, en donde las dosis
empleadas como tratamientos fueron de 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200, y 400 gray de
energia respectivamente (8 dosis de radiacién y 1 testigo). Posterior a la irradiacién, las
semillas fueron sembradas bajo un disefio completamente al azar con 4 repeticiones, y
los promedios de los resultados fueron sometidos a una prueba de Duncan al 5% para
ver las diferencias entre los tratamientos. La segunda etapa consistié en el analisis
molecular con Marcadores AFLP (Longitud de Fragmentos Polimoérficos de DNA
Amplificados), esta consta de cuatro pasos; primero se realiz6 la extraccion del DNA a
partir de hojas frescas de sacha Inchi, tomando 5 muestras por tratamiento, utilizando la
metodologia del CTAB al 2% de Doyle y Doyle (1990), luego se determiné la calidad y
concentracién del DNA, para después realizar la amplificacién via PCR utilizando 4
Primers y de esta forma finalmente correr las bandas mediante electroforesis en gel de
acrilamida. Esta actividad se realizd en el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto

de Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (IBT) en Lima-Perq. Los
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resultados obtenidos en las variables fenolégicas fueron tomadas de evaluaciones
periédicas durante 60 dias. Todas muestran diferencias altamente significantes; es asi
que el tratamiento testigo (semillas sin irradiar), mostré6 mejor comportamiento y
resultado frente a las semillas irradiadas; de manera tal que los estados de
germinacioén, emergencia y sobrevivencia generaron un descenso en su capacidad
fisiolégica a medida que se aumentaba la dosis de radiacion. Asi mismo en relacién a
los tratamientos que fueron expuestos a las radiaciones, el que mostro mejor resultado
superando al resto de tratamientos fue el T4 (10 gray). Los tratamientos con dosis
mayores a 25 gray de energia mostraron un descenso en los resultados aumentando de
esta forma su mortalidad. En las variables biométricas el tratamiento testigo (0 gray)
mostré mejores resultados para la variable altura y longitud de raices, mientras que
para las semillas irradiadas el tratamiento que generd mayor ganancia en altura (40.49
cm), nimero de hojas (9.83 hojas) y longitud de raices (17.06 cm) fue el T4 (10 gray).
Los demas resultados indican que a medida que la intensidad de radiacion gamma va
en aumento, se produce una disminuciéon en la capacidad de desarrollo de la planta,
excepto en la variable diametro que los resultados fueron directamente proporcional a
las dosis de radiacion garﬁma empleada. La dosis letal media (DL50), para las semillas
irradiadas, se encuentra en el T6 (50 gray), con una valor de 51.58 % de plantas
sobrevivientes. Finaimente el andlisis molecular mediante marcadores AFLP muestra
que con 4 primers analizados se registrd 7 marcadores polimoérficos que representa el
6.2 % de un total de 113 bandas amplificadas de ADN, indicando que se ha generado
una moderada variabilidad genética con la induccién de mutaciones mediante rayos

gamma.
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Xl. SUMMARY

The objective of the study was to generate genetic variability through mutation induction
using gamma rays. The first phase of the study was conducted in the nursery of the
Research Institute of the Peruvian Amazon, where was evaluated biometric and
phenological characteristics of plants obtained using irradiated seeds. Before planting
the seeds was realized dosimetry of the seeds to estimate the time to be used in the
irradiation of each treatment. The irradiation was made with gamma rays of Cobalt 60.
The experiment had 8 treatments and 1 control (2, 5, 10, 25, 50, 100, 200, y 400 gray)
and we used 100 seeds per treatment. The seeds were planted under a completely
randomized design with 4 repetitions and the resuits were subjected to a comparison
test of means (Duncan = 5%). The second phase consisted in the molecular analysis
with AFLP markers (Amplified fragment length polymorphism). This phase involved 4
steps: (1) DNA extraction was made from fresh leaves of sacha inchi, taking 5 samples
per treatment, using the methodology of CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1990); (2)
determination of DNA quality and concentration; (3) PCR amplification using 4 primers
and (4) polyacrylamide gel electrophoresis. This activity was conducted in the Molecular
Biology Laboratory of the Biotechnology Institute (IBT) of the La Molina National
Agrarian University — Lima. The results obtained in the phenological variables were
taken from periodic evaluations for 60 days. All treatments show highly significant
differences and the control (non-irradiated seeds) showed better performance and
results in comparison to irradiated seeds; so the germination, emergence, survival and

physiological capacity of the plants decreased with increasing radiation dose.
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in relation to the treatments that were exposed to radiatidn, the oné that showed better
results surpass all other treatments was T4 (10 gray). Treatments with doses greater
than 25 gray increasing mortality showed a decline in the results. In the biometric
variables, the control treatment (0 gray) showed better results for the variable height and
length of roots, while for the seeds irradiated, the treatment that generated greater gain
in height (40.49 cm), number of leaves (9.83 leaves) and root length (17.06 cm) was T4
(10 gray). Other results indicate that when the intensity of gamma radiation is increasing
there is a decrease in the ability of plant development, except in the diameter of plants
that the results were directly proportional to the dose of gamma radiation used. The
median lethal dose (DL50) to the irradiated seeds is in the T6 (50 gray), with a value of
51.58% of surviving plants.

Finally, molecular analysis using AFLP markers shows that with 4 primers analyzed
were obtained 7 polymorphic markers representing 6.2% of a total of 113 DNA bands
amplified, indicating the generation of a moderate genetic variability through mutation

induction by gamma rays.
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ANEXOS

Cuadro 19: Posibles caracteristicas mutagénicas encontradas en plantas de sacha

inchi

EFECTOS MORFOLOGICOS EN PLANTAS

TRATAMIENTO

GENERADAS POR LAS RADIACIONES
iNecrosamiento del brote principal s T2,T6
Encrespamientos de hojas *T2, 1T3,T4,75,76,T7,T8
Yema apical atrofiada * T4,
induccion de brotes laterales *T4,T6
Achaparramiento de planta * T5,7T6,T7,T8
Talios deformados | * 75,77
Engrosamiento de tallo | *T16,T7,1T8
Elongacién de hojas *T6,T7,T8
Bifurcacion de la yema apical *T6,T7
Induccién de tres guias principales | - T6

T2=2 gray; T3=5 gray; T4=10 gray; T5=25 gray; T6=50 gray; T7=100 gray, T8=200 gray
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plantas generadas por las radiaciones:

i

‘Efectos morfologicos en

Figura 31:

Bifurcacién de la yema apical (A), Induccién de brotes laterales (B), Yema apical
atrofiada (C), Engrosamiento de tallo (D), Tallos deformados (E), Induccién de tres
guias principales (F), Achaparramiento de planta (G), Encrespamientos de hojas (H),

Elongacion de hojas (l), Necrosamiento del brote principal (J).
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