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Induccién de mutantes en arroz (“Oriza sativa L.”}
G. Korvics, I. Urrae v R. ALvarrz

Genét'ica Vegetal, Dpto. de Boténica, C.N.I.C. Fstacién Experimntal de Arroz,
Universidad de la Habana, Guanamén.

ABSTRACT. A program of mutation induction in rice was begun in 1969. Seeds
of the variety IR-8-283-3, containing 12.3% percent moisture, were irradiated
with gamma ray Cobalto 60 at acute exposure. The dose applied was 25.000 r; the
dose rate 2.500 r/min. In order to increase the effectivy of irradiation, the seeds
were treated with Thiamine, 0.01%, and Colchichine 0.25%% during 8 hours after
the irradiation. The treatments were as follows: 1. Control, 2. Irradiation alone
with 25.000 r, 3. Irradiation followed by Thiamine treatment, 4. Irradiation fol-
lowed by Colchicine treatment, 5. Irradiation lollowed by Colchicine and Thiamine
treatments. This papers reports the results of investigation of the physiological ef-
fects of irradiation on germination plant height 15 days after sowing, survival per-
centage and recovery index, cytological ohservations, plent fertility, and mutamor-
phological and chlorophilic changes in the My generation. Some mutants were se-
leted from the M: generation: early maturing plants, dwarf plant, plants with
hipersensitivity to disease under field conditions. Irradiation did not produce any
real difference in seed germination, but decreased plant height, survival percentage,
recovery index at 15 days after sowing, and fertility of the plants. It also increased
the chromosomal aberrations in the M, generations. The post-irradiation Thiamine
treatment showed a positive effect on the survival percentage and recovery index,
The post-irradiation Colchicine treatment increased the frequency of chromosomal
aberrations in the Mitose, decreased plant fertility, and produced a higher fre-
quency of metamorphologic and chlorophilic changes in comparison to irradiation
alone.

RESUMEN. En el afioc 1969 empezamos un programa de induccién de muta-
ciones en arroz. Utilizamos rayos gamma de Co® aguda con dosis de 25,000 r.
La dosis promedio fue de 2,500 r/min. Irradiamos las semillas secas (con 12,5%
humedad) de la variedad IR-8-288-3. Para aumentar la efectividad de la irra-
diacion, aplicamos post-tratamiento con Tiamina al 0.01% y Colchicina al 0.25%,
durante 8 horas después de la irradiacién. Los tratamientos fueron los siguientes:
1. Control, 2. 25.000 r, 3. 25000 r + Tiamina, 4. 25.000 r + Colchicina,
3. 25.000 r -} Colchicina -+ Tiamina. En este informe presentamos los resultados
de las investigaciones sobre el efecto fisioldgico de la irradiacién sobre la germina-
cién, la altura de las plantas a los 15 dias después de la siembra, la supervivencia
v el indice de la recuperacién), las chservaciones citoldgicas, la fertilidad de las
plantas, los cambios mutamorfolégicos y clorofilicos en la generacién M: ¥ algunos
mutantes, seleccionados en la generacién M. (precoces, enanos, hipersensibles a
las enfermedades en las condiciones del campo). La irradiacién de 25.000 r no
tuvo efecto sobre la germinacién, disminuyé la altura de las plantas, la supervi-
vencia, el indice de la recuperacién, la fertilidad, y aumentd las aberraciones cro-
mosémicas en la generacién M. La Tiamina tuve efecto positivo sobre la super-
vivencia y el indice de la recuperacién. La Colchicina aumenté la frecuencia de
aberraciones cromosémicas en la Mitosis, disminuyé la fertilidad de las plantas
y resultd en una mayor frecuencia de cambios mutamorfolégicos y clorofilicos
que la irradiacién.
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INTRODUCCION

Fl primer mutante en arroz fue obtenido en el aflo 1934 por Ichijima (Chandra-
ratna 1963).

La mayoria de los mutantes registrados en la literatura hasta el momento tienen
importancia principalmene teérica, y sélo una pequefia parte de ellos son de interés
practico, por ejemplo, mutantes con el tallo corto, mutantes con ¢l grano largo
obtenidos en el afio 7952 por Nishimura y Kurakami, mutantes resistentes a la Cer-
cospora oryzae en el afioc 7660 por Lin y Lin, mutantes resistentes a la Piricularia
oryzae en el afio 1961 por Bekendam.

En los tltimos 10 afios se ha extendido la utilizacién de! método de mutacién en el
mejoramiento del arroz.

Los ohjetivos de estos trabajos se pueden resumir en los siguientes: aumentar la
variabilidad genética de los caracteres cuantitativos y cualitativos, aumentar la
frecuencia de las recombinacionres en una peblacién hibrida, y obtener mutantes
resistenies a las enfermedades.

Nosotros, con este ltimo objetivo, empezamos un programa de induccién de muta-
clones en arroz en el afio 1969.

MATERIALES Y METODOS

Para inducir mutantes, utilizamos rayos gamma de Co% en irradiacién aguda con
dosis de 25,000 r. La dosis promedio fue de 2500 r/min. Irradiamos las semiilas
secas (la humedad 12,5%%) de la variedad IR-8-288-3, que representa el 86%- de
la produccién, tiene buena productividad, pero es necesario el mejoramiento en la
resistencia a las enfermedades.

Para aumntar la electividad de la irradiacién, aplicamos post-tratamientos con
solucién de Tiamina al 0.01% y de Colchicina al 0.25%, durante 8 horas en con-
diciones ambientales. Los tratamientos fueron los sigwientes:

Control

25.000 r

25.000 r 4 Tiamina 0,01%

25,000 r + Colchicina 0,25%

25.000 r + Colchicina 0,25% - Tiamina 0,01%

o G2 RO

Las dosis 6ptimas de los tratamientos de irradiacién, de Colchicina y de Tiamina
fueron determinadas anteriormente en nuestro laboratorio.
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Para comparar el efecto de los diferentes tratamientos, en la generacién M; (gene-
racién tratada) Investigamos:

1. El efecto fisiolégico de la irradiacién.
2. Las aberraciones clitolégicas.

3. La fertilidad de las plantas.
4

. Los cambios mutamoerfologicos y clorofilicos.

En la generacion M, analizamos la segregaciéon de los caracteres econdmicos y los
mutantes morfoldgicos y clorofilicos. En este lugar presentamos solamente algunos
mutantes seleccionados.

" RESULTADOS

Para expresar el efecto fisiolégico de la irradiacién utilizamos los indices siguientes:
1. La germinacién de las semillas a los 8 dias.
2. Altura de las plantas a los 15 dias después de la siembra.

3. La supervivencia y el indice de la recuperacién a los 15 dias después de Ia
siembra.

Los datos de la germinacién se observan en la (Tabla 1).

La germinacién del control fue 92,929%. La diferencia entre el control y el trata-
miento 2 no {ue significativa. Eso muestra, que la irradiacién no tuvo efecto sobre
la germinacion. La diferencia entre el tratamiento 2y 3, v 2 y 4, tampoco fue sig-
nificativa, por eso se puede decir, que ni la Tiamina, ni la Colchicina, tuvieron
efecto sobre la germinacién. Se puede observar una diferencia significativa entre
el tratamiento 5 y los otros tratamientos combinados: probablemene por la interac-
cién entre la Tiamina y Colchicina.

El dafio fisiolégico de la irradiacién se expresa mejor por la disminucién de la altura
de las plantas (Tabla 2).

La altura del control fue 15.03 cm. Si consideramos la altura del control comio
100%, en este caso la altura de las plantas irradiadas es 62,01%, la diferencia es
5.7% y altamente significativa. La diferencia entre el tratamiento 2 y 3 no es signi-
ficativa y entre el 4 y 5 tampoco. Asi, podemos concluir que la Tiamina no tuvo
efecto sobre la altura de las plantas irradiadas. La Colchicina disminuyé la altura
significativamente, Ja diferencia entre el tratamiento 2 y 4, v entre el 3 v 5 fue sig-
nificativa.
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TABLA 1

PORCIENTO DE LA GERMINACION A LOS 8 DIAS DESPUES
DE LA SIEMBRA

PROYECTO II. GUANAMON, 1970

Diferencia significtitiva

/5% [
Media % de Dife- otros
Tratamienio T Sz control C V. rencia control tratamientos
1. Control 9292 =158 160,00 3,39 — -—
2. 25.000r 93,55 =149 100,68 3,18 0,63 3,94 —
3. 25.000r+ T 92,06 =078 99,07 1,20 —0,86 3,75 _ £V
- A ¥
4. 25.000r 4 C 93,01 =177 100,10 3,81 0,09 5,05 %
*
5 25000r4+C-+T 9746 =051 104,89 1,03 4,54 3,53

T = Thiamina C = Colchicina
TABLA 2

ALTURA DE LAS PLANTAS A LOS 15 DIAS DESPUES DE LA SIE‘V[BRA
PROYECTO 1I. GUANAMON, 1970 '

z % de Dife- Diferencia significativa
Tratamiento “em™ S control C.V. rencia /5% /

1. Control 15,03 =+ 023 100,00 22,32 — —
x*

2. 25000t 9,32 =031 62,01 47,90 —3571 0,63 %

3. 25.000 T 986 =031 6560 5747 5,17 0,65 o X,

. . r+ ) == U > LT 05 * *
*

4. 25.000r 4+ C 7,99 =019 33,16 34,36 — 7,04 0,49 %

5. 25.000r+C+T 7,83 =029 52,10 4979 —720 0,61

1

T = Thiamina C = Colchicina
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El otro indice, con que se puede expresar el dafio fisiolégico es el nimero de las
plantas sobrevivientes a la irradiacién y el indice de recuperacién (Tabla 3). El tra-
tamiento 5 fue mds drastico, donde el indice de la recuperacién fue el menor. El
indice de la recuperacién fue el mayor en el tratamiento 3; asi, se puede decir, que
la Tiamina tuvo efecto positivo.

Aparte de los dafios fisiolégicos hemos observado las aberraciones citol6gicas en la
Anafase de la Mitosis {Tabla 4).
TABLA 3

LA SUPERVIVENCIA Y EL INDICE DE LA RECUPERACION
A LCS 15 DIAS DE LA SIEMBRA ‘

Indice de la recuperacion

Nimero Super- dAdltura % de
de las vivencia en cm
Tratamientos plantas en % T Indice cottirol otros tratamientos
1. Control ’ 219 91,25 15,03 1371,49 100,00 — — —
2. 25.000r 208 86,66 9,32 806,67 58,82 100,00 -— —
3 25000r4+T 219 91,25 9,86 909,73 66,33 112,78 100,00 —
4. 25000r+4C 211 87,92 7,99 702,48 51,22 87,08 — 100,00
5 25000r4+C+T 176 73,33 7,83 574,17 41,86 71,18 63,11 81,73
T = Thiamina
(! = Clolchicing
TABLA 4

ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN MITOSIS
EN LA GENERACION M,

Nemer Anafases con Las distribuciones de las
demlaso aberraciones aberraciones en %o
anafases frag- . fragmentes
Tratemientos observaciones No. %o mentos  puenies - -+ puentes

1. Control 300 2 0,66 100,00 — e

2. 25.000r 300 93 31,00 59,14 19,35 21,51

3. 25000r4 T 300 88 29,33 57,95 18,18 23,86

4, 25.000r 4+ C 300 190 36,33 10,09 72,48 17,43

5. 23.000rC -+ T 300 111 37,00 13,51 70,27 16,22

T = Thiamina

C = Colchicina
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En la {Tabla 4), podemos observar que la irradiacion resultd en un 31% de aberra-
ciones cromosdmicas y la mayvoria de las aberraciones fueron fragmentos. La Tia-
mina no tuvo efecto considerable. La Colchicina aumenté las aberraciones en com-
paracién con el tratamiento 2 y 3, y la mayoria de ellos fueron puentes. Compa-
rando estos datos con la fertilidad de las plantas (Tabla 3), no ovtuvimos una
buena coincidencia, por ejemplo, en el tratamiento 3. Eso indica que la causa de
la esterilidad en la generacién M; es muy compleja, y no es sélo debida a und abc-
rracién cromosémica. La irradiacién disminuyé considerablemente la fertilidad de
las plantas (60.26%) respecto al control. El menor valor de la fertilidad se encontré
en el tratamiento 3. La Colchicina disminuyd la fertilidad considerablemente.

En la generacién M; analizamos los cambios mutamorfolégicos y clorofilicos (Tabla
6). La irradiacidén resultd 38% modificaciones y 21% dafios clorofilicos. La mayor
frecuencia de los cambios morfolégicos y clorofilicos se encontraron en los trata-
mientos 4 y 5. La irradiacién en combinacién con el post tratamiento de Tiamina,
resultd en una mayor frecuencia en los cambios morfolégicos y en un menor % en
Tos dafios clorofilicos en comparacién con el tratamiento 2. (Figs. 1, 2, 3 y 4).

En la generacién M, encontramos los cambios mutamorfoldgicos siguientes:

Ramificacién del tallo

La espiga compacta

La espiguilla compacta

I.a espiga con los granoes espaciados
La semilla geotrdpica y estéril

La semilla geotrépica y fértil

La semilla geotropica, estéril y albina

Las semillas con aristas

D e~ M B OB R e

Las semillas largas

—
- O

. Las semillas cortas y redondas

—
Ty

. La glumela interior doble

e
M-

. Las glumas estériles largas

13. La lema es mas larga que la palea y curva (“beaked hull®).
14, Espigas desgranadas -

15. La espiga estéril completamente

16. La espiga.‘ semiestéril

17. La semilla con subletalidad

18. La espiguilla albina
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En la generacién M, seleccionamos los mutantes precoces, enanos y las plantas
con sintomas de hipersensitividad a las enfermedades. (Fig. 5-a y 5-b)

TABLA 5

FERTILIDAD DE LAS PLANTAS EN LA GERMINACION M,
PROYECTO II. GUANAMON, 13870

: Diferencia
Media % de Dife- Significativa
Tratamiento en Y ST control cv. rencia /5% /
1. Control 77,38 + 1,18 100,00 18,80 — —
2. 25000 r 57,53 =+ 3,14 60,26 52,12 —19,85 5,58
3 25000r4+T 50,68 =+ 3,95 48,34 66,66 —26,70 6,88
4. 25000r+ C 52,53 -+ 3,13 55,95 55,50 —25,05 5,57
5 25006rC+T 52,50 =+ 3,29 63,57 61,20 —24.88 5,81
T = Thiamina

C: = Colchicina

TABLA &

LA FRECUENCIA DE LOS CAMBIOS MUTAMORFOLOGICOS
Y CLOROFILICOS EN LA GENERACION M,

PROYECTO II. GULANAMON, 1970

La frecuencia de los cambios

mutamorfolégicos clorofilicos
Nimerc
Tratamiento total No. o No. Go
1. Control - 152 — — — —
2. 25.000r 103 38 38,89 22 21,36
3. 25000r4+ T 75 3t 41,33 13 17,33
4. 25.000r +C 117 93 79,15 39 33,33
5. 25.000r 4 C - T 87 67 77,01 27 31,03

T = Thiamina
C = Colchicina
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los datos presentados anteriormente se puede concluir lo siguiente:

La irradiacién de 25,000 r no tuvo efecto sobre la germinacién de las semillas a
los 8 dias después de la siembra, disminuyé la altura de las plantas, la supervivencia
y el indice de la recuperacién a los 15 dias después de la siembra. Estos resultados
concuerdan bien con las observaciones de Viado y cols. {1970}, en la que el efecto
inhibidor de la irradiacién {rayos gamma de Co®) sobre la germinacion de la
variedad TR-8-288-3 empezd a los 60,000 r, la altura de las plantas y la super-
vivencia disminuyeron gradualmente con el aumento de las dosis de irradiacién.
Han sido obtenidos resultados similares por Miah y cols. (1970) en Pakistin y Ga-
nashan, P. (1970) en Ceylan.

El dafio fisiolégico causado por la irradiacién estd relacionado con el proceso oxi-
dativo en las células. Aquellas sustancias de las células que son sensibles a los pro-
cesos oxidativo, tienen mayor inestabilidad después de la irradiacién. Entre estas
sustancias estdn los aminoécidos, hormonas, coenzimas y vitaminas de las plantas
(Knenokh M. A., Lapinskaya E.M. 1956, Morczek A., Mucke D. 1957, Groninger
R. 8.y Tappel A. L. 1957). Se conocen también numerosos resultados de experi-
mentos sobre el efecto protector de diferentes sustancias quimicas: proteinas, ami-
noécidos, vitaminas, etc. (Albert T, 1956, Mikaelsen K., Redersen K. 1969 v Ando
A. 1970),

Segtin lo dicho anteriormente, en los tratamientos combinados utilizamos la Tia-
mina como materiad protector, En los tratamientos combinades la Tiaming tuve
efecto positivo sobre la supervivencia y el indice de le recuparacion.

E

Para aumenar Ia efectividad de Ia irradiacién en los tratamientos combinados utili-
zamos la Colchicina {Fritzgerald P. H., Brehaut L. A. 1970}, En los tratamientos
4y 5 la colchicina aumenté la frecuencia de aberraciones cromosémicas en la Mito-
sis y entre éstas la frecuencia de los puentes, disminuyé la fertilidad de las plantas
y aumenté la frecuencia de los cambios mutamorfolégicos clorofilicos en la genera-
cién Mi.. Matsuo (1960) en su experimento (con el tratamiento combinado de
rayos X y Colchicina de 0.03%) obtuvo un efecto positivo de la Colchicina sobre
la fertilidad de las plantas en la generacién M;. Esa contradiccién se origina proba-
blemente por la distinta concentracién de la solucién de Colchicina.

En la generacién Mj aparecieron los mutantes precoces, enanos y las plantas con
sintomas de hipersensibilidad a las enfermedades en las condiciones del campo.
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Fis. 1. Espiga normal del Control. Espiga compacta v semiestéril en la generacion M.
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MUTANTES EN ARROZ

Semillus geotrdpicas en distintas posiciones en la generacién M
E: H ! o wion M.
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Fic. 4. La gluma estéril v larga.



Fio. 3a. Los mutantes enanos en la gencracién M. (Enano No. 428/9), 5b. Los mutantes
enanos en la generacidon M: (Enano No. 428/11).



