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1. Introduccion

La cebada es un cultivo de importancia mundial en la alimentacion como
fuente proteica y energética, aporta el 5.8 % de proteinas y el 7.9 % de la
energia. En nuestro pais es el tercer cultivo en importancia de la sierra,
después de la papa y el maiz. Su cultivo esta relegado a los terrenos
marginales superiores a los 3000 m. de altitud donde el agricultor tiene
pocas alternativas de produccién debido a los factores adversos de clima y
suelo. Los rendimientos por hectarea son bajos. Sin embargo, a través de
los trabajos que realiza el Programa de Cereales de la Universidad
Nacional Agraria La Molina desde hace muchos afios, se ha demostrado
que con el uso de nuevas variedades es posible incrementar la
productividad de la cebada en el Perd, especialmente con las que se han

adaptado a las principales zonas de cultivo.

El desarrollo de variedades mejoradas requiere del establecimiento de
programas de mejoramiento. En los programas de mejoramiento genético
es importante la variabilidad genética donde es posible seleccionar plantas
con caracteres deseados. La variabilidad genética, puede proceder de
colecciones existentes en los bancos de germoplasma, de cruzamientos
entre genotipos para producir nuevas combinaciones de genes, de la
induccion de mutaciones y otros. Las mutaciones pueden ser recesivas y
deletéreas. Sin embargo, muchas de ellas son positivas y han contribuido
significativamente al mejoramiento de plantas en el mundo, y en algunos
casos han tenido un gran impacto en la productividad de ciertos cultivos

(OIEA, 1995).



La biotecnologia es una herramienta que se puede utilizar en el
mejoramiento genético para la obtencién de nuevas variedades. En el caso
especifico de la cebada, la utilizacién del cultivo de anteras para la
producciéon de dobles haploides (DH), es una via rdpida para la
produccion de lineas homocigotas mediante la cual se acortaré el tiempo
de la obtencidn de nuevas variedades, comparado con los métodos

convencionales de mejoramiento.

La utilizacién de la técnica de producciéon de dobles haploides en
combinacién con la induccién de mutaciones puede mejorar la eficiencia
del método convencional de mejoramiento en la obtencién de variedades

mejoradas de cebada.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivos:

1.-  Desarrollar lineas Dobles Haploides de cebada a partir de

poblaciones M1, empleando la técnica de cultivo de anteras “in vitro”.

2. Evaluar el efecto de la aplicacion de azida de sodio (NaN;) y MNH (N-
metil-N-nitroso Urea) en la produccion de Lineas Dobles Haploides

de cebada.

3. Evaluar el comportamiento de las Lineas Mutantes Dobles Haploides,

en condiciones de campo.



2. Revision Bibliogrdfica

2.1. El uso de las mutaciones en el mejoramiento de los cultivos.

Las mutaciones, son cambios heredables en el material genético de los
organismos. Son descritas como cambios en la secuencia de las
cuatro bases que proporcionan la informacién del ADN (OIEA/FAO,
1995). Constituyen las fuentes de la variacién genética entre los
individuos. Las mutaciones son extremadamente importantes en la
evolucién y proporcionan el material base para el mejoramiento de los
cultivos. El uso de las mutaciones naturales o mutaciones inducidas se
conoce como mejoramiento por mutaciones. El mejoramiento por
mutaciones incrementa la posibilidad de obtencién de nuevos
cultivares o ampliar la variabilidad del germoplasma y pueden ser
usadas como herramienta en los trabajos de investigacién en las

plantas.

El uso de mutantes naturales en el mejoramiento de los cultivos es tan
antiguo como la agricultura misma. En 1741, Linnaeus describié un
mutante rojizo de manzana, luego se conocieron reportes de
mutaciones de “botén” en cultivos propagados vegetativamente tales
como arboles frutales, ornamentales, papa, etc. (Carriere, 1865;
Darwin, 1868; Cramer, 1907; Dorst, 1924; Shamel and Pomeroy,
1936) citados por Broertjes et al., 1988.

Broertjes et al., 1988 subrayan que en los inicios del siglo 20, apenas

se descubrid los rayos X el cientifico aleman Hugo de Vries predijo



el uso de las mutaciones inducidas y sugiri su aplicacién. Afios mas
tarde Muller (1927) y Stadler (1928) probaron que los rayos X podian
inducir mutaciones en Drosophila y en plantas respectivamente. Los
mutagénicos quimicos no fueron usados hasta aproximadamente 1940.
Los pioneros en el campo de la mutagenesis quimica son F. Oehlkers
y C. Auerbach , 1940. Casi al mismo tiempo se describi6 el efecto
del doblamiento del niimero de cromosomas por efecto de la
colchicina por A.F. Blakeslee y A.G. Avery. Un pionero en el
mejoramiento por mutaciones fue W.E. De Mol, quien en 1922
empezo su trabajo con Hyacinthus (De Mol, 1953) y en 1945, obtuvo

el primer mutante comercial aplicando rayos X en Tulipa.

Ademds de la obtencién de mayor numero de cuitivares mutantes es
de gran importancia el beneficio econdmico que éstos puedan
proporcionar. No existen reportes debidamente documentados y los
existentes corresponden a algunos programas de mejoramiento
exitosos, tales como el grupo “Horim” de mutantes de
Chrysanthemum en Holanda que en 1979 cubri6 con 35 % del
mercado aleman (Broertjes et al., 1980).

El OIEA report6, antes de 1950 el uso de una variedad comercial
mutante de tabaco en Indonesia. En el periodo 1961 - 1997 la cantidad
de cultivares mutantes se incrementd notablemente hasta alcanzar un
total de 1846 en 154 especies. El 94 % de las a especies son
propagadas por semilla (FAO/QOIEA Mutant Varieties Database
1997).



El uso de las mutaciones es de gran valor en el mejoramiento de
plantas, particularmente cuando se desea mejorar una o dos caracteres
facilmente identificables en una variedad adaptada. La principal
ventaja es que el genotipo de la variedad es levemente alterado
(comparado con la hibridacion de dos variedades distintas);
cambiando el caracter deseado, y el tiempo requerido para cambiar
este caracter es menor que cuando se usan las hibridaciones para
mejorar el mismo caracter. El uso de los mutantes inducidos en
hibridaciones es probablemente mas importante que el uso directo de
los mutantes, y la proporcién de cultivares mutantes inducidos

utilizados en hibridaciones esta en continuo crecimiento.

Las mutaciones naturales son responsables por gran parte de la
variacion usada para mejorar los cultivos  propagados
vegetativamente, como consecuencia las mutaciones inducidas tienen
un alto potencial para el mejoramiento genético de estos cultivos. Su
uso es amplio en el mejoramiento comercial de las plantas

ornamentales.

El mejoramiento por mutaciones estd siendo mas satisfactorio en los
cereales. El 64% de los cultivares mutantes liberados dentro de los
cultivos propagados por semilla son cereales dentro de los cuales €l 30
% son cultivares de cebada (FAO/OIEA Mutant Varieties Database
1997).



2.2. Agentes mutagénicos.

Un mutigeno es un agente fisico o quimico capaz de incrementar
significativamente los eventos mutacionales elevando la tasa de
mutaciones sobre el nivel natural (Rieger et al., 1976). Este término
se limita a los agentes capaces de inducir mutaciones puntuales o
ruptura de cromosomas. Los agentes poliploidizantes como la
colchicina, no estan considerados. El uso de un mutagénico en el
mejoramiento de las plantas no depende sélo de su efectividad o
frecuencia de mutaciones; sino de su eficiencia mutagénica o

produccion de cambios deseados en relaciébn a los cambios no

deseados (Konzak et al. , 1965).

2.2.1. Mutagenos quimicos,

Muchos agentes quimicos exhiben un potencial mutagénico; sin
embargo, soOlo algunos son realmente utiles para inducir
mutaciones en las plantas cultivadas. La mayoria de estos
pertenecen al grupo de agentes alcalinizantes: Etil-metano-
sulfonato (EMS), dietil sulfato (dES), Etilenoimina (EI), Etil-
nitroso-Urea y metil-nitroso-rea (MNH). Las azidas son
mutagenos indirectos altamente eficientes en las especies
vegetales, donde el promutigeno es enzimdticamente activado
para exhibir el efecto mutagénico. Los mutagénicos quimicos
pueden clasificarse en cuatro grupos: bases andlogas y
componentes relacionados; antibidticos; agentes alcalinizantes; y

las azidas.



2.2.1.1. Agentes alcalinizantes. Es el grupo de agentes

mutagénicos quimicos mas importante para la induccién
de mutaciones en las plantas cultivadas. Estos
componentes tienen uno o mas grupos alkil, los cuales
pueden ser transferidos a otras moléculas donde la
densidad de electrones es suficientemente alta. Todas
estas sustancias reaccionan con el ADN, alcalinizando los
grupos fosfato de las bases purina y pirimidina. El evento
mads frecuente conduce a la formacioén de 7-alkyl-guanina.
El metil-nitroso-irea ~ (MNH) es considerado un
mutdgeno efectivo. Maluszynska and Maluzsynski,
(1983), reportaron la importancia del periodo
“Interincubation germination” (iig), en el incremento del
efecto genético y somatico del MNH, en semillas de
cebada, duplicando el efecto mutagénico. Sin embargo,
este efecto es mds ventajoso cuando se aplican
concentraciones bajas del mutdgeno (0.5 mM MNH x 0.5
mM MNH), durante tres horas de remojo en la solucién y
sefialan que indujo una frecuencia de 6 % de mutaciones
clorofilicas, comparado con 4 % inducidas por el

tratamiento simple de ImM. MNH.

2212 Azida. Es un mutagénico quimico bajo ciertas
condiciones de tratamiento. Es posible obtener altas
frecuencias de mutaciones, la mayoria de ellas de genes
con insignificante frecuencia de  aberraciones

cromosomicas. Se encontrd que en soluciones dcidas es



muy efectiva en la induccién de deficiencias clorofilicas
y mutaciones morfolégicas (Kleinhofs et al., 1974). El
modo de accién de la azida como un mutdgeno no es

conocido atin (Nilan, Kleinhofs and Sander, 1975).

Thakur y Sethi, en 1995, reportaron la interaccién mutagénica de los
rayos gamma con Etil Metano Sulfonato (EMS) y Azida de sodio
(NaN3), en tres genotipos de cebada. Dichas combinaciones mostraron
efectos sinergisticos en la reduccion de la germinacién, esterilidad de
las semillas y quimeras clorofilicas de la generacién Ml y en la
frecuencia de mutaciones en la generacibn M2. El grado de
sinergismo varié de un genotipo a otro siendo mas notorio a dosis

altas de los mutdgenos quimicos.

Kim et al, (1995), trataron tres cultivares de cebada con NaNjs, Dietil
Sulfato y Etil Metano Sulfonato (EMS) los cuales produjeron altas
frecuencias de mutaciones morfologicas en plantas M2 a las mas altas
dosis del mutigeno, mientras que la mayor variabilidad se produjo
usando bajos niveles del mutdgeno. La frecuencia de induccién de
mutaciones en la poblacion M2 estuvo correlacionada positivamente
con la tasa de mutaciones clorofilicas, y en la poblacion M1 estuvo
correlacionada negativamente con la fertilidad de los granos. Algunos
caracteres fueron especificos en su respuesta al mutigeno. Asi los
mutantes de color, los mutantes semi-enanos, fueron inducidos por la
Azida de Sodio en los tres cultivares estudiados, y la frecuencia de

éstos se incrementd mas aun al incrementarse la dosis del mutageno.



Hay varios ejemplos de la implementacién de variedades mutantes en
la produccién de muchos cultivos. En arroz la mayoria de variedades
mutantes fueron obtenidos en forma directa como el caso de la
variedad ‘Reimei’ (Japén) y ‘Calrose 76’ (USA). Las radiaciones
fueron més usadas para generar caracteres deseados (190 variedades),
mientras que 23 variedades de arroz fueron inducidas por mutagénicos
quimica (Maluzsynski et al., 1994). Rutger (1992) present6 datos de
11 variedades mutantes las cuales son cultivadas en una édrea anual de
100,000 hectareas. Dentro de ellas las variedades chinas ‘Zhefu 802’
cultivada en 1,400,000 hectareas y la variedad ‘Yuanfengzao’ con

un 4rea de cerca de un millén de hectareas.

En Pakistan, NIAB (1988) anota que se irradiaron con rayos gamma
las semillas F1 de algodén provenientes de un cruce de una variedad
americana por una local. El mutante seleccionado tuvo caracteres
mejorados como tipo de planta determinado, tolerancia al calor y
precocidad. Este cultivar fue liberado en 1983 como ‘NIAB 78’ y su
cultivo duplicé la produccién de algodén de Pakistan los siguientes 5
afios. En China, fue desarrollado un mutante de algodén ‘Lumian
No.1” por irradiacion de las semillas con rayos gamma y fue liberado
en 1974 alcanzando un area de cultivo anual de més de un millén de

hectéreas.

En Checoslovaquia, se irradiaron las semillas de cebada, variedad
“Valticky’, con 10 Krad. de rayos X. La seleccion de los mutantes di6
como resultado la variedad ‘Diamante’, liberado en 1965, cuyas

caracteristicas con relacién al parental fueron: reduccion de la



longitud del tallo en 15 cms., resistente al acame, habito de
crecimiento  semi-postrado, alta capacidad de macollamiento,
incremento del rendimiento en 12 % y una relacién de grano-paja de

1: 0.95 comparado con 1: 1.3 de ‘Valticky’ (Maluszynski, 1995).
2.3. Produccidn de Dobles Haploides

Los haploides son auténomos, son plantas esporofiticas que tienen un
nimero de cromosomas gametofitico, porque se originan de una
célula gamética en el saco embrionario o en el grano de polen. El
embrién haploide puede originarse de la célula huevo (gynogenesis) o
de otra célula del saco embrionario (apogamia), o de un gameto

masculino (androgenesis).

Desde los primeros reportes de Guha y Maheshwari (1966,1967), los
haploides han sido obtenidos mediante cultivo “in vifro” de anteras o
microsporas de unas 247 especies de plantas pertenecientes a 88
géneros y 34 familias de angiospermas (Maheshwari et al., 1983). Sin
embargo, el sistema establecido esta disponible para pocas especies
como, Asparagus officinalis, Hordeum vulgare, Brassica napus y
muchas subespecies de Brassica oleracea, Datura innoxia, Gerbera
Jjamesonii, Nicotiana sp., Solanum tuberosum, Lolium perenne, Oryza
sativa (japonica), Beta vulgaris, Triticale y Triticum aestivum

(Maluszynski, 1995).

En muchas especies cultivadas, particularmente los cereales, se ha

desarrollado el sistema de produccién de dobles haploides (Hu y Yang

10



1986). Este sistema capaz de producir lineas dobles haploides en
numero suficiente para contribuir directamente a los programas de
mejoramiento, proporciona a los mejoradores, genotipos
completamente homocigotas de progenitores heterocigotas en una sola
generacion, los que pueden usarse directamente para la produccién de
nuevas variedades. Este sistema proporciona 2 ventajas importantes:
la reduccion del ciclo de mejoramiento y el incremento de la

eficiencia de seleccion (Snape 1989).

Generalmente hay tres vias para la obtencién de plantas haploides: a
través de la androgénesis, de la ginogénesis y de las cruzas amplias,
siendo la primera potencialmente mas eficiente en la mayoria de las
especies. En cebada se han desarrollado dobles haploides a través de
cruzas amplias que produce la eliminacién de cromosomas en los
hibridos interespecificos, conocido como “método bulbosum™ que fue
desarrollado entre otros por Kasha y Kao (1970), Jensen (1976) y
Pickering (1983); a través del cultivo de anteras (Hunter, 1987) y
‘usando el cultivo de microsporas aisladas (Olsen, 1987; Kasha,

1993).

Zhang (1989) reporta el desarrollo de dos cultivares de arroz, a través
del cultivo de anteras, cultivados a escala comercial, el primero fue
“Yin Xun" en 1976 y "Hua Han Zhao™ en 1981 con caracteristicas de

precocidad y tolerancia al frio y buena calidad de grano.

De Buyser et al, 1987, reportaron el desarrollo de una variedad de

trigo a la que le denominaron ‘Florin’, a partir del cultivo “in vitro” de

11



anteras de una poblacién F1. El cruce se realizé en Chile en 1978. La
obtencién de las lineas dobles haploides en Francia y los ensayos de

rendimiento hasta el registro de la nueva variedad en Chile en 1984.

Pauk et al. (1995) reportaron la liberacion de la variedad de trigo
invernal ‘GK Delibab’ desarrollada a través del cultivo “in vitro” de
anteras provenientes de una poblacion F3 seleccionada. En cebada, el

cruce entre parentales se realiz6 en 1984 y el registro oficial en 1992.

En cebada, se informa del desarrollo de variedades comerciales

empleando la técnica de los Dobles Haploides (Cuadro 1).

Sin embargo, la técnica de produccién de dobles haploides a través
del cultivo de anteras “in vitro™ esta influenciada por diversos factores:
genotipo (Powell 1990), condiciones de desarrollo de las plantas
donadoras de anteras (Foroughi-Wehr et al 1979), estado de
desarrollo de la microspora, pretratamiento a las espigas antes de la
induccion (Szarejko y Kasha 1991, Hou et al 1993, Hoekstra et al.,
1997), medio de cultivo y condiciones de cultivo (Kasha and Seguin-
Swartz 1983; Hu 1985; Chen, 1986, Sorvari and Scheider 1987) entre
otros. La ocurrencia de plantas albinas es un factor adverso que limita
la produccién de dobles haploides y su uso en los programas de
mejoramiento de los cereales, alcanzando altos niveles como por
ejemplo: 99% en cebada (Grunewaldt and Malepzy, 1975), 70-90 %
en arroz (Martin and Milo, 1981; Zapata et al., 1986; Datta et al,,
1990), 82 % en trigo duro (Aissa, 1977) y 75 % en centeno (Wenzel et

al., 1990). La literatura indica que el albinismo puede estar

12



influenciado por factores genéticos y fisiologicos tales como la

temperatura durante la induccién y regeneracion (Kasha and Seguin-

Swartz, 1983). Bjornastad et al, 1993 indican que en la variedad de

cebada primaveral “Nordic” de 6 hileras la frecuencia del albinismo

fue el principal impedimento para lograr una buena respuesta al

cultivo de anteras.

Cuadro 1. Variedades de Cebada obtenidas con al aplicacion del sistema de produccion de
dobles haploides

Compaiiia/lnstituto Pais Nombre de la Variedad Referencia
Abed PBS Dinamarca Etna, Give, Loma, Loke, Comunicacién personal
Riga, Rima, Verona, Perma | Rasmussen
Paloma, Bereta, Aberdeen,
Pondus, Tender
| Agriculture Canada | Canada DB202 Choo et al. 1995
Canterbury Malting | Nueva Zelandia | Valetia Comun. Pers. Pickering
Crop & Food Res | Nueva Zelandia | Gwylan Coles, 1986 i
Florimond Desprez | Francia Michka, Lombard, Anka, Pickering and Devaux, 1992 .
Vodka, Gaelic, Gotic, Logic, | comun. Pers. Lefebvre
ZF3642, Lyric Moka, Tattoo,
Jerka, Jing Zhuo, Douchka,
ICl seeds inglaterra Waveney NIAB 1988
IPG/PBS Polonia KA7/3 Adamski et al., 1995
IPGG USSR Istok, Odesskill 15, Prenia Comun. Pers. Choo
NSW Agriculture | Australia Tantangara Read 1995
Saaten-Union Alemania Anthere, Henni Comun. Pers. Jager-Gussen
Semico Canada HD87-18.14, HD87-12.1 Choo et al., 1995
WG Thompson Canada Mingo, Rodeo, Craig Ho and Jones, 1980
Winthrop, Lester Campbell et al., 1984
Ontario, TB891-6, Shugar and Etienne, 1994
Prospect, Bronco Choo et al. 1985
Sandrina, Beluga Comun. Pers.
McGregor, T090-017, Shugar
T086-156, T081-009,
T103-003, H30-11 ;
WPBS Inglaterra Doublet, Pipkin Jones et 2., 1985; 1986 |

Devaux, P.; M. Zivy, A. Kilian & Kleinhofs, 1996. In: G. Scoles & B. Rossnagel (eds.) Proc. V int. Oat
Conf. and VIl Int. Barley Genet. Symp., pp. 216-222.

Powell et al. (1984) estudiaron la variacion de 74 lineas dobles

haploides de cebada cultivar “Sabarlis” obtenidas a través del cultivo

13



de microsporas y los compararon con 16 lineas provenientes de
autofecundacién. Evaluaron: susceptibilidad a mildiu, habito de
crecimiento, dias al espigado, longitud del Gltimo entrenudo, altura de
planta, niimero de tallos con espiga, numero de granos de la espiga
principal, peso de 1000 granos y rendimiento de grano de la espiga
principal. Encontraron diferencias significativas en dias al espigado,
longitud del altimo entrenudo, altura de planta y numero de tallos con
espiga. Explicaron que esta variacion probablemente se deba a
mutaciones nucleares ocurridas al nivel haploide coincidiendo con

Oono (1975) y Walcasa (1982).

En 1986 Powell et al, compararon lineas dobles haploides de cebada
provenientes de la poblacion F1 del cruce “Golden Promise x
Mazurka”, obtenidas a través del método bulbosum y cultivo de
microsporas y lineas del mismo cruce obtenidas a través del método
uniseminal. Encontraron diferencias significativas en los caracteres
evaluados en las lineas dobles haploides, explicando que la variacion
se produjo en la fase del cultivo “in vitro” debido a un desequilibrio

en el ligamiento que incluye genes epistaticos.

Bjornastad et al, en 1993 compararon lineas dobles haploides,
producidas por cultivo “in vitro” de anteras, lineas dobles haploides
obtenidas por el método “bulbosum” y lineas de cruzas de cebada
manejando el método uniseminal. Ellos evaluaron los caracteres
cuantitativos durante 2 afios en condiciones de campo en una
localidad. Los resultados que obtuvieron sefialan que éstos métodos

difieren en los genotipos obtenidos, asi como en la frecuencia de las

14



lineas obtenidas por cada método; sin embargo opinan que los tres
métodos pueden ser considerados equivalentes desde el punto de vista

del mejoramiento, como por la calidad de las lineas concernientes.

Lokos et al, en 1997, analizaron los caracteres agronémicos de 3
genotipos dobles haploides de trigo con la finalidad de evaluar la
variabilidad fenotipica existente en estos genotipos teéricamente
homocigotas. Evaluaron, altura de planta, longitud de la espiga,
didmetro de la espiga, longitud de las espiguillas, didmetro de las
espiguillas, nimero de nudos por espiga y numero de granos por
espiga. No encontraron diferencias en los caracteres evaluados de las

lineas dobles haploides frente a las lineas originales.

El tamaiio de la poblacién de Lineas dobles haploides producidas por
este método es considerado una desventaja; sin embargo 100 lineas
dobles haploides por cruce son suficientes para producir una linea
superior en rendimiento. (Wenzel et al., 1995). Muchos cultivares
dobles haploides han sido seleccionados de menos de 20 lineas dobles
haploides producidas por cruce (Pickering and Devaux, 1992; Alejar
et al., 1995).

Devaux et al, 1996 , reportan una lista de 59 cultivares de cebada
desarrollados a través del sistema de dobles haploides hasta 1995.
Khush & Virmani, 1996, reportan 10 cultivares de trigo desarrollados
entre 1983 y 1992, usando el sistemas de producciéon de dobles

haploides a través del cultivo “in vitro’ de anteras.
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2.4. Uso de la tecnologia “in vitro”, en el mejoramiento por mutaciones

La obtencion de variedades utilizando como técnica de Mejoramiento
Genético la induccién de mutaciones puede ser acortada
significativamente a través de la aplicacién de la técnica de
produccion de dobles haploides (Zsarejko et al., 1991). La técnica a
ser usada depende de la especie. Beversdorf & Kott, (1987)
desarrollaron un sistema de mutagenesis y seleccion “in vitro” usando
cultivo de miscrosporas de colza. Este sistema incluye el tratamiento
con rayos gamma 0 mutagénico quimico de microsporas uninucleadas
potencialmente embriogénicas, seguido por la seleccion de estructuras
embrionales o pldntulas en un medio con un factor selectivo (Swanson
et al., 1989). Huang (1992), reporté que Calogen Inc. y Allelix Crop
Technologies usaron la técnica de la mutagénesis en microsporas para

modificar el contenido de dcidos grasos en la colza.

En cebada, se pueden utilizar el cultivo de anteras, el método
bulbosum, o el cultivo de miscrosporas (Kasha et al.,, 1993) para
producir mutantes en forma rapida. Umba di-Umba et al. (1991),
sugirieron el uso de semillas dormantes en lugar del cultivo “in vitro”

para el tratamiento mutagénico.

En los trabajos reportados por King (1949), bajas dosis de rayos X en
cultivos “in vitro” de tabaco (Nicotiana glauca x N. langsdorfii)
estimularon significativamente su crecimiento en 10 dias, mientras
que altas dosis de rayos X redujeron el crecimiento de los cultivos. Un

efecto similar fue observado en experimentos donde los Dobies
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Haploides fueron producidos empleando plantas M1 como donadoras
de anteras. Vagera et al. (1976), reportaron un efecto estimulante de
los mutdgenos N-metil-N-nitroso trea (MNH) y n-butil metano
sulfonato (BMS) en tratamiento de semillas de tabaco (Nicotiana
tabacum), usadas en la produccién de plantas donadoras de anteras. El
porcentaje de haploides obtenidos por antera cultivada tuvo un
incremento de 100-220 % en comparacion con el testigo. Adn altas
dosis de mutagenos (0.1-0.2 mM MNH/24h o 5-10 mM BMS/24h)
incrementaron la frecuencia de haploides obtenidos. Przewozny et al.
(1980) describi6 un incremento significante de estructuras
multicelulares derivadas de microsporas en el cultivo de anteras de
papa diploide después del tratamiento de las inflorescencias. Ellos
aplicaron rayos X, rayos gamma y N-metil-N-nitroso trea (MNH). Se
obtuvo el mayor efecto estimulatorio con las dosis del mutigeno
quimico (0.1 0 0.5 mM. MNH), en 165 % y 126 % respectivamente.
Sax (1963), hizo una revision del efecto estimulante, en estados
tempranos del desarrollo, en varias especies de plantas, luego de
recibir bajas dosis de irradiacién o mutidgeno quimico. Maluzsynski
& Adamska (1976) observaron dos diferentes efectos estimulantes
después del tratamiento con MNH a las semillas de Nicotiana
langdorfii, N. tabacum y N. rustica. La dosis baja de | mM..MNH/3h
causé estimulacion insignificante en el crecimiento de la planta en sus
estados iniciales de desarrollo. La dosis alta del mutigeno (3
mM.MNH/3h) inhibi6 el crecimiento, pero mas tarde increment6 el

indice mitético en los meristemas apicales.
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El efecto estimulante es muy importante en la produccién de plantas
androgénicas de variedades recalcitrantes de algunos cultives. Mac
Donald et al., (1988), reportaron que el desarrollo de Dobles
Haploides es pobre en la colza (Brassica napus ssp. oleifera) cv.
‘Ariana’ después de la irradiacion de yemas con 10 Gy rayos gamma.
Zhang et al., (1992) reportaron que solo se indujo callos en el cultivo
de anteras de Malus x domestica cv. ‘Golden Delicious’; sin embargo,
después de la irradiacién de los botones florales antes del cultivo de

anteras se indujo embriogenesis.

La aplicacion practica de los tratamientos mutagénicos a las plantas
antes del cultivo de anteras para la obtencién de dobles haploides de
cultivares recalcitrantes ha sido estudiado con mayor detalle en arroz
(Oryza sativa) y Trigo (Triticum aestivum) Aldemita y Zapata (1991),
investigaron el efecto de varias dosis de irradiacién gamma en la
respuesta androgénica de seis cultivares recalcitrantes y dos de alta
respuesta del arroz (O. indica). Se irradiaron las semillas y las
plantas M1 fueron las donadoras de anteras. Los cultivares
recalcitrantes mejoraron en la induccién de callos y regeneracion de

plantas verdes.

Ling et al (1991) investigaron la respuesta, al cultivo de anteras de
trigo en diferentes dosis de rayos gamma, de dos cultivares ‘Grebe’
(alta respuesta) y ‘Kite’ (recalcitrante). Se irradiaron las espigas, antes
del cultivo de anteras. En el cultivar ‘Grebe’ el porcentaje de
respuesta de las anteras y la produccion de plantas verdes se

incrementaron significativamente a bajas dosis de irradiaciéon (1-3
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Gy), mientras que a dosis mas altas (7-10 Gy) se inhibié la respuesta;
sin embargo, para el cultivar ‘Kite’ sélo se obtuvo callos y plantas
verdes en los tratamientos con bajas dosis de irradiacién . Laib et al.
(1995) intenté hacer lo mismo en cebada, es decir irradi6 las espigas
antes del cultivo de anteras, pero ninguno de los tres genotipos en
estudio respondieron con una estimulacién y por el contrario con la
dosis de 1 Gy rayos gamma disminuy6 el porcentaje de respuesta de
las anteras y la regeneracién de plantas. En general puede concluirse
que la aplicacién de bajas dosis de mutagenos antes de realizar el
cultivo de anteras puede ser una herramienta importante para la
produccion de haploides en variedades y especies de baja respuesta o

recalcitrantes.

El uso de plantas M1 (plantas de semillas tratadas con mutagénico),
como donadoras de anteras o microsporas para la producciéon de
Dobles Haploides evita casi todos los probiemas del efecto somatico
del mutageno en el tejido. Asimismo, la produccién de plantas Dobles
Haploides de gametos mutados pueden ayudar a evitar las quimeras,
que aparecen usualmente cuando una estructura multicelular es tratada

mutagénicamente (Maluzsynski et al., 1995).

Sin embargo, Picard et al. (1978) observaron diferencias en altura,
rendimiento y resistencia a enfermedades entre las progenies de DH
originadas de lineas puras en trigo. Parisi y Picard (1986)
encontraron diferencias en rendimiento en la respuesta de tres lineas

DH del cultivar Moisson.
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2.5. Variaciones Somaclonales en el mejoramiento de las plantas

Larkin y Scowcroft (1981) reportaron luego de un minucioso trabajo,
las variaciones ocurridas en el proceso androgenético y los llamé
“variaciones somaclonales”. Pero mas adelante Evans et al. (1984)
creyeron conveniente definir la variacion observada después del
cultivo de anteras y 6vulos como “variacion gametoclonal”. Ellos
definen “Variacién Somaclonal”, a aquella variacién que se origina
en plantas obtenidas a través del cultivo de tejidos. Incluye toda la
variacién que pueda resultar en las plantas producidas a partir de
protoplastos (protoclonal), de anteras y miscrosporas (gametoclonal),
de callos (calliclonal), de meristemas apicales (mericlonal), hojas y

tejidos del tallo (somacional).

El cultivo de células, tejidos y embriones sexuales, origina la
formacion de callos, mientras mayor es el tiempo de permanencia en
estado de callo, es mayor la posibilidad de encontrar variaciones
somaclonales entre las plantas regeneradas. Las semillas de la
progenie dan lugar a plantas que muestran segregacion de fenotipos
en la poblacién F2 o M2. Es necesario luego estudiar la estabilidad
genética de la variacién somaclonal al menos en las dos siguientes
generaciones de propagacion de semilla, o en las siguientes dos o tres

propagaciones vegetativas (Alhoowalia, 1997).

El objetivo de la multiplicacién “in vitro” de un genotipo es la
produccién de clones por lo tanto se debe evitar o minimizar la

variacién somaclonal. Si se reduce la cantidad de reguladores de
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crecimiento y se evita la regeneracion a partir de callos se disminuye
la frecuencia de variaciones somaclonales. Estas son menos en plantas

producidas de embriones somaticos que las regeneradas de callos.

Los tipos de variaciones somaclonales comunmente observadas han
sido: albinos, virescentes, enanos, hojas grandes, hojas angostas,
cambio de color del mid-rib y pétalos, forma de la flor, esterilidad
masculina,  variantes cromosomales: tetraploides, aneuploides,
cambios estructurales en el cromosoma: translocaciones, deleciones,
duplicaciones, inversiones. En algunos casos se activan transposones €
inestabilizan a los genotipos. Frecuentemente los somaclones

muestran cambios en mas de un caracter (Ahloowalia, 1997).

Se conoce que un somaclon de tomate con alto contenido de sélidos,
ha sido de uso directo, sin mejoramiento adicional. La mayoria de
somaclones obtenidos han sido usados como fuente de germoplasma.
Se ha reportado en la India dos somaclones de alto rendimiento de
aceite de Brassica (BIO-902 y BIO-YSR) del cultivar parental
“Varuna”. La variedad de arroz ‘Dama’ liberada en Hungria es
también el resultado de la variacion somaclonal obtenida en
regenerantes de callos haploides. Esta variedad es de 140 dias de

periodo vegetativo, 80-85 cms. de altura, con resistencia al acame y a

Pyricularia oryzae.

Mientras que cada variacion es un problema para los propagadores

que necesitan uniformidad en los clones (Skirvin et al.,, 1994), esta
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variacion es aprovechada por los mejoradores, debido a que

proporciona la posibilidad de seleccionar variantes deseadas.
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3. Materiales y Métodos

La investigacion fue ejecutada en el Programa de Cereales de la

Universidad Nacional Agraria La Molina. La fase de laboratorio se inicié

en Abril de 1996 a Mayo de 1997 y la fase de campo se llevo a cabo en .

los campos del Instituto de Desarrollo de Sierra de la UNALM de
Diciembre de 1997 a Junio de 1998.

El trabajo fue dividido en dos partes:

Trabajo de laboratorio: consistio, en la realizacidn del tratamiento con

los mutagénicos quimicos y la producciéon de las lineas dobles

haploides.

e Trabajo de campo: incluyé la siembra de la poblacion MI para la

produccién de plantas donadoras para el cultivo de anteras, y el ensayo

de rendimiento de las lineas dobles haploides producidas (Gréfico 1).

3.1. Material vegetal utilizado para el tratamiento mutagenico y la

produccion de lineas dobles haploides.

Los genotipos estudiados fueron dos lineas avanzadas del programa
de mejoramiento de cebada que lleva a cabo del Programa de Cereales
de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Estos genotipos
fueron seleccionados por adaptabilidad a las diversas condiciones de
sierra y costa, resistencia a roya morena (Puccinia hordei), roya

amarilla (Puccinia striiformis fsp hordei), tolerancia a oidium o
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mildiu polvoriento (Erysiphe graminis f. sp. hordei), resistencia al

acame y alto potencial de rendimiento.

3.2. Caracteristicas agronomicas :

Linea 2194, Semi-tardia de habito primaveral, espiga entre 70-90 dias
y madura entre 110-140 dias, su rendimiento supera los 4,000 kg/ha.,
proviene de un cruce (LB IRAN / CI 9650 / LINEA 527) realizado en
México ICARDA-CIMMYT) e introducida al Perd en la generacién
F; (Romero y Goémez, 1996).

Linea 3545. Semi-precoz, de habito primaveral, espiga de 60-70 dias
y madura entre 110-130 dias, su rendimiento promedio es de 4,700
kg/ha., proviene de un cruce (GLORIA “S” / CELO “S” / ESC.II-72-
83-3E-7E-5E-1E /3 / LINEA 527), realizado por ICARDA-CIMMYT
e introducida al Perti en el vivero F3 cebada zona andina II-87
(Romeroy Gémez, 1996).

3.3. Agentes mutagénicos:
N-metil-nitroso trea (MNH).
Azida de Sodio (NaN;)

3.3.1. Preparacion de las soluciones:

N-metil-nitroso tirea (MNH). Se preparé la solucién de acuerdo
a las dosis (0.5 mM. y 0.75 mM), pesando la cantidad de

producto y diluyéndolo en agua destilada.
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Azida de Sodio (NaN;). Para lograr el efecto mutagénico se

diluyé el producto en una solucién buffer de fosfato pH:3 a la
concentracién de 1.0 mM. utilizando , 0.4 M de KH,PO, y
0.0635M de H;PO, por litro de solucién buffer.

3.4. Tratamiento a las semillas
En el cuadro 2 se describen los tratamientos mutagénicos realizados a
las semillas de las lineas avanzadas 2194 y 3545 utilizados en el

experimento.

Cuadro 2. Tratamiento mutagénico a las semillas de las lineas avanzadas de

cebada 2194 y 3545,
Genotipo Tratamiento a las semillas

sin fratamiento
Linea 2194 0.5 mM MNH x 0.5 mM MNH (5 horas intervalo®)
1,0 mM NaN, x 0.75 mM MNH (5 horas intervalo*)

sin tratamiento
Linea 3545 0.5 mM MNH x 0.5 mM MNH (5 horas intervalo®)
1.0 mM NaN, x 0.75 mM MNH (5 horas intervalo®)

* Intervalo de iempo de remojo de las semillas en agua destilada entre cada remojo en la
solucién mutagénica.

3.4.1. Procedimiento

1.- Pre-remojo de 100 gramos de semillas de ambas lineas en

agua destilada durante 12 horas a temperatura ambiente.

2.- Remojo de las semillas en la solucion conteniendo 1.0 mM.
de NaN; 6 0.5 mM. de MNH e incubacién de las mismas
durante 3 horas a una temperatura de 24 °C.

3.- Se enjuago las semillas tres veces con agua corriente y se dejo

nuevamente en remojo en agua destilada durante 5 horas.
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4.- Transcurridas las 5 horas de intervalo se realizé un segundo
remojo en la solucion conteniendo 0.75 mM. de MNH 6 0.5
mM. de MNH respectivamente incubando durante 3 horas

adicionales a la misma temperatura , es decir 24 °C.

5.- Enjuague de las semillas tres veces con agua corriente e
inmediatamente se procedi6 a la siembra de las semillas

tratadas en terreno humedo.

3.5. Produccion de lineas Dobles Haploides.
3.5.1. Poblacion M1.

a. Siembra de semillas M1 donadoras de anteras: Se realiz6 en
parcelas de 20 surcos de 1m. de longitud, distribuyendo las
semillas en forma uniforme a lo largo de todo el surco y en

suelo himedo.

b. Coleccién de espigas.

b.1. Seleccién de espigas: Las espigas fueron seleccionadas
en el estado ideal para el cultivo de anteras, es decir, con
microsporas en estado uninucleado. Este estado fue
determinado con ayuda de un microscopio electrénico y
fue asociado a la longitud existente entre la base de la
hoja bandera y la penultima hoja. Se colectaron 150
espigas, 25 por cada tratamiento. La esterilizacién
superficial a los tallos con la espiga en el interior de la
hoja bandera se hizo con un aerosol conteniendo alcohol

al 96%, antes de remover las espigas.
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b.2. Coloracién: Se tomaron las anteras de la parte media de
la espiga con ayuda de un par de pinzas bajo un
estereoscopio y luego de colocarlas en un porta objetos
fueron coloreadas con acetocarmin al 4% y se
examinaron bajo el microscopio. Se tomaron 120 espigas,

20 por tratamiento.

c. Pretratamiento de frio a las anteras: Las espigas con
microsporas en estado uninucleado se colocaron en una placa
petri conteniendo otra pequeiia, con unas gotas de agua
destilada estéril y permanecieron durante 21 dias a una
temperatura de 5°C en oscuridad (condiciones de

refrigeradora).

d. Preparacion de las anteras: Se tomaron las anteras con ayuda
de un estereoscopio usando pinzas pequefias. Luego éstas se
colocaron en ¢l medio de cultivo. Se colocé 30 anteras por
placa petri conteniendo 3 ml. de medio de cultivo BAC-3,
conteniendo 30 % de ficol y 6% de maltosa. La densidad de
anteras en el medio de cultivo estd estimada en 10 anteras
por mililitro de medio de cultivo. Luego, cada placa petri se
identific6, se sell6 con parafina y papel aluminio, y
enseguida se las ubicé en una incubadora. Se tomaron las

anteras de 93 espigas de acuerdo al cuadro 3:
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Cuadro 3. Nimero de repeticiones por tratamiento para realizar la produccion de

_____ dobles haploides. 7 o o
Genotipo | Tratamiento |#deespigas| #deespigasen | #de anteras ‘ Repeticiones |
__mutagénico | colectadas | tratamientodefrio, enculivo | (estigas) |
Testigo 25 20 450 15
| Linea 3545 | 0.5mM MNH Tf}’ 25 20 s T 11
| | OSmMMNH | |
{ 1.0 mM NaN; x 25 ; 20 450 15
0.75 mM MNH ) Y R I —
Testigo 25 20 510 17
|Linea2194 | OSmMMNHx | 25 | 20 390 | 13
3 0.5 mM MNH o B
[ 1L0mMNaN;x 25 20 480 16
| 075mMMNH | e
B Total 150 | 120 L2190 93

e. Incubacién: Las anteras fueron incubadas a una
temperatura de 28°C en oscuridad. Después de 14 dias se
reemplazé la tercera parte del medio de cultivo por la misma
cantidad de medio de cultivo fresco y continué la incubacion

de las anteras.

f. Regeneracién: Después de los 30 dias en incubacion, los
callos o embriones inducidos con 2mm. 6 més de didmetro
fueron transferidos a medio de regeneracién en placas petri
de 100 x 20 mm., colocdndose bajo luz difusa por un periodo
de aproximadamente 1-2 semanas, a una temperatura
aproximada de 22°C. Las plantulas formadas fueron

transferidas luego a un medio de regeneracién conteniendo 4

- gr/lt de carbén activado para favorecer su enraizamiento.

g- Aclimatacién: Las plantas verdes regeneradas fueron
transferidas a macetas de pléstico con sustrato (tierra vegetal
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: arena en proporcién 3 : 1), se las cubrié con vasos de vidrio
para minimizar el estrés producido por el cambio de medio; y
se mantuvieron en una camara de crecimiento durante 1-2

semanas a la temperatura aproximada de 23°C.

h. Las plantas aclimatadas se transfirieron a camas en

invernadero hasta la obtencion de semillas.

3.5.2. Poblacion testigo.
Considerando evidencias de variaciébn gametoclonal en
especies cultivadas “in vitro” se obtuvo Dobles Haploides de
cebada de la poblacién testigo, repitiendo el mismo
procedimiento seflalado para la poblacién M1, a las que
llamamos lineas Dobles Haploides (DH). La semilla de las

lineas MDH y DH se incrementaron en La Molina.

3.6. Evaluacion de las lineas dobles haploides producidas en condiciones

de campo.

Se probaron 58 lineas mutantes dobles haploides (MDH), 34 lineas
dobles haploides (DH) y los testigos Linea 2194 (UNA La Molina
94) y Linea 3545 (UNA La Molina 96) (Cuadro No. 5). En funcién al
nimero de Lineas MDH asi como del nimero de Lineas DH
originados a partir de cada poblacion se consideraron 4 Ensayos de
Rendimiento. Las lineas MDH y las Lineas DH son las siguientes
(Cuadro 4). Cabe seiialar que en el Ensayo 1 estdn incluidas todas las
Lineas MDH y Lineas DH provenientes de la poblacién 2194,
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mientras que en los ensayos 2, 3 y 4 estdn distribuidas las Lineas
MDH y las Lineas DH provenientes de la poblacién 3545. En los 4

ensayos se tuvieron como testigos las 2 poblaciones bésicas.

En el Ensayo 1 se incluyeron 10 Lineas DH, 13 Lineas MDH y 2
testigos es decir, 25 tratamientos, y 3 repeticiones por tratamiento. En
los Ensayos 2,3 y 4 se. La distribucién de las lineas se realizé como
sigue: en el Ensayo 2 se incluyeron 12 Lineas DH, 11 Lineas MDH y
dos testigos. En el Ensayo 3 se incluyeron 7 Lineas DH, 16 Lineas
MDH vy dos testigos y en el Ensayo 4 se incluyeron S Lineas DH, 18
Lineas MDH y dos testigos (Cuadro 4).

Los ensayos se llevaron a cabo en el Fundo San Juan de Yanamuclo
propiedad del Instituto de Desarrollo de Sierra (IRD-Sierra) de la
Universidad Nacional Agraria La Molina ubicado en el distrito de San
Lorenzo, Provincia de Jauja, Departamento de Junin, a una altitud de

3,300 m.s.n.m.. La fecha de siembra fue el 12 de diciembre de 1997.

3.6.1. Datos del cultivo
a. Densidad de siembra: 100 Kg/ha.
b. Dosis de fertilizaciéon: 80-60-0

A la siembra: 60-60-0
Al macollaje: 20-0-0

c. Fertilizantes utilizados: Fosfato Diaménico + Urea agricola.
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Cuadro 4 Ensayos de Rendimiento instalados en el Valle del Mantaro 1997-1998

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
DH2194-001 DH3545-024 DH3545-047 DH3545-070
DH2194-002 DH3545-025 DH3545-048 DH3I545-071
DH2194-003 DH3545-026 DH3545-049 DH3545-072
DH2194-004 DH3545-027 DH3545-050 DH3545-073
DH2194-005 DH3545-028 DH3545-051 DH3545-074
DH2194-006 DH3545-029 DH3545-052 MDH3545-075
DH2194-007 DH3545-030 DH3545-053 MDH3545-076
DH2194-008 DH3545-031 MDH3545-054 MDH3545-077
DH2194-008 DH3545-032 MDH3545-055 MDH3545-078
DH2194-010 DH3545-033 MDH3545-056 MDH3545-079
MDH2194-011 DH3545-034 MDH3545-057 MDH3545-080
MDH2194-012 DH3545-035 MDH3545-058 MDH3545-081
MDH2194-013 MDH3545-036 MDH3545-059 MDH3545-082
MDH2194-014 MDH3545-037 MDH3545-060 MDH2194-083
MDH2194-015 MDH3545-038 MDH3545-061 MDH2194-084
MDH2194-016 MDH3545-039 MDH3545-062 MDH2194-085
MDH2194-017 MDH3545-040 MDH3545-063 MDH2194-086
MDH2194-018 MDH3545-041 MDH3545-064 MDH3545-087
MDH2194-019 MDH3545-042 MDH3545-065 MDH?3545-088
MDH2194-020 MDH3545-043 MDH3545-086 MDH3545-089
MDH2194-021 [MDH3545044 MDH3545-067 MDH3545-090
MDH2194-022 MDH3545-045 MDH3545-068 MDH3545-091
MDH2194-023 MDH3545-046 MDH3545-069 MDH3545-092
Linea 2194-Testigo1 |Linea2194-Testigo1 |Linea2194-Tesigol |Linea 2194-Testigot
Linea 3545-Testigo2 |Linea 3545-Testigo? |Linea 3545-Testigo2 | Linea 3545-Testigo2

DH = Lineas Dobles Haploides

MDH = Lineas Mutantes Dobles Haploides

d. Modalidad de siembra: A surco corrido colocando la semilla

al fondo del surco, luego de haberse colocado el fertilizante.
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3.6.2. Evaluaciones.

Fase de laboratorio. En esta etapa se realizaron las siguientes

evaluaciones:

1. Respuesta de las anteras. Se estima entre 20000 a 30000

microsporas por antera, y cada microspora es capaz de regenerar
una planta; sin embargo, es dificultoso determinar el nimero exacto
de microsporas que se esté4 introduciendo al medio de cultivo. Esto
conduce a que se evalle la respuesta .de las anteras, realizando el
contaje de anteras que han formado al menos un callo o embrién,

transformando luego estos datos a porcentaje.

Namero de anteras con al menos un callo 0 embrién
% de respuesta de las anteras = x 100
Nimero total de anteras introducidas al medio de cultivo

2. Induccién de callos o embriones, determinado en base al niimero

de callos o embriones inducidos en medio de cultivo durante el
periodo de incubacién de las anteras. En el contaje se tomé en
cuenta todos los callos inducidos a los 35 dias de iniciada la
incubacién de las anteras. El porcentaje se determiné en base al

numero de anteras en cultivo.

Ntmero de callos 0 embriones formados
% de callos o embriones = x 100
Namero total de anteras introducidas al medio de cultivo

3. Transferencia de callos o embriones a medio de regeneracion, es
el nimero de callos o embriones capaces de regenerar plantas y se
consideran aquellos con 2 mm. o més de didmetro.

Nimero de callos 0 embriones transferidos

% de transferencia = x 100
Numero de callos o embriones formados
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4. Numero de plantas regeneradas, se realizé el conteo de plantas
albinas o verdes regeneradas por cada 100 anteras en medio de
cultivo. Este dato es uno de los mdas importantes, pues va a
determinar las respuestas de los genotipos al cultivo “in vitro” de
anteras

Numero de plantas regeneradas (verdes y albinas)

% de regeneracion = x 100
Numero total de anteras introducidas al medio de cultivo

5. Tasa de regeneracion, determina el potencial de regeneracién de
plantas de los genotipos. Se obtiene dividiendo el ntmero de
plantas verdes regeneradas entre el numero de callos o embriones

transferidos.

Numero de plantas verdes

Tasa de regeneracion = x 100
Numero de callos 0 embriones {ransferidos

Las caracteristicas evaluadas en esta fase se analizaron en base a los

promedios y tendencias obtenidas por cada tratamiento.
Fase de campo, Se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas:
1. Dias al espigado. Se tom¢ ¢l nimero de dias transcurridos desde la
siembra de los ensayos de rendimiento hasta que el 50% de las plantas

de cada parcela espigo.

2. Dias a la maduracidén. Se tomoé el nimero de dias transcurridos

desde la siembra hasta la maduracién del grano determinado.



3. Numero de granos por espiga, se tom6 20 espigas de cada parcela,

se trillé y se obtuvo el promedio.

4. Peso de 1000 granos. Se contaron 1000 granos al azar de cada

parcela cosechada y se pesaron.

5. Rendimiento por hectdrea, se obtuvo pesando la cosecha de cada

parcela (gr/parcela); luego se hizo la transformacion a Kg/ha.

3.6.3. Andalisis estadistico.

Todos los ensayos fueron analizados bajo el Disefio de Bloques
Completo al Azar, con 25 entradas por tratamiento y tres

repeticiones por cada uno. Asi se tuvo el siguiente modelo

aditivo lineal:

Yij = p + B+t +ej

. Donde:
Yij = Observacion realizada en la unidad experimental (parcela),
del Genotipo /, en la Repeticion j.
p = Media general

Bi = Efecto del j-ésimo bloque o repeticion.

[a)
~.
Il

Efecto del i-ésimo Genotipo.

elj Efecto del error experimental
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Ademds se consider6 la descomposicién de la suma de
cuadrados de los tratamientos para apreciar las diferencias entre
las lineas MDH y DH vy las diferencias entre las lineas dentro

de cada grupo de MDH y DH. El Anilisis de variancia sera

como sigue:

Fuentes de variacion Grados de Libertad
Repeticiones 2
Genotipos ‘ 24

Dobles Haploides 22

DH 9

MDH 12

DH vs. MDH 1

Dobles Haploides vs. testigos 1
Emor 48
Total 74

En los ensayos 2, 3 y 4 ademds del Analisis de Variancia
individual, se realiz6 un Anélisis de Variancia Combinado,
considerando tratamientos comunes y no comunes, donde los
tratamientos comunes fueron los dos testigos, mientras que los
tratamientos no comunes fueron las Lineas MDH y DH con el

~ siguiente Andlisis de Variancia:

Fuentes de vanacién Grados de Libertad
Experimentos 2
Repeticiones dentro de experimentos 6
Tratamientos (ajustados), 70
Interaccion tratamientos comunes X experimentos 2
Emor 144
Total 224
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4. Resultados

4.1. Fase de laboratorio,

Las evaluaciones realizadas durante el desarrollo de las lineas haploides
permitieron obtener informacién de la respuesta de las lineas avanzadas

de cebada al cultivo de anteras “in vitro” y el efecto de los agentes

mutagénicos (MNH y NaNs).

4.1.1.Respuesta de las anteras.

En el cuadro 6 y grafico 2 se aprecia que la respuesta de las anteras
al cultivo “in vitro” de las lineas 3545 y 2194 estan afectadas por la
interaccién genotipo- mutagénico quimico. La linea 3545 respondié
incrementando la respuesta con ambos mutagénicos comparado con
la linea 2194 y tendié a una mayor respuesta en el tratamiento con
NaN; + MNH. La linea 2194 no tuvo diferencias en la respuesta de
las anteras a los tratamientos mutagénicos utilizados. Los
tratamientos mutagénicos mejoraron la respuesta de las anteras de la

linea 3545 y disminuyeron en la Linea 2194.

Cuadro 6. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacién de MNH
y NaN,. Porcentaje de respuesta de las anteras

Linea 3545 | Linea 2194 | Promedio
0.5mM MNH x 0.5 mM MNH 62.67 53.15 57.81
1.0 mM NaN3 x 0.75 mM MNH 68.13 53.31 60.72

Promedio 65.30 53.23

Semillas sin tratar 59.13 74.19
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Grafico 2. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,,
Respuesta de las anteras

Linea 3545 Linea 2194

4.1.2. Induccion de callos o embriones

En el cuadro 7 y grafico 3 se aprecia que el doble tratamiento con
MNH incrementé el nimero de callos o embriones formados por cada
100 anteras en cultivo comparado al tratamiento con NaN3 + MNH
en ambas lineas. Por otro lado es notorio que la induci6n de callos o
embriones se vid afectada también por la interaccion genotipo-
mutagénico quimico. De este modo se indujo mayor nimero de callos
o embriones con los tratamientos mutagénicos en la linea 3545 y

disminuyo en la linea 2194.

38






Cuadro 7. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH
y NaN;. Porcentaje de callos o embriones inducidos por cada 100
anteras en cultivo

Linea 3545 | Linea 2194 | Promedio
0.5mM MNH x 0.5 mM MNH 94724 509.31 728 28
1.0 mM NaN, x 0.75 mM MNH 803.93 374.00 588.97

Promedio 875.59 441.66

Semillas sin tratar 707.93 673.35

Grafico 3. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,.
Porcentaje de de callos ¢ embriones inducidos

Linaa 3545 Linea 2194

4.1.3. Callos o embriones transferidos a medio de regeneracion

En el cuadro 8 y grafico 4 se aprecia que la transferencia de callos o
embriones a medio de regeneracion se vio afectada por la interaccion
genotipo-mutagénico quimico. En la linea 3545 con el tratamiento
doble de MNH se incrementd ligeramente el nimero de callos o

embriones transferidos y en la linea 2194 el incremento fue mayor
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comparado al tratamiento de NaN; + MNH. En ambas lineas se

transfiri6 menor numero de callos o embriones en los tratamientos

mutagénicos comparado a lo transferido cuando no se traté la

semilla.

Cuadro 8. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH
y NaN,. Porcentaje de callos o embriones transferidos a medio de

regeneracion
Linea 3545 | Linea 2194 | Promedio
0.5mM MNH x 0.5 mM MNH 70.76 56.54 63.65
1.0 mM NaN3 x 0.75 mM MNH 67.47 44,00 55.74
Promedio 69.12 50.27
Semillas sin tratar 75.40 61.49

Gréafico 4. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,.
Porcentaje de callos o embriones transferidos a medio de regeneracion

Linea 3545

Linea 2194



4.1.4. Niumero de plantas verdes por cada 100 anteras en medio de

cultivo.

En el cuadro 9 y gréfico S se aprecia que la regeneracién de plantas
verdes por cada 100 anteras en cultivo se vi0 afectada por la
interaccion genotipo-mutagénico quimico. El tratamiento doble de
MNH incrementd la regeneracion de plantas verdes en la linea 3545,
y el tratamiento con NaN3 + MNH en la linea 2194. El efecto del
mutagénico fue notorio en la linea 3545 con la aplicacién de NaN; +
MNH, el porcentaje de regeneracion de plantas verdes se duplicé
comparado a la regeneracion obtenida con las semillas sin tratar.

Este mismo efecto reportaron Umba di Umba et al. (1993).

Cuadro 9. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,,.
Porcentaje de plantas verdes regeneradas por cada 100 anteras en
cultivo.

Linea 3545 | Linea 2194 | Promedio
0.5mM MNH x 0.5 mM MNH 15.10 23.83 19.47
1.0 mMNaN3 x 0.75 mM MNH 25.10 11.67 18.39

Promedio 20.10 17.75

Semillas sin tratar 12.23 18.03
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Grafico 5. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,.
Numero deplantas verdes por cada 100 anteras en cultivo.

30,00
25,0
20,00
15,0
10,0

5,0
Linea 3545 Linea 2194

4.1.5. Numero de plantas albinas regeneradas por cada 100 anteras en

cultivo.

En el cuadro 10 y grafico 6 se aprecia que el tratamiento con NaN; +
MNH disminuyé la regeneracion de plantas albinas por cada 100
anteras en cultivo de la linea 2194 y la aument6 en la linea 3545. El
tratamiento doble con MNH por el contrario disminuyo Ia
regeneracion de plantas albinas de la linea 3545 e incremento en la
linea 2194. Por otro lado la regeneracion de plantas albinas de la

linea 2194 fue menor .
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Cuadro 10. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,.
Porcentaje de plantas albinas regeneradas por cada 100 anteras en
cultivo.

Linea 3545 | Linea 2194 | Promedio
0.5mM MNH x 0.5 mM MNH 26.86 8.21 17.54
1.0 mM NaN3 x 0.75 mM MNH 29.78 354 16.66

Promedio 28.32 5.88

Semillas sin tratar 32.67 8.24

Grafico 6. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la aplicacion de MNH y NaN,.
Numero de plantas albinas por cada 100 anteras en cultivo.

Linea 3545 Linea 2194

4.1.6. Tasa de regeneracion de plantas verdes

En el cuadro 11 se aprecia en promedio de los tratamientos
mutagénicos que de 100 plantas regeneradas 31 fueron plantas verdes
de la linea 3545 y 75 plantas verdes de la linea 2194. Con el

tratamiento mutagénico NaN; + MNH se increment6 la regeneracion
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de plantas verdes de 27 a 46 plantas verdes por cada 100 regeneradas

en la linea 3545 y de 68 a 74 plantas verdes en la linea 2194 en el

tratamiento doble con MNH.

Cuadro 11. Respuesta de las lineas 3545 y 2194 a a aplicacion de MNH
y NaN,. Tasa de regeneracion de plantas verdes

Linea 3545 Linea 2194
verdes | albinas | Total | verdes | albinas | Total
0.5mMMNH x 0.5 mMMNH | 15.10 | 26.86 |- 41.96 | 23.83 | 8.21 | 32.04
1.0mMNaN3x0.75 mMMNH| 25.10 | 29.78 | 54.88 | 11.67 | 3.54 | 15.21
Promedio 20.10 | 28.32 | 63.42 | 17.75 | 5.88 | 23.63
Semillas sin tratar 12.23 | 32.67 | 44.90 | 18.03 | 8.24 | 26.27

En el cuadro 12 se muestra el resumen de los resultados obtenidos

de la evaluacién de la respuesta de las lineas 3545 y 2194 a la

aplicacion d= NaN; y MNH, en el cultivo “in vitro” de anteras.

Cuadro 12. Respuesta de la linea 3545 y linea 2194 al cultivo de anteras “/i7 vitd'.

Respuesta| Calloso Nimero de callos o | Nimero de plantas | Nimero de plantas
Genotipo | Tratamiento de las embriones embriones albinas porcada | verdes por cada
mutagénico | anteras inducidos transferidos 100 anteras 100 anteras
% % % % %
Testigo §9.13 707.93 7540 3267 12.23
Linea 3545 | 0.5mM MNH ; 6247 947.24 70.76 26.86 15.10
10mMNaN3x | 68.13 803.93 67.47 2078 25.10
0.75 m MNH
Testigo 74.18 673.35 6149 8.24 18.03
Linea2194 | 0.5mMMNHX | 53.15 509.31 56.54 8.2 38
|_0.5 mM MNH
10mMNaN3x| 53.31 374.00 4400 354 11.67
0.75 mM MNH




4.2. Fase de Campo

Esta fase permitié evaluar el valor agrondmico de la lineas mutantes

dobles haploides y las diferencias entre ellas especialmente en

caracteres agrondmicos importantes.

4.2.1. Comportamiento de las lineas mutantes dobles haploides de la linea

21%4.

En el cuadro 13 se aprecian los Cuadrados Medios (CM) del
analisis de variancia realizado en el primer ensayo donde se
incluyeron 10 lineas dobles haploides, 13 lineas mutantes dobles
haploides y 2 lineas testigo (Linea 2194 y Linea 3545). El
analisis estadistico muestra diferencias significativas entre
genotipos, en el peso de 1000 granos y rendimiento; entre las
lineas dobles haploides (DH), para dias al espigado y peso de
1000 granos; entre lineas MDH en el peso de 1000 granos y

rendimiento y al comparar el grupo de lineas DH con las lineas

MDH en el peso de 1000 granos.

Cuadro 13. Andlisis de variancia de los Dobles Haploides de la linea 2194

Fuentes de Cuadrados Medios
Variacién Gradosde| Diasal | Diasala |#granos/| Peso 1000 Rendimien-
Libertad | espigado | maduracion| espiga | grancs to kg/ha.
Repeticiones 2 9.28 21.64 36.49 | 18.89* 110010638.00 *
Genotipos 24 16.56 23.53 2622 | 15.15** | 1279234.95 *
Dobles Haploides | 22 1693 * | 2547 26.95 | 16.51 ** | 1363871.75*
DH 9 22.61* | 25.29 23.04 | 14.89** | 1128313.03
MDH 12 13.80 24.25 31.88 | 17.17** | 1567803.43 *
DH vs. MDH 1 3.30 43.83 | 3.03 | 23.28* | 1036810.30
DHs. Vs. Test. 1 20.98 0.06 4.26 | 0.16 336922.80
Error 48 9.32 21.46 21.86 | 5.29 679217.11
Total 74

* Significacion a 5 % de probabilidad
* Significacién al 1 % de probabiidad
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En el cuadro 14 se muestran los pardmetros de variabilidad: S*y
Coeficiente  de Variabilidad (C.V.) y los valores maximo,
minimo y promedio de las variables agronémicas evaluadas de la
linea 2194. No hubo diferencias en la variabilidad de los
parametros: dias al espigado, dias a la maduracién del grano,
nimero de granos por espiga y peso de 1000 granos, pero si fue
notoria en el rendimiento. Por otro lado se aprecia mayor
variabilidad entre las lineas MDH provenientes de la induccién

de mutaciones.

Dias al espigado.
En el cuadro 14 se aprecia que la variacién entre las lineas DH
(provenientes de variacién somaclonal) fue ligeramente superior
a la variacion entre las lineas MDH. El rango de variacién dentro
de los genotipos obtenidos por variacién somaclonal (DH) fue de
10 dias. La linea DH2194-006, espigd a los 70 dias y la linea
DH2194-009 a los 60 dias. Entre los genotipos mutantes dobles
haploides (MDH) el rango fue de 8 dias. La linea MDH2194-012
"espigé a los 71 dias y la linea MDH2194-014 a los 63 dias. La
linea testigo espigé a los 69 dias.

Dias a la maduracién del grano.

En el mismo cuadro 14 se aprecia que las diferencias en la
variabilidad entre las lineas DH y MDH es insignificante para
este caracter. Dentro del grupo de genotipos DH el rango fue de
9 dias. La lineas DH2194-001 y DH2194-006 maduraron a los
136 dias y la linea DH2194-009 maduré a los 127 dias. Dentro
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de los genotipos MDH el rango de variacién fue de 8 dias, las
lineas MDH2194-013 y MDH2194-016 maduraron a los 135
dias y las lineas MDH2194-020 y MDH2194-022 maduraron a

los 127 dias. La linea testigo madurd a los 133 dias.

Numero de granos por espiga.

La variabilidad y el promedio de las lineas MDH fue ligeramente
superior a la de las lineas DH. Dentro de los genotipos DH el
rango de variaciéon fue 8 granos. Las lineas DH2194-001 y
DH2194-002 formaron 48 granos por espiga y la linea DH2194-
006 formo 40 granos. Dentro de los genotipos MDH el rango fue
12 granos por espiga. La linea MDH2194-011 form¢ 52 granos y
las lineas MDH2194-013 y MDH2194-017 40 granos. El testigo
formé 47 granos (Cuadro 14).

Peso de 1000 granos

La variabilidad y el promedio de las lineas MDH son también
ligeramente superior a la de las lineas DH. Dentro de los
‘genotipos DH, 2 de las lineas superaron al testigo. El peso de
1000 granos de la linea DH2194-009 fue de 41.87 gramos y de la
linea DH2194-005, 34.73 gramos mostrando un rango de 7.14
gramos. En el grupo de genotipos MDH, el peso de 1000 granos
vari6 desde 34.40 gramos en la linea MDH2194-017 hasta 42.33
gramos en la linea MDH2194-021 alcanzando un rango de 7.93
gramos. En el testigo, 1000 granos pesaron 37.37 gramos
(Cuadro 14).



Cuadro 14. Valores promedio, maximo y minimo, variancia y coeficiente de variacion de
los caracteres agronémicos de los dobles haploides de la linea 2194.

Dias al Diasala |No.granos| Pesode |)Rendimiento
espigado | maduracién | por espiga | 1000 granos | (Kg/ha)
Lineas DH
Valor Méx. 70 136 48 41.87 4427
Valor Min. 60 127 40 34.73 2635
Promedio 67.47 13330 44.80 37.03 3647.92
s* 7.60 1.79 1.73 4.96 376104.38
CVv. 4.09 % 2.09% 6.21 % 6.01 % 16.81 %
Lineas MDH
Valor Max. 71 135 52 42.33 4906
Valor Min. 63 127 40 34.40 1969
Promedio 66.92 131.69 45.23 38.20 3400.64
s 491 7.23 11.36 573 | 696798.22
C.Vv. 331% 2.04 % 7.45% 6.27 % 24.55%

DH: Dobles haploides provenientes de variacion gametocional
MDH : Mutantes dobles haploides

Rendimiento en Kg/ha.

En el rendimiento la variabilidad existente entre las lineas MDH
es muy superior a la de las lineas DH permitiendo afirmar que la
variacién inducida por los agentes mutagénicos utilizados en el
experimento es mayor que la producida por la variacién
gametoclonal. El rango de variacion fue de 1792 kg/ha. dentro de
los genotipos DH. La linea DH2194-002 rindi6 4427 kg/ha. de
grano y la linea DH2194-004, 2635 kg/ha. Dentro de los
genotipos MDH el rango de variacion fue de 3037 kg/ha. . La
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linea MDH2194-022 rindié 4906 kg/ha y la linea MDH2194-
013, 1969 kg/ha. El testigo rindié 3510 kg/ha.. Se obtuvo mayor
variacion en el rendimiento con los tratamientos mutagénicos que

con variacion gametoclonal (Cuadro 14).

4.2.2. Comportamiento de las /ineas mutantes dobles haploides de la linea
3545,

En el cuadro 15 se aprecian los resultados obtenidos luego de
realizar el andlisis de variancia combinado considerando
tratamientos comunes: dos lineas testigo (Linea 3545 y Linea
2194) y no comunes: 24 Lineas dobles haploides (DH), 45
Lineas mutantes dobles haploides (MDH). Las 71 lineas
evaluadas: 69 dobles haploides de la linea 3545 y los 2 testigos
fueron distribuidas en tres experimentos: Ensayo 2 incluy6 12
lineas DH, 11 Lineas MDH y las dos lineas testigo mencionadas.
Ensayo 3 con 7 lineas DH, 16 lineas MDH y dos lineas testigo y
Ensayo 4 con S5 lineas DH, 18 lineas MDH y las dos lineas
testigo. Las diferencias entre los genotipos fueron significativas
en todos los caracteres agronémicos evaluados: dias al espigado,
dias a la maduracién del grano, niimero de granos por espiga,

peso de 1000 granos y rendimiento en kg/ha.

49



Cuadro 15. Analisis de variancia combinado de expenimentos con tratamientos
comunes y no comunes de los dobles haploides de la linea 3545.

Fuentes de Cuadrados Medios
Variacién Gradosde | Diasal Diasala | #granos/ | Peso 1000 | Rendimiento kg/ha.
Libertad | espigado | maduracidn | espida | granos

Experimentos 2 10.86 287.37 ** |69.69 * 5.22 7878229.50 **
Repeticiones 6 23.02 ** 5737**]25.69* 116.75* 1667362.50 **
Trat. (ajustados) 70 18.56 **| 4243 **[2509**| 11,46 ** | 643554.33 **
Inter. Genotipo 2 272+ 9.72 12097 1.99 135796.00
X Experimento.
Emor 144 5.99 8.10 12.21 5.89 345576.22
Total 224

*  Significacion al 5 % de probabilidad
** Significacién al 1 % de probabilidad

En el cuadro 16 se aprecian los promedios ajustados de los

grupos de lineas DH, MDH y testigos. Los datos obtenidos en

promedio de los dias al espigado, dias a 1a maduracion del grano,

numero de granos por espiga y peso de 1000 granos no difieren

significativamente en ambos grupos de lineas DH y MDH y

rindieron menos que el testigo 2 (Linea 3545).

Cuadro 16. Promedios ajustados de los DH de la linea 3545

Grupo |No.de| Dfasal | Diasala No. de Peso de | Rendimiento
de lineas | lineas | espigado | maduracién |  granos 1000 Kgha.
porespiga | granos
DH- 24 64.55 124.88 4768 41.86 3550.29
MDH 45 64.31 123.85 44.19 41.01 3655.54
T1-2194 1 68.67 131.33 48.98 41.83 3826.33
T2-3545 i 63.33 123.67 4591 43.62 4017.33
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En el andlisis de variancia individual de los ensayos se aprecia
diferencias en algunos de los caracteres evaluados. En el cuadro 17
se muestra el ANVA realizado en el ensayo 2 en donde se aprecian
diferencias altamente significativas entre los genotipos en los dias al
espigado, dias a la maduracién del grano y nimero de granos por
espiga. Hubo diferencias también entre las lineas DH y MDH en
los dfas al espigado y dias a la maduracién del grano. Del mismo
modo las diferencias fueron significativas al comparar las lineas DH
vs. MDH en el nimero de dias al espigado, nimero de granos por
espiga y rendimiento en kg/ha y también al comparar los dobles
haploides (DH + MDH) con los testigos. Los Dobles haploides
difieren significativamente de los testigos en el niimero de granos

por espiga y el peso de 1000 granos.

Cuadro 17 . Analisis de variancia de los Dobles Haploides de !a linea 3545. Ensayo 2

Fuentes de Cuadrados Medios
Variacion Gradosde| Diasal | Diasala | #granos/ | Peso Rendimien-
: Libertad | espigado | maduracién | espiga 1000 to kg/ha.
granos

Repeticiones 2 39.24 ** | 153.78 ** | 26.77 1,92 {2070644.20 **
Genotipos 24 2026 ** | 2596 ** | 36.00**| 8.74 425890.75
Dobles Haploides 22 21.66** | 21.59** | 34.66**| 17.59 401163.92

DH 11 1742 ** | 21.06** | 19.31 8.08 126130.36

MDH 10 23.95%* | 23.56** | 19.34 7.75 126130.36

DH vs. MDH 1 4525 ** 7.71 356.58 ** | 0.65 |5404500.00 **
Dob. Hap. vs. Tes. 1 8.28 43.87* |101.41**| 33.68* | 871288.40
Error 48 425 7.70 12.83 5.04 363773.03
Total 74

* Significacién al 5 % de probabilidad

* Significacién al 1 % de probabidad

51






En el cuadro 18 se muestra el ANVA del ensayo 3 donde se
aprecian diferencias significativas entre los genotipos en los dias
al espigado y rendimiento. Hubieron diferencias altamente
significativas entre las lineas MDH en rendimiento, al comparar
las lineas DH vs. MDH en el nimero de dias al espigado y del
mismo modo al comparar las lineas dobles haploides (DH +
.MDH) con los testigos en los dias al espigado y dias a la

maduracion del grano.

Cuadro 18. Analisis de variancia de los DH de la linea 3545. Ensayo 3

Cuadrados Medios
Fuentes de Grados de| Dfasal Diasala |#granos/ |Peso1000; Rendimien-
Variacién Libertad | espigado | maduracién | espiga | granos to kg/ha.
Repeticiones 2 4.18 16.00 12.69 6.85 52457032 ¢
Genotipos 24 | 1586*| 1325 10.470| 5.17 [341137.15*
Dobles haploides 22 13.72 11.31 1094 | 520 {344459.71*
DH 11 5.60 7.54 16.90 7.07 |173378.58
MDH 10 14.29 11.08 8.63 4.19 |433420.67 **
DH vs. MDH 1 4398 * 0.94 8.73 0.44 440
Dob. Hap. vs. Tes. 1 3470% | 68.18 ** 1.91 920 1609173.70
Emor 48 7.85 8.71 9.39 7.09 [154724.39
Total 74

" Significacion al 5 % de probabilidad
" Significacién al 1 % de probabilidad

En el cuadro 19 se muestran los cuadrados medios de las
- diferentes fuentes de variacion obtenidos del ANVA del ensayo 4
donde se aprecian diferencias significativas entre los genotipos

en los dias al espigado, dias a la maduracién.
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Cuadro 19. Andlisis de variancia de los DH de la linea 3545. Ensayo 4

Cuadrados Medios
Fuentes de Gradosde| Diasal Diasala | #granos/ | Peso 1000 Rendimiento
Variacion Libertad | espigado | maduracion | espiga | granos ka/ha.
Repeticiones 2 25.66 * 2.34 37.62 41.47 ** 12705004.4] **
Genotipos 24 19.98 ** | 59.72** | 24.01 19.52 ** | 454917.92
Dobles Haploides 22 19.40** | 54.15** | 2546* | 19.97** | 425042.51]
DH 11 23.23 ** | 79.17** | 21.53 30.96 ** | 489518.20
MOH 10 11.85*% | 42.62** | 22.13 18.19 ** | 421304.18
DH vs. MDH 1 52.69 ** | 137.79 ** 0.01 24.37* 11247163.00
Dob. Hap. vs. Tes. 1 0.02 104.35 ** | 16.17 4.64 319932.00
Emor 48 5.86 7.89 14.40 5.54 513937.31
Total 74

" Significacion al 5 % de probabilidad

** Significacion al 1 % de probabilidad
del grano y peso de 1000 granos, entre las lineas DH, MDH y al
comparar ambos grupos de lineas (DH vs. MDH) en dias al
espigado, dias a la maduracién del grano y peso de 1000 granos
y también al comparar los dobles haploides (DH + MDH) con los

testigos en los dias a la maduracién del grano.

En el cuadro 20 se muestran los parametros de variabilidad: S*y
Coeficiente = de Variabilidad (C.V.) y los valores méximo,
minimo y promedio de las variables agrondmicas evaluadas de la
linea 3545. Se encontrd mayor variabilidad en los parametros:
nimero de granos por espiga y rendimiento. La mayor
variabilidad encontrada fue en las lineas MDH provenientes de la

induccién de mutaciones.
Dias al espigado

La variabilidad en las lineas MDH fue ligeramente superior a la

de las lineas DH mientras que el promedio fue menor. Dentro de
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los grupos de genotipos DH, las lineas DH3545-071 y DH3545-
072 espigaron més tardiamente, a los 68 dias y la linea DH3545-
075 espigod a los 58 dias mostrando un rango de 10 dias. Dentro
de los genotipos MDH la linea MDH3545-039 espig6 a los 69
dias y la linea MDH3545-077 espig6 a los 60 dias con un rango
de 9 dias. El testigo espigo a los 63 dias (Cuadro 20).

Dias a la maduracion del grano

Se aprecia variabilidad ligeramente superior entre las lineas
MDH mientras que el promedio es algo menor. El rango de
variacién dentro de los genotipos DH fue de 10 dias, la linea
DH3545-035 maduré a los 130 dias y la linea DH3545-053
maduré a los 120 dias. Dentro de los genotipos MDH el rango de
variaciéon fue de 12 dias, la linea MDH3545-043 fue la mas
tardia con 132 dias y las lineas MDH3545-059, MDH3545-064,
MDH3545-065, MDH3545-079, MDH3545-084, MDH3545-
085, MDH3545-088,  MDH3545-089, MDH3545-090,
maduraron a los 120 dias. El testigo madur6 a los 123 dias. Se
observé una mayor variabilidad en los genotipos provenientes de
induccién de mutaciones. La mayor parte de los genotipos

maduré antes que el testigo (Cuadro 20).

Numero de granos por espiga

La variabilidad y el promedio de las lineas DH provenientes de
variacién gametoclonal fue superior. El rango de variacion
dentro de las lineas DH de 14 granos, la linea DH3545-031
formd 54 granos, y la linea DH3545-074, formé 40 granos por
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espiga. El rango de variacion dentro de las lineas MDH fue de
11 granos, la linea MDH3545-092, form6 50 granos y la linea
MDH3545-087 formé 39 granos por espiga. El testigo formé 46
granos por espiga (Cuadro 20).

Peso de 1000 granos

La variabilidad entre las lineas MDH fue ligeramente superior
mientras que el promedio fue ligeramente menor. El rango de
variacion dentro de las lineas DH dé 5.97 gramos, 1000 granos
de la linea MDH3545-071 pesaron 44.48 gramos y de la linea
MDH3545-025 pesaron 38.51 gramos. Dentro de las lineas
MDH el rango de variacién fue de 7.29 gramos, 1000 granos en
la linea MDH3545-090 pesaron 44.72 gramos y en la linea
MDH3545-077 pesaron 37.43 gramos. En el testigo 1000 granos
pesaron 43.62 gramos. (Cuadro 20).

Rendimiento en grano (kg/ha.)

La variabilidad y el promedio de las lineas MDH fueron
superiores a lo obtenido entre las lineas DH. Al igual que en la
linea 2194, hubo mayor variacién en la obtenida por induccion
de mutaciones con los mutdgenos utilizados que aquella obtenida
por variacién gametoclonal. El rango de variacién dentro de las
lineas DH fue de 1240 kg/ha., la linea DH3545-075 rindi6 4365
kg/ha. y fue la tnica que superd el rendimiento del testigo y la
linea DH3545-025 rindi6é solo 3125 kg/ha. Dentro de las lineas
MDH el rango de variacién fue de 1833 kg/ha., la linea
MDH3545-085 rindi6 4625 kg/ha. y la linea MDH3545-047
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rindi6 2792 kg/ha de grano; 9 lineas superaron el rendimiento del
testigo. El testigo rindié 4017 kg/ha (Cuadro 20).

Cuadro 20. Valores promedio, maximo y minimo, variancia y coeficiente de variacién de
los caracteres agronémicos de los dobles haploides de la linea 3545.

Dias al Diasa |{No.granos | Pesode Rendimiento
espigado | maduracién | porespiga | 1000 granos | (Kgha)
Lineas DH
Valor Max. 68 130 54 44.48 4365
Valor Min. 58 120 40 - 38.51 3125
Promedio 65.55 124.88 47.68 41.86 3550.30
s 12.89 7.92 31.06 298 198447.94
cVv. 548% | 225% | 11.69% | 412% 12.55%
Lineas MDH
Valor Max. 69 132 50 44.72 4625
VaorMin. | 60 | 120 39 3743 2792
Promedio 64.31 123.85 44,20 41.01 3655.54
g 16.28 13.95 13.96 3.89 555034.63
CVv. 627% | 3.02% | 845% 4.81% 2038 %

DH: Dobies haploides provenientes de variacion gametoclonal
MDH ; Mutantes dobles haploides
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5. Discusion de Resultados

La produccién de lineas dobles haploides, a través del cultivo “in vitro”
de anteras, en las condiciones de la investigacion realizada resulté
altamente dependiente del genotipo, reafirmando lo reportado por otros
investigadores. (Grunewaldt and Malepzy, 1975 en cebada, Martin and
Milo, 1981; Zapara et al.,1986; Data et al 1990, en arroz; Powell, 1990,
etc.). La variable més importante y que determina la eficiencia en la
respuesta al cultivo de anteras “in vitro”, es el porcentaje de plantas
verdes regeneradas. La linea 2194 regener6 mayor porcentaje de plantas

verdes que la linea 3545.

El medio ambiente en el cual se desarrollan las plantas donadoras de
anteras es otro de los factores determinantes, en la produccion de dobles
haploides debido a que las variaciones en las condiciones
medioambientales ocasionan desuniformidad en el desarrollo de las
microsporas dentro de la antera. En las observaciones realizadas, en
microscopio, se observaron microsporas en estados tempranos, (meiosis-
tétrada, donde no se observa el niicleo); microsporas en estado optimo
(uninucleado) y en estado tardio, (binucleado). Las plantas donadoras de
las lineas avanzadas (Linea 3545 y Linea 2194) crecieron en condiciones
de campo. Olsen en 1987 reporté la regeneracion de 464 plantas verdes
por cada 100 anteras en cultivo y Hunter et al en 1988, reporté6 600
plantas verdes regeneradas por cada 100 anteras en cultivo, las plantas

donadoras de anteras crecieron bajo condiciones de invernadero.
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Es importante afiadir el efecto estimulante del agente mutagénico en la
regeneracion de plantas verdes en funcién con la dosis utilizada del
mutagénico, el tratamiento mutagénico mismo (simple o doble) y el
genotipo. El efecto del mutagénico quimico ya fue reportado por
Maluszynski y Adamska en 1976, ellos utilizaron MNH en semillas de
Nicotiana langsdorfii, N. tabacum y N. rustica, Przewoszny et al. en
1980 también reportaron el efecto estimulante del mutagénico MNH
aplicado a las inflorescencias de papa diploide antes de realizar el cultivo
de anteras, Umba di Umba et al, en 1991 reportaron el efecto del MNH
aplicado a las semillas de cebada que crecieron y donaron las anteras para
el cultivo “in vitro”. La utilizacién de los agentes mutagénicos NaN3 +
MNH permitié incrementar significativamente la regeneracién de plantas
verdes de la linea 3545, se regeneraron 25 plantas verdes por cada 100
anteras mientras que 23 plantas verdes por cada 100 anteras fueron
regeneradas con el tratamiento doble de MINH en la linea 2194. Es decir
la eficiencia en la respuesta al cultivo de anteras “ in vitro” de estas lineas
avanzadas en las condiciones de este experimento dependi6 del genotipo,
tratamiento mutagénico a las semillas y del uso combinado de los agentes

mutagénicos utilizados.

El uso del tratamiento mutagénico doble a las semillas incluyendo al
MNH y la Azida de Sodio fue recomendado por Maluszynska y
Maluszynski en 1983. El doble tratamiento mutagénico induce una mayor
frecuencia de mutaciones clorofilicas sin afectar la tasa de dafio somatico
en comparacion con el tratamiento mutagénico simple. Del mismo modo,
a bajas dosis del doble tratamiento mutagénico se obtiene una alta

frecuencia de mutaciones puntuales, comparado con el tratamiento
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mutagénico simple debido a que altas concentraciones del mutdgeno

ocasionan una menor sobrevivencia de las plantas de la poblacién M1.

El efecto estimulante de los agentes mutagénicos en el mayor numero de
plantas verdes regeneradas incrementa la produccidén de lineas dobles
haploides. De este modo es posible superar el nimero minimo de lineas
dobles haploides posibles de seleccionar. Pickering and Devaux en 1992
y Alejar et al. en 1995 reportaron la selecciéon de muchos cultivares de
menos de 20 lineas dobles haploides producidas por cruce. Luego de
evaluar las caracteristicas de las Lineas DH producidas se las puede

incluir en los programas de mejoramiento de la cebada.

La mayor respuesta de las anteras, no implicé una mayor induccién de
callos o embriones y una mayor regeneracién de plantas. En algunos
casos se logré inducir una mayor cantidad de callos o embriones; sin
embargo, no todos ellos lograron regenerar plantas verdes, es decir que no
existié para las condiciones del experimento, relacioén entre la respuesta
de las anteras, el numero de callos inducidos y transferidos con el nimero

de plantas verdes regeneradas.

El efecto de los agentes mutagénicos (induccion de mutaciones) y el
“estress” del cultivo “in vitro” (variacién gametoclonal), produjo
variaciones en una serie de parametros evaluados en campo. La variacion
gametoclonal probablemente se deba a que gran cantidad de callos se
transfirieron al medio de regeneracion después de los 40 dias. La mayor
parte de callos fueron transferidos después de los 70 dias de permanencia

en medio de induccion en que lograron el desarrollo minimo para ser
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transferido de 2mm. de didmetro (Cuadro 21). Alhoowalia, (1997)
sostuvo que mientras mayor es el tiempo de permanencia en estado de
callo, es mayor la posibilidad de encontrar variaciones somaclonales entre

las plantas regeneradas.

Cuadro 21. Dias a la transferencia de callos 0 embriones a medio de regeneracion
de las lineas 2194 y 3545 en el cultivo de anteras “in viid'.

Tratamiento Nlmero de callos transferidos
Genotipo | mutagénico | 3040 dfas |41-50dlas | 51-60dias |61-70dias |+71dias

: Testigo 75 0 406 19 631

Linea 3545 | 0.5mM MNH x 0 61 < 263 0 879
| 0.5 mMMNH

1.0 mM NaNs x 0 299 29 0 635
0.75 mM MNH

Testigo 115 27 313 0 592

Linea 2194 {0.5mM MNH x 0 101 348 0 564
| 0.5 mM MNH

1.0 mM NaNs x 0 43 163 0 508
0.75 mM MNH

En los ensayos llevados a cabo en campo se pudo evaluar las diferencias
entre las lineas dobles haploides producidas a través del cultivo de anteras
“in vitro” y determinar las diferencias en la magnitud de la variabilidad
producida por la induccién de mutaciones provocada por los tratamientos
mutagénicos (NaN; y MNH) y la provocada por la variacion
gametoclonal. Considerando la importancia de la variabilidad en los
programas de mejoramiento, ambas vias: tanto la induccién de mutaciones
como la variacién obtenida a través del cultivo “in vitro” (Variacion
gametoclonal) pueden utilizarse para generar mayor variabilidad. Los
cambios ocasionados por la variacién gametoclonal fueron reportados por
Oono 1975, Walcasa 1982, Powell et al 1986, Bjornastad et al 1993.
Estos cambios que fueron definidos como ‘“variaciones gametoclonales”
por Scowcraft and Larkin en 1981 se muestran principalmente en los
caracteres cuantitativos y son positivos cuando nuestro objetivo es

ampliar la variabilidad genética para utilizarla en el mejoramiento de una
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variedad; sin embargo, por otro lado es negativo si el objetivo es la

purificacion de una variedad.

Para los caracteres evaluados en la linea 2194: dias al espigado y dias a la
maduracion hubo mayor variacion en los genotipos provenientes de
variacion gametoclonal y para los caracteres: niimero de granos por
espiga, peso de 1000 granos y rendimiento en grano la mayor variacion
estuvo en los genotipos provenientes de la induccion de mutaciones. En la
linea 3545 hubo mayor variacién en los genotipos provenientes de
variacién gametoclonal para los siguientes caracteres: Dias al espigado y
nimero de granos por espiga; mientras que para los demds caracteres
evaluados: Dias a la maduracién del grano, altura de planta, peso de 1000
granos y rendimiento en grano la mayor variacién estuvo en los genotipos

provenientes de la induccion de mutaciones.

Es decir que la induccién de mutaciones ocasiondé mayor variacion en los
componentes del rendimiento, en ambas lineas avanzadas. En la linea
2194, uno de los trece genotipos MDH super6 en rendimiento de grano al
testigo. La linea MDH2194-022 rindié 4906 kg/ha, es decir 40% mas que
el testigo. También uno de los diez genotipos DH provenientes de
variacion gametoclonal rindierc;n mas que el testigo. La Linea DH2194-
002 rindi6 4427 kg/ha., es decir, 26% mas que el testigo. En la linea
3545, dos genotipos DH de 24 provenientes de variacion gametoclonal
rindié mds que el testigo superandolo en tan solo 8 %. Mientras que 9 de
los 45 genotipos MDH rindieron mas que el testigo. La linea MDH3545-
085 rindi6 4625 kg/ha., es decir 15 % mas. La variabilidad reportada en

los mutantes y gametoclones mayormente se refieren a modificaciones en
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los caracteres cualitativos; sin embargo, también se reporté incrementos
significativos en el rendimiento; en 1983 en Pakistan, el cultivar mutante
de algodén ‘NIAB 78’ duplicé la produccién de dicho pais; en
Checoslovaquia se liberé la variedad mutante de cebada ‘Diamante’ que
superd en 12% al rendimiento de la variedad original. En la India se
reporté dos somaclones de Brassica, BIO-902 y BIO-YSR de alto

rendimiento de aceite.

Hay que anotar que no hubo incidencia de enfermedades de importancia
econodmica que afectaron la produccién del cultivo en el experimento. No
se observé ataques de roya probablemente debido a que estas lineas (linea
2194 y linea 3545), son resistentes al patégeno Puccinia hordei y
Puccinia striiformis f.sp. hordei, sin embargo es importante anotar
también el incremento de las manchas foliares causadas principalmente

por el patégeno Drechslera sp.
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6. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas del presente experimento son validas bajo las

condiciones del mismo. A continuacién se presentan:

l.-

Fue posible producir lineas DH de las lineas avanzadas de cebada

3545 y 2194 a partir del cultivo de anteras “in vitro” .

2.- La linea 2194 tuvo mejor respuesta que la Linea 3545 en niimero de

plantas verdes regeneradas por cada 100 anteras en cultivo. En la linea
2194 se regeneraron 18 % y en la linea 3545 se regeneraron 12 %

plantas verdes.

Se aprecidé alta dependencia del genotipo y gran influencia de las
condiciones medioambientales en la respuesta al cultivo de anteras “in

vitro”.

Los tratamientos mutagénicos a las semillas tuvieron efecto en la
regeneracion de plantas verdes en el cultivo de anteras “in vitro”. El
tratamiento doble con MNH increment6 en 30 % el niimero de plantas
verdes regeneradas en la linea 2194; el incremento en la linea 3545
fue insignificante con el mismo tratamiento. El tratamiento doble de
Azida de sodio mas MNH duplicé el porcentaje de regeneracion de
plantas verdes en la linea 3545 (25 plantas verdes regeneradas por
cada 100 anteras en cultivo); por el contrario, este porcentaje

disminuy6 en la linea 2194 con el mismo tratamiento. Es importante
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afiadir que el porcentaje de regeneracion de plantas verdes dependié

del genotipo y del tratamiento mutagénico.

5.- No hubo relacién entre la respuesta de las anteras, callos inducidos,

callos transferidos y plantas verdes regeneradas.

6.- La induccion de mutaciones produjo mayor variaciéon en los
caracteres que la variacion gametoclonal. En el rendimiento fue maés
notoria dicha variacion, y permitié obtener 3 lineas que superaron
significativamente a los testigos (MDH2194-022, 4906 kg/ha;
MDH3545-085, 4625 kg/ha; MDH3545-092, 4479 kg/ha.). Los
testigos: la linea 2194 rindié 3510 kg/ha. y la linea 3545 rindi6 4017

kg/ha.

7.- La reduccién en el nimero de dias a la maduracion provocada tanto
por la induccién de mutaciones como por la variacién gametoclonal

no fue significativa.

8.- La variacién gametoclonal produjo mayor variacién en el nimero de
dias al espigado y nimero de dias a la maduracién del grano en la
linea 2194 y en el niimero de dias al espigado y numero de granos por

espiga en la linea 3545.

9.- La induccién de mutaciones produjo mayor variacién en el nimero de
granos por espiga, peso de 1000 granos y rendimiento en grano en la
linea 2194 y en el nimero de dias a la maduracién, peso de 1000

granos y rendimiento en grano en la linea 3545.
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l.-

7. Recomendaciones

Es recomendable para asegurar que existe estabilidad en el
comportamiento de las lineas repetir los mismos ensayos en otras
localidades y aflos con el objeto de tomar la decisién de liberar la

nueva variedad.

Es importante asimismo complementar el trabajo con el estudio
minucioso de las caracteristicas morfoldgicas de la planta y de la

calidad del grano.

La técnica de produccion de DH a través del cultivo de anteras “in
vitro” puede utilizarse junto con la induccién de mutaciones en el
mejoramiento de la cebada con el objeto de fijar rdpidamente los
caracteres inducidos deseados para el mejoramiento de las variedades
de cebada y abren la posibilidad para su adopcién en los programas de

mejoramiento de la cebada y de otros cereales de importancia.
Tanto la induccién de mutaciones como la variacién gametoclonal

pueden utilizarse como vias para incrementar la variabilidad y

utilizarla en los programas de mejoramiento de los cultivos.
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Resumen

La técnica de produccién de Dobles Haploides (DH), esta siendo utilizada
en muchas areas del mejoramiento genético y la investigacion. Esta
técnica proporciona dos ventajas importantes, la reduccién del tiempo en
el proceso de desarrollo de una variedad mejorada y permite mejorar la
eficiencia de la seleccion. La homocigosidad de los individuos
heterocigotas que ocurre en la primera generacion es la clave de la técnica.
Otro sistema en donde los DH tienen gran utilidad son las mutaciones
inducidas. A través del sistema de DH se puede fijar rapidamente la
caracteristica de los genotipos mutantes y seleccionar los mismos con
mayor eficiencia. L.a combinacion de ambas técnicas constituye un sistema
importante para mejorar la eficiencia en el desarrollo de una variedad de
cebada y otros cultivos. Los métodos de obtencion de DH de cebada mas
utilizados son la androgenesis (cultivo “in vitro” de anteras 0 microsporas)
y por cruzas interespecificas (método “bulbosum™). Los rayos gamma y
los mutagénicos quimicos son las fuentes de induccion de mutaciones mas
usadas. El trabajo realizado tuvo como objetivos: 1). Desarrollar Lineas
Dobles Haploides de cebada a partir de poblaciones M1, empleando la
técnica de cultivo de anteras “in vitro”. 2). Evaluar el efecto de la
aplicacion de azida de sodio (NaN3) y N-metil-N-nitroso Urea (MNH) en
la produccion de Lineas Dobles Haploides de cebada. y 3). Evaluar el
comportamiento de las lineas Mutantes Dobles Haploides, en condiciones
de campo. Se utilizaron 2 Lineas avanzadas de cebada: Linea 2194 y
Linea 3545. Las semillas de estas lineas se trataron con dos mutagénicos

quimicos (NaN3; y MNH) en tratamientos dobles (0.5 mM. MNH x 0.5



mM MNH y 1.0 mM. NaN; x 0.75 mM. MNH). El experimento fue
dividido en dos partes:

1™ Parte. Fase de Laboratorio.

Se tomaron las anteras de las plantas M1 y los testigos (sin tratamiento
mutagénico) desarrollados en condiciones de campo y se cultivaron “ in
vitro ” siguiendo el protocolo establecido para el cultivo de anteras de
cebada. La respuesta al cultivo “ in vitro ” de anteras se evalud a través del
numero de plantas verdes regeneradas por cada 100 anteras en medio de
cultivo. La regeneracion se incrementd 30 % con el tratamiento de 0.5
mM. MNH x 0.5 mM. MNH (23 %) comparado al testigo Linea 2194 (18
%) y se duplico en el tratamiento con 1.0 mM. NaN; x 0.75 mM. MNH
(25 %) comparado al testigo Linea 3545 (12 %).

2% Parte. Fase de Campo, las lineas DH (Dobles Haploides) y MDH

(Mutantes Dobles Haploides) producidas fueron cultivadas en el Valle del
Mantaro 97-98 agrupandolas en 4 Ensayos de Rendimiento. En cada
Ensayo de Rendimiento de 25 genotipos se incluyeron los testigos (Linea
2194 y Linea 3545) con 3 repeticiones. Se evaluo los dias al espigado, dias
a la maduracion del grano, numero de granos por espiga, peso de 1000
granos y rendimiento en kg/ha. Se analizé estadisticamente cada ensayo
utilizando el Disefio de Bloques Completo al Azar y en los ensayos 2, 3 y
4 (DH y MDH de la Linea 3545) se realiz6 el analisis Combinado con
tratamientos comunes y no comunes. S¢ obtuvo diferencias significativas
en el rendimiento entre los Dobles Haploides evaluados. E1 MDH2194-
022 rindi6 4906 kg/ha y superd al testigo Linea 2194 que rindi6é 3510
kg/ha., el MDH3545-085 y el MDH3545-092 rindieron 4625 kg/ha 'y 4479



kg/ha respectivamente superando ¢l rendimiento de 4017 kg/ha del testigo
Linea 3545 . La inducciéon de mutaciones produjo mayor variacion en el
rendimiento por hectarea en ambas lineas, comparada con la variacion

gametoclonal.

Ambas técnicas, la produccion de Dobles Haploides a través del cultivo
“in vitro ” de anteras de cebada y la induccién de mutaciones pueden

utilizarse juntas en los programas de mejoramiento.
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Cuadro A1. Promedios de los caracteres evaluados
en los DH de la linea 2194 (ensayo 1)

Linea Diasal | Diasala | No.degranos Peso de Rendimiento
espigado| maduracién por espiga 1000 granos Kg/ha

DH2194-001 68 136 48 36,48 3406,25
DH2194-002 68 135 48 37,79 4427,08
DH2194-003 67 135 47 35,39 4020,83
DH2194-004 69 131 47 34,78 2635,42
DH2194-005 67 133 41 34,73 3572,92
DH2194-006 70 136 40 39,39 3697,92
DH2194-007 69 133 44 36,50 2666,67
DH2194-008 68 132 4 35,91 3697,92
DH2194-009 60 127 4 41,87 4281,25
DH2194-010 68 135 45 37,48 4072,92
MDH2194-011 64 133 52 35,55 3979,17
MDH2194-012 71 133 45 35,39 2927,08
MDH2194-013 67 135 40 37,68 1968,75
MDH2194-014 63 134 45 38,88 3062,50
MDH2194-015 67 130 42 38,58 3604,17
MDH2194-016 68 135 47 35,91 3666,67
MDH2194-017 68 133 40 34,40 3166,67
MDH2194-018 66 130 47 38,36 3760,42
MDH2194-019 68 132 43 38,87 3020,83
MDH2194-020 67 127 45 39,53 3635,42
MDH2194-021 68 130 47 42,33 3864,58
MDH2194-022 69 127 48 39,49 4906,25
MDH2194-023 64 133 47 41,72 2645,83
T&eﬁgo 1 70 132 42 37,68 4000,00
Tesﬁgo 2 68 133 47 37,37 3510,42
D.L.5 (0,05, 48) 1,75 2,66 2,68 1,32 337,43

Testigo 1 = Linea 2194
Testigo 2 = Linea 3545




Cuadro A2. Medias ajustadas de los caracteres evaluados

en los DH de la linea 3545 (ensayos 2,3 y 4)
Linea Dias al Diasala No. de granos Peso de Rendimiento
espigado | maduracién | por espiga 1000 granos Kgha

DH3545-024 68,67 126,34 50,69 39,58 3013,67
DH3545-025 68,67 126,34 51,95 40,92 3107,67
DH3545-026 63,67 126,34 51,17 41,86 3586,67
DH3545-027 68,67 128,34 48,75 40,90 3451,67
DH3545-028 67,67 125,34 49,30 42,70 3711,67
DH3545-029 69,67 126,34 54,29 43,56 3773,67
DH3545-030 63,67 126,34 58,35 41,64 3721,67
DH3545-031 62,67 124,34 51,77 42,73 3534,67
DH3545-032 64,67 124,34 53,59 42,57 3721,67
DH3545-033 66,67 126,34 52,42 45,54 3617,67
DH3545-034 68,67 131,34 53,45 43,87 3221,67
DH3545-035 66,67 129,34 53,34 39,93 3398,67
DH3545-047 65,67 124,67 45,44 41,95 3565,67
DH3545-048 - | 62,67 121,67 41,12 41,34 3003,67
DH3545-049 65,67 122,67 48,27 44,47 3128,67
DH3545-050 63,67 121,67 43,82 42,26 3295,67
DH3545-051 62,67 121,67 43,99 41,71 3295,67
DH3545-052 63,67 119,67 45,39 41,25 2878,67
DH3545-053 63,67 121,67 42,04 39,30 3430,67
DH3545-070 64,67 126,67 42,47 43,02 4232,67
DH3545-071 64,67 126,67 44,29 38,59 4451,67
DH3545-072 58,67 121,67 39,49 42,93 3680,67
DH3545-073 58,67 122,67 36,29 42,84 3638,67
DH3545-074 54,67 124,67 42,71 39,21 4743,67
MDH3545-036 | 69,67 129,34 53,38 40,42 3034,67
MDH3545-037 | 69,67 133,34 47,47 40,25 3023,67
MDH3545-038 | 71,67 127,34 51,84 42,74 3107,67
MDH3545-039 | 70,67 129,34 48,92 42,35 2763,67
MDH3545-040 | 69,67 129,34 44,20 42,18 2690,67
MDH3545-041 | 70,67 124,34 46,47 . 39,32 2982,67
MDH3545-042 | 64,67 133,34 50,32 41,12 3315,67
MDH3545-043 | 65,67 124,34 45,45 42,46 2836,67
MDH3545-044 | 70,67 131,34 47,65 44,30 3107,67
MDH3545-045 | 65,67 127,34 48,67 42,94 2867,67
MDH3545-046 | 65,67 125,34 45,55 43,63 2680,67
MDH3545-054 | 64,67 122,67 44,61 41,18 3117,67
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Cuadro A3.

Medias ajustadas de los caracteres evaluados
en los DH de la linea 3545 (ensayos 2, 3 y 4)

Linea Dissal | Diasala |No.degranos Peso de Rendimiento
espigado jmaduracion por espiga {1000 granes Kg/ha

MDH3545-055 | 66,67 121,67 46,52 40,49 2659,67
MDH3545-056 | 68,67 124,67 43,06 42,17 2847,67
MDH3545-057 | 68,67 122,67 46,27 42,40 2909,67
MDH3545-058 | 65,67 119,67 43,54 43,54 3930,67
MDH3545-059 | 64,67 122,67 46,74 42 40 2576,67
MDH3545-060 | 67,67 121,67 47,57 40,41 3107,67
MDH3545-061 | 65,67 121,67 44 81 40,50 2972,67
MDH3545-062 { 66,67 | 121,67 43,32 40,94 3545,67
MDH3545-063 | 62,67 119,67 43,92 42,10 3388,67
MDH3545-064 | 67,67 119,67 44,06 40,43 3357,67
MDH3545-065 | 66,67 126,67 46,99 44,27 3378,67
MDH3545-066 | 62,67 121,67 47,12 42,63 3107,67
MDH3545-067 | 67,67 124,67 42,12 43,18 3555,67
MDH3545-068 | 61,67 121,67 43,71 42,24 3503,67
MDH3545-069 | 61,67 122,67 46,12 41,95 3701,67
MDH3545-075 | 61,67 126,67 41,49 40,27 4253,67
MDH3545-076 | 56,67 127,67 36,47 35,97 434767
MDH3545-077 | 60,67 122,67 40,01 41,34 4524,67
MDH3545-078 | 60,67 119,67 39,46 39,56 4701,67
MDH3545-079 | 60,67 121,67 40,96 38,56 4816,67
MDH3545-080 | 61,67 122,67 41,07 37,91 4774,67
MDH3545-081 | 63,67 122,67 41,49 40,03 4232,67
MDH3545-082 | 58,67 121,67 41,76 38,60 4409,67
MDH3545-083 | 58,67 119,67 39,49 41,14 4461,67
MDH3545-084 | 57,67 119,67 41,87 41,59 5003,67
MDH3545-085 | 60,67 126,67 44,29 42,67 4628,67
MDH3545-086 | 57,67 121,67 35,79 36,80 4066,67
MDH3545-087 | 63,67 119,67 45,29 40,31 4618,67
MDH3545-088 | 63,67 119,67 39,37 37,56 3930,67
MDH3545-089 | 58,67 119,67 40,09 43,26 4305,67
MDH3545-080 | 60,67 122,67 41,77 37,74 4045,67
MDH3545-091 | 60,67 122,67 40,82 39,18 4445,67
MDH3545-092 | 63,67 126,67 46,96 40,22 4857,67
Testigo 1 68,67 131,33 48,99 41,83 3826,00
Testigo 2 63,33 123,67 45,91 43,62 4017,00
DLS. (005 144) 1,66 1,93 2,37 1,64 397,98

Testigo 1= Linea 2194
Testigo 2= Linea 3545
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