
Universidad Internacional de Andalucía, 2011

 
 
 

 
 

 
 

TÍTULO 
 

 
INDUCCIÓN DE VARIABILIDAD GENÉTICA PARA 

TOLERANCIA A ESTRESES ABIÓTICOS MEDIANTE 
TÉCNICAS DE CULTIVO IN VITRO EN Cenchrus ciliaris L. 

 
 

 
AUTORA 

 
Eliana López Colomba 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Esta edición electrónica ha sido realizada en 2011 
Director José Ignacio Cubero Salmerón 
Curso Máster Universitario en Biotecnología de Plantas 
ISBN         978-84-694-8912-3 
© Eliana López Colomba 
© Para esta edición, la Universidad Internacional de Andalucía 

 
 
 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

 
 
 
 

 
 

 
 
 
Reconocimiento-No comercial-Sin obras derivadas 
 
Usted es libre de: 

• Copiar, distribuir y comunicar públicamente la obra. 

Bajo las condiciones siguientes: 

• Reconocimiento. Debe reconocer los créditos de la obra de la manera. 
especificada por el autor o el licenciador (pero no de una manera que sugiera 
que tiene su apoyo o apoyan el uso que hace de su obra).  

• No comercial. No puede utilizar esta obra para fines comerciales.  
• Sin obras derivadas. No se puede alterar, transformar o generar una obra 

derivada a partir de esta obra.  

 

• Al reutilizar o distribuir la obra, tiene que dejar bien claro los términos de la 
licencia de esta obra.  

• Alguna de estas condiciones puede no aplicarse si se obtiene el permiso del 
titular de los derechos de autor. 

• Nada en esta licencia menoscaba o restringe los derechos morales del autor.  

 
 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

 

 

UNIVERSIDAD INTERNACIONAL DE ANDALUCÍA 

SEDE IBEROAMERICANA SANTA MARÍA DE LA RABIDA 

PALOS DE LA FRONTERA – HUELVA – ESPAÑA 
 

 

 

 

TESIS DE MAESTRÍA PARA OPTAR AL TÍTULO DE MASTER EN 
BIOTECNOLOGÍA DE PLANTAS 

 
 

 

IINNDDUUCCCCIIÓÓNN  DDEE  VVAARRIIAABBIILLIIDDAADD  GGEENNÉÉTTIICCAA  

PPAARRAA  TTOOLLEERRAANNCCIIAA  AA  EESSTTRREESSEESS  AABBIIÓÓTTIICCOOSS  

MMEEDDIIAANNTTEE  TTÉÉCCNNIICCAASS  DDEE  CCUULLTTIIVVOO  IINN  VVIITTRROO  

EENN  Cenchrus ciliaris L.  

 

Tesista 

Ing. Agr. ELIANA LOPEZ COLOMBA 

 

 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

 

 

Tesis de Maestría desarrollada en el 

Instituto de Fitopatología y Fisiología Vegetal 

 

Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 

 

 

 

 

 

 

Director de Tesis: 

Dr. José Ignacio Cubero 

 

Co-Directora de Tesis: 

Dra. Karina Grunberg 

 

 

 

 

Córdoba, Argentina 

Año 2009 

 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agradecimientos 

 

A mis padres, Norma y Juan, por su apoyo incondicional. 

Le agradezco al Ing. Agr. Elvio Biderbost la posibilidad de llevar a cabo 

este proyecto de tesis en el Instituto de Fitopatología y Fisiología Vegetal 

(IFFIVE-INTA), Córdoba, Argentina. 

Al Dr. José Ignacio Cubero y a la Dra. Karina Grunberg por 

guiarme en esta etapa. 

A mi compañera de trabajo y amiga, Licenciada en Química Amalia 

Saavedra Pons, por toda la ayuda y dedicación que me ha brindado día a 

día para que este proyecto se haya visto realizado. 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

Resumen 

El presente trabajo está enmarcado en un proyecto nacional del Instituto 

Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA) relacionado con la introducción, 

caracterización y mejoramiento de especies forrajeras subtropicales. En este 

contexto, el objetivo general del proyecto nacional es incrementar la productividad, 

la calidad y/o la persistencia de las pasturas cultivadas a través del desarrollo de 

cultivares forrajeros superiores adaptados a los distintos ambientes y sistemas de 

producción. 

Los estreses abióticos, como salinidad y sequía, son unos de los principales 

agentes que afectan negativamente la producción de biomasa, rendimiento y 

persistencia de pasturas forrajeras subtropicales, constituyentes base de la cadena 

alimentaria de pastoreo en la zona del noroeste argentino. Entre las especies 

forrajeras subtropicales de amplia difusión en esta zona podemos mencionar a 

Cenchrus ciliaris L. No obstante, su condición de apomíctica obligada, limita la 

generación de variabilidad y el mejoramiento para caracteres relacionados con 

tolerancia a estreses abióticos. La implementación de técnicas de mutaciones 

inducidas y selección in vitro podría ser una herramienta útil para acelerar procesos 

de mejora genética a fin de inducir variabilidad genética asociada a caracteres de 

tolerancia a salinidad y sequía. El tratamiento con los agentes mutagénicos, EMS y 

rayos X, incrementó la frecuencia de cambios genéticos, evidenciándose mayores 

alteraciones morfológicas con la aplicación del agente físico. Como resultado de 

este trabajo se obtuvo germoplasma novedoso, difícil de obtener por otra vía. Es 

así que los mutantes obtenidos constituyen una importante fuente de recursos 

genéticos aprovechable para el lanzamiento de cultivares comerciales con tolerancia 

incrementada a estreses abióticos. 

 

Palabras claves: mutaciones inducidas, selección in vitro, Cenchrus ciliaris L. 
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La República Argentina se ha identificado históricamente, por ser un país 

ganadero por antonomasia (Chiossone, 2006). La actividad pecuaria se concentra 

principalmente en las regiones pampeana, noreste y noroeste del país y tiene como 

uno de sus principales componentes de la alimentación a las pasturas cultivadas, 

tanto anuales como perennes (De León, 2004; Reartes, 2007) (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Regiones productoras de ganado vacuno en la República Argentina. 

Noroeste 

Pampeana 

Noreste 
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No obstante, en los últimos años, ha tenido lugar un continuo y creciente 

proceso de agriculturización que tiende a ocupar zonas tradicionalmente dedicadas 

a la ganadería para la explotación de soja (Reartes, 2004). Esta situación redujo la 

superficie destinada a la implantación de pasturas e incrementó, además, la carga 

animal por hectárea. De esta manera, en cada una de las zonas de producción 

ganadera, se circunscribió esta actividad hacia áreas agroecológicas más 

desfavorables, generando así, una fuerte demanda de forrajes de buena 

productividad, calidad y persistencia, y con tolerancia a condiciones ambientes 

desfavorables, para abastecer los requerimientos nutricionales del ganado (Minson 

and Bray, 1985). 

La región del noroeste del país, área prioritaria de estudio de nuestro grupo 

de trabajo, se dedica a la cría y recría de ganado vacuno (De León, 2004; Reartes, 

2004; Reartes, 2007). Esta región se caracteriza por lluvias escasas y estacionales, 

altas temperaturas e insolación durante el verano y suelos con diferentes texturas y 

grados de salinidad (De León, 2004). La estructura de la vegetación se compone 

casi exclusivamente de gramíneas nativas de crecimiento estival, un estrato 

arbustivo dominante y un estrato arbóreo que ha sufrido históricamente procesos 

de talado. El pastizal natural es la base forrajera que sustenta a más de 4.000.000 

de cabezas de ganado vacuno (Rearte, 2007), no obstante, presenta una marcada 

heterogeneidad según la mayor o menor influencia del contenido de sales en el 

suelo y las precipitaciones, lo que plantea entonces importantes restricciones 

alimenticio-nutricionales. Asimismo, la rápida degradación de las pasturas nativas, 

resultado del creciente progreso de la agricultura intensiva, limitan su 

productividad, con la consecuente reducción en la carga animal (De León, 2004). 

Considerando el consumo del mercado interno argentino y pensando en la 

demanda a futuro del comercio internacional de carnes no puede obviarse la 

inminente transformación de la región del noroeste, de una zona de cría de 

terneros a una región productora de carne. Esto obligaría a ajustar sus sistemas de 
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producción y a incrementar el potencial productivo de las pasturas de dichos 

sistemas, teniendo en cuenta las limitaciones edafo-climáticas presentes en la 

región. La genética permite abordar estos desafíos a través del desarrollo de 

cultivares de especies forrajeras adaptados a diversos ambientes, como una de las 

prácticas tecnológicas apropiadas para la intensificación de la producción ganadera 

bajo las condiciones planteadas. 

En este contexto, las gramíneas megatérmicas perennes introducidas se 

presentan como un recurso forrajero cultivado de renovado interés para esta zona, 

ya que diversos estudios demuestran que pueden duplicar o triplicar la cantidad de 

forraje producido respecto de los pastizales naturales (Ayerza, 1981a; Pérez, 

2005). Entre las especies forrajeras más adecuadas en relación a esta 

problemática, y con las que se cuenta en la región semiárida del país podemos 

mencionar a Cenchrus ciliaris L. (Buffel grass), Panicum maximum L. y Chloris 

gayana K. (Ayerza, 1981a; Ayerza, 1982). Estas especies son capaces de adaptarse 

a las condiciones imperantes de esta región, produciendo pasto durante períodos de 

tiempo más prolongados que las pasturas nativas, respondiendo a los aumentos de 

temperatura, independiente de la ocurrencia de precipitaciones (Ayerza, 1981b). 

La introducción de pasturas que produzcan mayor cantidad de materia seca 

(Kg/ha), de adecuado valor nutritivo, con prácticas culturales y de manejo más 

eficientes, y/o la implementación de estrategias de mejoramiento genético de 

germoplasma ya adaptado permitirían un mejor aprovechamiento de los recursos 

forrajeros, con la consecuente mejora de los esquemas de producción ganadera en 

esta región. 
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Cenchrus ciliaris L. (Buffel grass) 

 

Entre las pasturas subtropicales introducidas en Argentina, Cenchrus ciliaris L. 

ha demostrado su excelente comportamiento en zonas de bajas precipitaciones 

anuales (desde 350 milímetros) y altas temperaturas en verano. Es capaz de 

producir forraje en condiciones limitantes para el crecimiento de otras especies 

forrajeras tales como Panicum maximum L. y Chloris gayana K. (De León, 2004), 

aunque la producción de materia seca por unidad de superficie se ve reducida y es 

de menor valor alimenticio. 

Cenchrus ciliaris L. (Figura 2), perteneciente a la tribu Paniceae (Gramineae-

Panicoideae), es un pasto vigoroso, estival, perenne, con tolerancia a altas 

temperaturas (45ºC) y algunos de sus cultivares, al frío invernal (-10ºC) (Ayerza, 

1981a). Asimismo posee una marcada tolerancia a la sequía y moderada a la 

salinidad (Skerman et al., 1992). Es de fácil implantación y con buen valor forrajero 

(Hignight et al., 1991; Sherwood et al., 1994; Chapman et al., 1994; Ibarra-F. et 

al., 1995). 

En los últimos años, se ha incrementado la importación de semillas forrajeras 

subtropicales (INASE, 2005), lo que denota la demanda creciente de este tipo de 

especies. Con respecto a Buffel grass, en la región noroeste de nuestro país, los 

cultivares más adaptados y difundidos comercialmente son Texas 4464, Biloela y 

Molopo (De León, 2004; Pérez, 2005). 

El Instituto de Fitopatología y Fisiología Vegetal (IFFIVE) - Instituto Nacional 

de Tecnología Agropecuaria (INTA) (Córdoba, Argentina) mantiene y propaga una 

colección activa de 14 cultivares introducidos de Buffel grass, a saber: Americana, 

Biloela, Boorara, CPI, Gayndah, Messina, Molopo, Molopo Anguil, Nueces, Nunbank, 

Tarewinnabar, Texas, Thabazimbi y Toowomba. Éstos presentan variaciones 

respecto a sus caracteres morfológicos, agronómicos y en su respuesta frente a 

diferentes estreses abióticos (Graham and Humphreys, 1970; Ayerza, 1981a; 
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Griffa, com. pers.). La mayoría de estos cultivares, de difusión en áreas tropicales y 

subtropicales, son provenientes de África e India y han sido introducidos a América 

y Australia a principios del siglo veinte. 

Con respecto al cv. Biloela (Figura 2), éste fue introducido a través de 

recolecciones realizadas en Dodoma, Tanzania, en 1937, por CSIRO, Australia 

(centro de introducción de plantas) y testeado en Rockhampton, Queensland. 

 

 

Figura 2. Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela, cultivado en el IFFIVE-
INTA, Córdoba, Argentina. 

 

 

Es un cultivar erecto, de porte alto, de crecimiento estival, llegando a medir 

en promedio 1,5 metros de altura. En nuestras condiciones de cultivo, los picos de 

floración ocurren en los meses de enero y febrero, principalmente. Crece en 

diversos tipos de suelos y posee buenos rendimientos (kg de materia seca/ha) en 

suelos francos, o franco-arcillosos con abundantes precipitaciones (500-890mm). 
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Presenta rizomas y forma macollos laterales que aparecen entre los 

principales. Se adapta a suelos pobres en materia orgánica, sin embargo, no tolera 

períodos de inundación. 

Con respecto a su tolerancia al estrés salino mantiene buenos rendimientos 

aún en valores de 80 mM de cloruro de sodio (Graham and Humphreys, 1970) por 

lo que se lo considera un cultivar medianamente tolerante. 

Es una pastura de buena aceptación por parte del ganado, de buen valor 

alimenticio, con valores de digestibilidad de la materia seca y proteína cruda, que lo 

hacen unos de los cultivares más utilizados en todas las áreas de difusión (De León, 

2004; Pérez, 2005). 
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La apomixis en el marco del mejoramiento genético 

 

Buffel grass es una especie tetraploide (4x=36), con manifestación de 

aneuploidía y pseudogamia, siendo conocida su condición de apomíctica obligada 

(Snyder et al., 1955; Hignight et al., 1991; Jessup et al., 2003; Ozias-Akins et al., 

2003; Bhat et al., 2005; Ozias-Akins, 2006; Singh et al., 2007). 

La apomixis ha sido descripta en al menos 33 de las 460 familias que 

componen las angiospermas, sin embargo, ha sido frecuentemente observada en 

Poaceae, Asteraceae y Rosaceae (Goel et al., 2003; Goel et al., 2006). Dentro de la 

familia mencionada en primer término, se encuentran numerosas especies 

forrajeras, entre las que se menciona a Cenchrus ciliaris L. (Gualtieri et al., 2006; 

Miles, 2007). 

Este modo de reproducción se caracteriza por eludir la ruta sexual evitando la 

reducción meiótica y la fecundación (Jessup et al., 2003; Ozias-Akins, 2006). Por 

tal razón, las semillas que derivan de la reproducción apomíctica, portan embriones 

genéticamente idénticos al progenitor femenino (Ozias-Akins, 2006; Miles, 2007), 

con nula expresión de variabilidad intra-cultivar seleccionable. 

La condición de apomixis ofrece ventajas en relación a la propagación a través 

de semillas y por la fidelidad genética que brinda la reproducción asexual (Miles, 

2007). Sin embargo, es una dificultad a la hora de buscar recombinación para 

obtener genotipos de mejor aptitud agronómica (Miles, 2007). 

En las especies apomícticas obligadas, los cultivares comerciales lanzados al 

mercado consisten de líneas (clones) seleccionadas a partir de colecciones 

naturales (Miles, 2007), mutaciones espontáneas (Bhat et al., 2001) y 

cruzamientos dirigidos (Jessup, 2005). 

Con respecto a los avances logrados en el mejoramiento convencional de 

Cenchrus ciliaris L., esta especie cuenta con dos fuentes de sexualidad reconocidas 
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a nivel mundial (Bashaw, 1962; Bhat et al., 2005; Kaushal et al., 2005), lo que 

brinda la posibilidad de obtener híbridos mediante cruzamientos dirigidos resultado 

de la recombinación genética entre cultivares apomícticos como dadores de polen y 

la estirpe sexual, como progenitor femenino. A través de esta vía, se obtuvieron 

nuevos genotipos como son los cultivares registrados: Nueces, Llanos, y Frío Buffel 

grass (Bashaw, 1980; Hussey and Burson, 2005). Sin embargo, los logros en 

cuanto a la obtención de nuevos cultivares en esta especie son reducidos y la 

mayoría se han restringido a los lugares en los que fueron obtenidos. 

Nuestro grupo de trabajo cuenta con una de estas fuentes sexuales (Bashaw, 

1962) y actualmente se realizan cruzamientos dirigidos entre esta estirpe y los 

genotipos apomícticos obligados. Sin embargo, la posibilidad de obtener híbridos 

con características agronómicas superiores a los cultivares difundidos en la zona 

semiárida de la República Argentina es dificultosa, considerando la barrera que 

impone la apomixis (Spangenberg, 2004) y dependería de la ocurrencia de un 

evento heterótico, hecho que sucede en pequeña proporción (Biderbost, com. 

pers.). 

Por otra parte, otra vía para la obtención de nuevo germoplasma en especies 

apomícticas obligadas es la utilización de métodos no tradicionales (Ahoolowalia 

and Maluszynski, 2001). En los últimos años se han desarrollado numerosas 

técnicas biotecnológicas y moleculares para el mejoramiento de gramíneas y 

leguminosas forrajeras (Spangenberg, 2004). Entre ellas pueden citarse la 

variación somaclonal, transgénesis, inducción de mutaciones, fusión de 

protoplastos, etc. De esta manera, se pueden generar cultivares mejorados para 

caracteres de interés agronómico que, a través del mejoramiento convencional, no 

podrían lograrse (Ahoolowalia and Maluszynski, 2001; Mohan Jain, 2001; Mohan 

Jain, 2005). 

Los datos de la FAO/IAEA indican, según informes del año 2000, que se han 

lanzado al mercado más de 2300 variedades comerciales, difundidas 
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mundialmente, logradas mediante mutaciones inducidas (Maluszynski, 2001; 

Ahloowalia and Maluszynski, 2001; Ahloowalia et al., 2004, Joseph et al., 2004; 

Mohan Jain, 2005 Hossain et al., 2006; Lu et al., 2007a). Más del 70% de estas 

variedades (mutantes per se, o generadas por hibridaciones o retrocruzas) se 

obtuvieron después del año 1985 y corresponden a cereales y leguminosas, 

mientras que el porcentaje restante, incluye principalmente a ornamentales y 

decorativas (Ahloowalia et al., 2004; Mohan Jain, 2005). 

Los parámetros mejorados a través de mutaciones inducidas incluyen 

caracteres de altura, sincronización de la floración, maduración rápida, rendimiento 

de materia seca, incremento en la producción de grano, tolerancia a estreses 

abióticos y bióticos, contenido de proteínas, porcentaje de aceite, entre los más 

observados (Ahloowalia et al., 2004). Cabe señalar que, en muchos casos, la 

mejoría en algunos de estos parámetros tuvo un efecto secundario beneficioso 

sobre el desarrollo del cultivo a campo, mencionando por ejemplo, el escape a 

insectos en cultivares de maduración más temprana o tardía según la especie 

(Ahloowalia et al., 2004). 
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Mutaciones inducidas y agentes mutagénicos 

 

Contar con variabilidad genética es el principal paso dentro de un programa 

de mejoramiento, la cual permite la selección de cultivares para diversos fines 

(Brunner, 1995), como mayor rendimiento, contenido de proteínas o aceites, 

tolerancia a factores bióticos o abióticos, entre otros. 

Dentro de las herramientas de mejoramiento genético disponibles para 

incrementar la diversidad genética, se mencionan como más importantes, la 

hibridación, la recombinación y la mutación (natural o inducida) (Donini and 

Sonino, 1998; Atak et al., 2004). 

Las mutaciones se generan de manera espontánea en la naturaleza, pero en 

una frecuencia reducida (alrededor de 10-5 y 10-8). Para poder incrementar la tasa 

de ocurrencia (10-6 y 10-4) se pueden utilizar diversos agentes mutagénicos 

químicos y/o físicos (Brunner, 1995; Donini and Sonnino, 1998; Predieri and 

Zimmerman, 2001; Ravindra et al., 2004; Able and Langridge, 2006; Waugh et al., 

2006). 

Dentro de los agentes más empleados para inducir estos cambios se pueden 

mencionar los agentes químicos como azida sódica y etilmetanosulfonato (EMS) y 

los agentes físicos como rayos gamma y X (Ahloowalia and Maluszynski, 2001; 

Ahloowalia et al., 2004; Liu, et al., 2005; Mohan Jain, 2005). Estos elementos son 

reconocidos por inducir cambios a nivel génico, cromosómico y genómico, tanto en 

el ADN nuclear como en el citoplasmático (Donini and Sonnino, 1998). 

Uno de los beneficios que presenta el uso de agentes químicos es la alta tasa 

de mutaciones puntuales que imponen (Mohan Jain, 2005), evitando la aparición de 

fenotipos aberrantes (Rocha Latado et al., 2004; Mohan Jain, 2005; Luan et al., 

2007). A diferencia de ellos, las radiaciones ionizantes penetran profundamente en 

los tejidos, generando cambios no puntuales tales como traslocaciones, rearreglos o 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

20 

 

rupturas cromosómicas (Donini and Sonnino, 1998; Ahloowalia et al., 2004; Atak et 

al., 2004; Hohmann, 2005; Mohan Jain, 2005). Sin embargo, la seguridad de la 

dosimetría, la reproducibilidad y la penetrancia uniforme en los organismos 

multicelulares (Donini and Sonnino, 1998; Mohan Jain, 2005) han permitido la gran 

difusión de los agentes físicos en los programas de mejoramiento genético. 

Las alteraciones genéticas producidas por los mutágenos físicos son debidas a 

la ionización y la excitación de la molécula de ADN, induciéndose además diferentes 

tipos de cambios químicos. Existen evidencias en la bibliografía que demuestran 

que estos tipos de irradiación estimulan la actividad metabólica de las plantas, 

como la respiración, la glicólisis, la actividad de la enzima catalasa, y la fosforilación 

oxidativa (Rekha and Langer, 2007). 

Las radiaciones ionizantes han sido utilizadas ampliamente, obteniéndose 

numerosos mutantes a través de estas técnicas (Mlĉochova et al., 2004; Lu et al., 

2007a; Wang et al., 2007; Hung and Johnson, 2008). De acuerdo a las bases de la 

FAO/IAEA, de las 434 variedades de arroz lanzadas al mercado, 225 fueron 

inducidas por rayos gamma, 16 con rayos X y el resto con otras fuentes de 

radiación (Ahloowalia et al., 2004). 

Se han modificado propiedades físico-químicas del almidón en arroz (Wu et 

al., 2002) y proteínas en soja (Manjaya et al., 2007) a través de la irradiación de 

explantos con rayos gamma, permitiendo generar cultivares con características 

organolépticas superiores a los parentales. Hung and Johnson (2008) a través de la 

irradiación con rayos X y gamma pudieron obtener mutantes con patrones 

alterados de componentes químicos en Wasabia japonica. 

Con respecto a estreses bióticos, genotipos resistentes a enfermedades 

obtenidos a partir de mutaciones con radiaciones ionizantes han sido mencionados 

en cultivos de importancia agronómica como arroz, trigo, banana y caña de azúcar 

(Bhagwat and Duncan, 1998a; Kinane and Jones, 2001; Hung and Johnson, 2008; 

Patade and Suprasanna, 2008). 
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Se obtuvieron mutantes con características de tolerancia a salinidad en arroz 

(Saleem et al., 2005) y en caña de azúcar (Patade and Suprasanna, 2008), 

combinando rayos gamma con selección in vitro para dicho estrés. 

Con respecto a los mutágenos químicos, el EMS (C3H8O3S) (Figura 3) es un 

agente mutagénico de tipo alquilante que añade grupos alquilo (etilo) a las bases 

nitrogenadas, especialmente a guaninas. La adición ocurre, en general, en el 

oxígeno 6 de esta base, dando lugar a la forma anormal O-6-etil-guanina. Durante 

la replicación, la ADN polimerasa no reconoce esta forma modificada de guanina e 

introduce timina como base complementaria en vez de citosina, su complementaria 

en el silvestre. De este modo, un par G:C acaba convirtiéndose, tras dos 

replicaciones, en uno A:T (Figura 4), induciendo la aparición de dichas transiciones 

GC→AT con una tasa de 10-4 a 10-2 por gen (Griffiths, 1996). 

 

 

 

Figura 3. Fórmula química del Etilmetanosulfonato. 
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Figura 4. Acción del EMS sobre el oxígeno 6 de la guanina, 
formándose O-6-etil-guanina, la cual se aparea con timina. 

 

El EMS es conocido por provocar mutaciones puntuales (Luan et al., 2007), 

con efectos pleiotrópicos, mostrando modificaciones en más de un carácter, quizás 

en parte porque dichas mutaciones ocurren en diferentes loci (Basu et al., 2008). 

En este aspecto, Rekha and Langer (2007) indujeron mutantes con caracteres 

morfo-bioquímicos alterados en Artemisia pallens Bess. 

Se cita en la bibliografía la aparición de mutantes inducidos a través de EMS, 

con características mejoradas para producción de semillas en Fenugreek (Basu et 

al., 2008), para caracteres productivos en remolacha y garbanzo (Hohmann et al., 

2005; Gaur et al., 2008), así como también para tolerancia a estreses bióticos y 

abióticos (Liu et al., 2005; Luan et al., 2007). 

La obtención de cultivares de difusión comercial mejorados para caracteres 

agronómicos ha permitido la implementación de mutaciones con este agente 

químico dentro de un programa de mejoramiento genético, por ser una herramienta 
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barata y fácilmente accesible, siendo su principal desventaja la inespecificidad del 

carácter mutado (Donini and Sonnino, 1998), por lo cual se requiere gran cantidad 

de explantos tratados para que se puedan rescatar individuos diferenciales para el 

carácter de interés. Asimismo, es importante considerar que la tasa de 

supervivencia de los explantos tratados, se reduce con el aumento de la dosis y 

conjuntamente es mayor el riesgo de que mutaciones favorables se vean 

acompañadas de mutaciones desfavorables (Bhagwat and Duncan, 1998b). Es así 

que la concentración, el tiempo de exposición y el tipo de tratamiento mutagénico 

deberían ser combinados en forma tal que permitan producir progenies fértiles en 

generaciones avanzadas (M2 y M3). Para ello, es frecuente la utilización de una dosis 

letal 50 (aquella dosis que permite el 50% de supervivencia del explanto original) 

(Donini and Sonnino, 1998). 
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Los estreses abióticos  

 

Los estreses abióticos, como salinidad y sequía, son unos de los principales 

agentes que afectan negativamente la producción de biomasa y el rendimiento de 

los cultivos, disminuyendo a un valor del 70% su potencial productivo (Xiong and 

Zhu, 2002; Xiong et al., 2002; Borsani et al., 2003; Ashraf, 2004; Yamaguchi and 

Blumwald, 2005; Vinocur and Altman, 2005; Agarwal et al., 2006; Umezaka et al., 

2006; Sreenivasulu et al., 2007). 

A nivel global, existen aproximadamente 900x106 ha de suelo afectadas por 

salinidad que resultan marginales o no aptas para la agricultura y la ganadería, ya 

que la mayoría de los cultivos extensivos son susceptibles o escasamente tolerantes 

a esta condición (Flowers, 2004; Yamaguchi and Blumwald, 2005; Koiwa et al., 

2006). El área salinizada crece constantemente, debido a la acción antrópica, por la 

difusión de la agricultura irrigada y la utilización de aguas de riego de mala calidad 

(Flowers and Yeo, 1995; Flowers, 2004; Flowers and Flowers, 2005; Yamaguchi 

and Blumwald, 2005; Verlues et al., 2006). La escasez de precipitaciones en áreas 

semiáridas y áridas, y la inadecuada disponibilidad de agua durante el ciclo de 

cultivo, ocasionan pérdidas en la producción de biomasa que representan junto a la 

salinidad, las limitantes más importantes en la producción de forrajes (Zhang et al., 

2006). 

Existen diversas estrategias tendientes a reducir el impacto de estos estreses 

sobre la producción agrícola-ganadera, las cuales involucran tanto acciones sobre 

los suelos (para reducir la salinización y mejorar su estructura física) como 

esfuerzos para lograr variedades más tolerantes. Esta última estrategia se 

considera más sustentable y viable económicamente (Flowers, 2004; Agarwal et 

al., 2006). Cultivos de mejor comportamiento frente a estreses abióticos pueden 

generarse a través de metodologías de tipo convencional o mediante la utilización 

de herramientas biotecnológicas (Sreenivasulu et al., 2007). 
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En relación al mejoramiento convencional, éste está basado 

fundamentalmente en la explotación de la variación natural (intra o inter-

específica) mediante la selección para caracteres asociados a tolerancia (Ashraf, 

2004). Sin embargo, el progreso en la obtención de cultivares tolerantes ha sido 

lento y con poco éxito (Bajji et al., 2004; Flowers and Flowers, 2005; Yamaguchi 

and Blumwald, 2005). Entre las principales causas, se pueden mencionar la 

complejidad de este atributo, la escasa variación genética de los componentes del 

rendimiento en condiciones de estrés y que los procesos de selección no han sido 

exitosos en el rescate de individuos tolerantes (Cushman and Bohnert, 2000). 

El principal problema que afronta el mejoramiento genético es que los 

mecanismos que operan para definir la tolerancia a los estreses abióticos, son de 

dificultosa comprensión (Gandonou et al., 2006). Los estudios han demostrado que 

este atributo está conformado por componentes de tipo cuantitativos, complejos, 

gobernados por numerosos genes, mostrando heterosis, dominancia y efectos 

aditivos (Borsani et al., 2003; Flowers, 2004; Flowers and Flowers, 2005; Varshney 

et al., 2005; Yamaguchi and Blumwald, 2005; Varshney et al., 2006; Zhang et al., 

2006; Sreenivasulu et al, 2007). Debido a ello, ha sido dificultoso obtener 

tolerancia a estreses en cultivos, considerando que al intentar mejorar la misma, se 

ven afectados otros parámetros poligénicos también, como lo son los caracteres 

componentes de rendimiento (Borsani et al., 2003; Ashraf, 2004; Flowers, 2004). 

En la actualidad, con el advenimiento de la genética molecular, aparecen en 

escena diversas herramientas biotecnológicas para complementar las metodologías 

tradicionales (Flowes, 2004; Vinocur and Altman, 2005; Yamaguchi and Blumwald, 

2005; Sreenivasulu et al, 2007), entre las que se pueden mencionar, el mapeo de 

loci asociados a caracteres cuantitativos (QTL; del inglés quantitative trait loci), la 

selección asistida por marcadores moleculares (MAS), y la obtención de plantas 

transgénicas con genes nuevos o que alteran la expresión de genes existentes para 
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inducir tolerancia a estreses (Flowers and Flowers, 2005; Yamaguchi and Blumwald, 

2005; Jauhar, 2006; Varshney et al., 2006). 

En relación a las especies forrajeras, diversos factores contribuyen al escaso 

mejoramiento genético por las metodologías antes mencionadas. Una de las 

principales limitaciones que se pueden señalar, es que son en su gran mayoría 

poliploides, genéticamente complejas y las investigaciones en relación a las bases 

genéticas de la tolerancia se han centrado en cultivos de importancia económica 

(Zhang et al., 2006). 

En diversos trabajos se cita la obtención de cultivares mejorados para 

caracteres de interés agronómico, entre ellos tolerancia a estreses abióticos y 

bióticos, a través de mutaciones inducidas (Mohan Jain, 2001; Mohan Jain, 2005). 

A pesar del carácter azaroso de las mismas, y de la aparición de numerosos 

caracteres recesivos, se han obtenido genotipos por vía directa o a través de sus 

progenies de gran trascendencia regional y distribución mundial (Ahloowalia et al., 

2004; Mohan Jain, 2005). 
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Tolerancia de los cultivos a la salinidad 

 

La salinidad es una condición del suelo que se caracteriza por la presencia de 

altos niveles de sales solubles en su perfil. De esta manera, los suelos son 

clasificados en salinos cuando la conductividad eléctrica del extracto de saturación 

(ECe) es igual o superior a 4 ds/m (mmhos/cm), lo que equivale aproximadamente 

a 40 mM de NaCl, generando una presión osmótica de 0,2 MPa (Munns and Tester, 

2008). 

Las sales solubles presentes con mayor frecuencia en el perfil del suelo son 

los cloruros (NaCl, CaCl2, MgCl2), siendo de menor trascendencia la presencia de 

sulfatos y carbonatos (Munns and Tester, 2008). Entre las sales más abundantes y 

de amplia distribución se cita al NaCl (Munns and Tester, 2008), por lo cual, la 

mayoría de los trabajos utilizan esta sal para evaluar la respuesta de las plantas 

frente al estrés salino, y con la finalidad de seleccionar individuos tolerantes 

(Verlues et al., 2006; Munns and Tester, 2008). 

La respuesta de las plantas frente al estrés salino contempla la existencia de 

un abanico continuo de grados de tolerancia, desde las altamente sensibles a las 

muy tolerantes, en función de su capacidad para crecer en dichas condiciones 

(Munns et al., 2002; Sairam and Tyagi, 2004; Verlues et al., 2006). Sin embargo, 

la mayoría de los cultivos no toleran estrés salino, y el rango de susceptibilidad es 

genotipo-dependiente (Munns et al., 2002; Munns and Tester, 2008). 

En consideración de que aproximadamente 50 ds/m es la conductividad 

eléctrica en el agua de mar, se cita que por ejemplo la cebada, un cultivo tolerante 

muere a concentraciones superiores a 25 ds/m (Munns et al., 2002). 

En la siguiente figura (Figura 5) se muestra la tolerancia a salinidad en 

algunas gramíneas forrajeras, medida en términos de reducción del rendimiento. 
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Figura 5. Tolerancia a sales solubles de diversos cultivos forrajeros. 

 

Como se observa, la alfalfa, una leguminosa forrajera por excelencia en 

nuestro país, es sensible a la presencia de sales y tiene reducciones significativas 

del rendimiento (50%) a 8,8 ds/m. En rasgos generales, los forrajes disminuyen a 

un 50% su producción si la conductividad eléctrica es cercana a 15 ds/m. 

La acción de la sal sobre las plantas se expresa mediante dos vías principales, 

la dificultad para la toma de agua por parte de las raíces y la toxicidad debido a 

concentraciones elevadas de sal (Munns, 2002; Munns and Tester, 2008). De esta 

manera, la respuesta de la planta al estrés ocurre en dos fases diferentes a través 

del tiempo. La primera fase, fase osmótica, comienza inmediatamente cuando se 

eleva la concentración de sal en la zona cercana a las raíces, ocasionando que la 

tasa de crecimiento se reduzca significativamente. La segunda fase, ión-específica, 

comprende la respuesta de la planta debido a la acumulación de sal en las hojas a 

niveles tóxicos y por lo tanto mueren. Las hojas más viejas se ven afectadas en 

mayor medida que las jóvenes, debido a que las primeras tienen menor expansión 

y crecimiento y no pueden diluir la sal que llega a ellas (Sairam and Tyagi, 2004; 

Munns and Tester, 2008). 
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Es importante destacar que, si bien la salinidad y la sequía comparten algunas 

similitudes, el factor que genera los mayores daños en la planta, es la toxicidad por 

Na+ y el desbalance iónico, más que el efecto de la sal en el estado hídrico (φw) de 

la planta. Esta diferenciación es importante en el momento de identificar especies 

tolerantes a sal (Munns et al., 2002). 

Un aspecto significativo a considerar en el estrés es el estado ontogénico de la 

planta en el cual se impone y la duración del mismo (Munns, 2002; Munns et al., 

2002; Flowers and Flowers, 2005; Verlues et al., 2006; Munns and Tester, 2008). 

Munns (2002) y Munns and Tester (2008) reportan, a partir de diversos estudios, 

que la reducción inicial en la tasa de crecimiento de una planta expuesta a 

condiciones salinas en un tiempo relativamente corto (horas de aplicación de la sal) 

frecuentemente se asemejan a la reducción del potencial hídrico (φw), observado 

por la imposición de condiciones restrictivas de agua, más que un efecto iónico, 

característico de la sal y no nos permitiría discriminar genotipos tolerantes de los 

susceptibles (Munns, 2002; Munns and Tester, 2008). Sin embargo, respuestas que 

ocurren en periodos prolongados (días a semanas) son más específicas de 

salinidad. 
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El efecto de la sequía en las plantas 

 

Los diversos estreses ambientales (sal, sequía, frío), comparten, una 

respuesta inicial, que es la disrupción que generan sobre el potencial hídrico de la 

planta (Verslues et al., 2006). Esto ocurre ya sea en la reducción de la 

disponibilidad de agua durante la sequía, en la deshidratación celular causada por 

la formación extracelular de cristales de hielo durante el estrés por frío y en el 

contenido iónico y la extracción de agua, alterados durante el estrés salino 

(Verslues et al., 2006; Munns and Tester, 2008). En el caso de la sequía, éste es el 

factor de mayor trascendencia. 

Es necesario en primer término definir el concepto de sequía, la cual puede 

ser considerada como un período prolongado de escasa precipitación que limita la 

productividad de los cultivos (Biswas et al., 2002; Verlues et al., 2006; Seki et al., 

2007). El componente de estrés que genera la sequía es la reducción en la 

disponibilidad de agua del suelo y puede ser cuantificada como la reducción en el 

potencial hídrico (φw) (Verlues et al., 2006). En el caso que este potencial se 

reduzca, la planta tendrá mayor dificultad para absorber agua y las respuestas que 

se presenten para evitarla dependerán del tiempo de exposición a dicha situación. 

Ante la reducción del φw, en una primera instancia, el cierre de estomas 

permite mantener el balance entre la toma y la pérdida de agua. Si el estrés se 

prolonga, la transpiración se minimiza debido al cierre estomático y el contenido de 

agua y el φw del suelo deben llegar a un equilibrio. De esta manera, los tejidos de 

la planta deben reducir su φw ajustando su contenido hídrico para evitar la 

deshidratación (Zhang et al., 1999; Munns, 2002; Verlues et al., 2006). 
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Aquí es imprescindible recordar la siguiente ecuación: 

 

Condiciones de bajos φw incrementan la dificultad de la planta para evitar la 

deshidratación y los mecanismos para tolerar reducidos contenidos de agua toman 

relevancia. La acumulación de solutos compatibles juega un rol importante para 

evitar la pérdida de agua, y esta acumulación adicional en la célula como respuesta 

a bajos φw es lo que se denomina ajuste osmótico (Munns, 2002; Verlues et al., 

2006; Munns and Tester, 2008). En la bibliografía se cita la transcendencia de este 

concepto en la tolerancia al estrés hídrico a campo. 

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos a lo largo de la evolución 

para tolerar períodos de sequía, entre los que se pueden mencionar la reducción en 

la pérdida de agua lograda con el ajuste estomático, el incremento de la captura de 

agua a través de la modificación en la longitud y profundidad de las raíces, y la 

acumulación de osmolitos (Rampino et al., 2006; Seki et al., 2007). Estudios 

fisiológicos demostraron que osmolitos tales como azúcares (sucrosa, sorbitol y 

manitol), aminoácidos (prolina) y aminas (glicinbetaína y poliamidas) se acumulan 

bajo déficit de agua en diferentes especies de plantas (Rampino et al., 2006; Seki 

et al., 2007). Estos componentes juegan un rol importante en prevenir la 

desintegración de la membrana y la inactivación enzimática en estas condiciones 

(Rampino et al., 2006). 

En la evaluación del comportamiento de un nuevo germoplasma obtenido, 

(híbridos, mutantes y plantas transgénicas) frente a estrés por sequía, existen 

diversas sustancias que permiten reducir el potencial hídrico al medio de 

crecimiento en el que se encuentra la planta (Verlues et al., 2006). La ventaja 

principal, es que se puede controlar el φw de manera precisa y reproducible, 

realizando un gran número de tratamientos en poco espacio y tiempo (Verlues et 

Potencial hídrico (φw)= Potencial osmótico (φs) + Potencial /presión de turgencia (φp) 
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al., 2006), hecho más importante aún cuando se trabaja en condiciones in vitro 

(Almansouri et al., 2001; Gopal and Iwama, 2007). Entre estos agentes 

simuladores de estrés hídrico se encuentran el sorbitol, el polietilenglicol (PEG) y el 

manitol (Almansouri et al., 2001; Biswas et al., 2002; Mollassiotis et al., 2006; 

Verlues et al., 2006). Estas sustancias han sido ampliamente utilizadas en estudios 

de mecanismos de tolerancia (Munns, 2002; Teixeira et al., 2006; Verlues et al., 

2006; Sajid Aqeel Ahmad et al., 2007), en la discriminación de genotipos 

(Almansouri et al., 2001), en la selección in vitro de explantos (Gopal and Iwama, 

2007) y para obtener líneas celulares o cultivares tolerantes a sequía (Biswas et al., 

2002; Bajji et al., 2004). 
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Mutagénesis inducida y selección in vitro 

 

A fin de desarrollar tolerancia a estreses abióticos se requiere, en primera 

instancia, generar variabilidad genética (natural o inducida) y a partir de ello, hacer 

uso de técnicas eficientes que permitan identificar individuos tolerantes (Munns and 

James, 2003). En el caso de mutaciones inducidas con agentes mutagénicos, por su 

carácter de azarosas, se requiere de técnicas precisas que, a través de caracteres 

morfológicos, fisiológicos, y/o moleculares, permitan rescatar y caracterizar tanto 

los nuevos genotipos como sus progenies, y evaluar la estabilidad del carácter 

mejorado (Munns et al., 2002). 

Las estrategias para evaluar los genotipos son diversas. En la mayoría de los 

trabajos, los métodos de selección se llevan a cabo a campo, en hidroponia o 

mediante selección in vitro y se basan en parámetros relacionados al rendimiento 

en condiciones control versus el estrés en estudio (Munns et al., 2002; Verlues et 

al., 2006). 

Se han identificado mutantes inducidos química o físicamente, mediante la 

caracterización morfológica a campo de sus progenies en diversos cultivos 

(Hohmann et al., 2005). Sin embargo, estas evaluaciones son ineficientes y 

dificultosas, por un lado, debido a la heterogénea distribución de las sales en el 

suelo y la dificultad de medir potenciales hídricos a campo, entre otras, y por el 

otro, debido al tiempo, personal y espacio que demandan este tipo de ensayos 

(Munns et al., 2002; Verlues et al., 2006). 

También se pueden evaluar genotipos en condiciones de hidroponia, a través 

de parámetros fisiológicos (Luna et al., 2000; de Luca et al., 2001; Luna et al., 

2002) que han sido citados como indicadores de tolerancia a salinidad y han 

permitido la discriminación de cultivares tolerantes (Luna et al., 2002). El uso de 

estos marcadores, basados en mecanismos que confieren tolerancia, puede ser un 

instrumento valioso a la hora de rescatar individuos promisorios frente a estreses 
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abióticos (Ashraf, 2004; Ashraf and Harris, 2004; Ashraf and Foolad, 2007; Ashraf, 

2009). Caracteres tales como inclusión de Na+ y acumulación de prolina han sido 

utilizados para discriminar germoplasma (Munns et al., 2002; Munns and James, 

2003; Verlues et al., 2006). No obstante, uno de los aspectos a determinar es cuál 

o cuáles son los parámetros que se consideran indicadores de selección (Ashraf, 

2004). Se suma a esto, la dificultad de mantener ensayos de crecimiento por 

períodos prolongados, y de convalidar metodologías fáciles y relativamente rápidas 

de implementar dentro de un programa de mejoramiento genético (Luna et al., 

2000; Munns and James, 2003). 

La complejidad de estos análisis y la dificultad de probar grandes poblaciones 

(Luna et al., 2000) han alentado la utilización de otro tipo de metodologías. 

Asimismo, se cita la demanda creciente de una herramienta útil para el 

reconocimiento de genotipos con características diferenciales (Munns et al., 2002; 

Munns and James, 2003; Verlues et al., 2006). 

Es así que aparece en escena otra estrategia, como la selección in vitro 

(Maralappanavar et al., 2000; Predieri and Zimmerman, 2001; Kim et al., 2003; 

Atak et al., 2004; Flowers, 2004). Numerosos estudios han sido realizados en 

tejidos meristemáticos y poco diferenciados como protoplastos, callos, etc., 

(Carretero et al., 2007). Se cita en la bibliografía que las técnicas de cultivo in vitro 

han sido exitosas en la obtención de líneas celulares y cultivos con tolerancia a 

estreses abióticos (Gangopadhyay et al., 1997; Ochatt et al., 1999; Mohamed et 

al., 2000; Zair et al., 2003; Bajji et al., 2004; Lutts et al., 2004; Roy and Mandal, 

2005; Gandonou et al., 2006; Hossain et al., 2006; Hossain et al., 2007). 

Mediante esta metodología se han identificado variantes con tolerancia a pH 

extremos, aluminio, a salinidad y sequía, a diversas enfermedades, a herbicidas, 

etc. (Gangopadhyay et al., 1997; Samantaray et al., 1999; Naga Amrutha et al., 

2007). Además, se han individualizado líneas de Brassica napus con tolerancia a 

Sclerotinia sclerotiorum (Liu et al., 2005), en papa se han obtenido plantas 
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tolerantes a sal a partir de explantos irradiados y seleccionados in vitro (Luan et al., 

2007). En forrajeras, como es el caso de Bermudagrass, se generaron plantas con 

tolerancia a salinidad y sequía a partir de callos embriogénicos subcultivados en 

presencia de agentes de selección (Lu et al., 2007c). 

Los cultivos rescatados después de la fase in vitro, pasan a una etapa 

posterior de multiplicación y evaluación. De esta manera, se confirma la 

característica diferencial del individuo seleccionado. 

Esta técnica ofrece la ventaja de ser un sistema rápido y eficiente para el 

screening de numerosos individuos en poco espacio y en un tiempo relativamente 

reducido (Ahloowalia and Maluszynski, 2001; Dziadczyk, et al., 2003, Bajji et al., 

2004; Lu et al., 2007a,c; Luan et al., 2007), ya que admite incorporar al medio de 

cultivo agentes de selección para diferentes estreses (Mohan Jain, 2001; Pathirana 

et al., 2002; Kim et al., 2004; Liu et al., 2005; Luan et al., 2007). En diversos 

trabajos, soluciones osmóticas de NaCl, sorbitol, manitol y PEG han sido 

incorporados al medio basal como agentes de selección para seleccionar genotipos 

tolerantes en diversos cultivos agronómicos (Tewary et al., 2000; Dziadczyk et al., 

2003; Carretero et al., 2007; Gopal et al., 2008). 

A pesar de la efectividad de las técnicas de selección in vitro en la 

identificación de genotipos tolerantes (Maralappanavar et al., 2000; Bajji et al., 

2004; Mohamed and Tawfik, 2006; Texeira et al., 2006; Hossain et al., 2007; Lu et 

al., 2007c), la reducción en las tasas de regeneración de plantas in vitro a partir de 

células o callos estresados puede ser una dificultad para la aplicación de esta 

metodología (Carretero et al., 2007; Luan et al., 2007). 

Otra alternativa disponible es la utilización de explantos diferenciados como 

vástagos clonales o semillas (Tewary et al., 2000; Dhawan et al., 2003; Dziadczyk 

et al., 2003; Carretero et al., 2007; Gopal et al., 2008). En frutilla, semillas y 

plántulas fueron seleccionadas in vitro, a través de la exposición a 200 mM de NaCl. 

En el segundo ciclo de selección, los clones tolerantes fueron evaluados con otros 
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materiales comerciales (Dziadczyk et al., 2003). Asimismo, Gopal and Iwama 

(2007) han realizado screening in vitro de vástagos de papa, para encontrar 

genotipos tolerantes a sequía incorporando en el medio de propagación sorbitol y 

PEG. 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

37 

 

Marcadores moleculares 

 

Desde sus comienzos, uno de los primordiales objetivos del mejoramiento 

vegetal ha sido seleccionar genotipos superiores a partir del reconocimiento de 

fenotipos superiores. 

Diversas metodologías están disponibles para detectar variación genética 

entre las que se incluyen la identificación fenotípica y técnicas de análisis de ADN. 

Caracteres morfológicos y fisiológicos pueden ser usados para el reconocimiento de 

materiales superiores (Palombi et al., 2007). Sin embargo, este tipo de 

metodología consume tiempo y es laborioso (Lu et al., 2007a), requiriendo de 

ensayos en diferentes localidades y campañas agrícolas para garantizar la correcta 

discriminación de individuos. 

En la actualidad, la identificación y el análisis de nuevos genotipos pueden 

llevarse a cabo mediante la información genética que ellos portan, principalmente a 

través del uso de marcadores moleculares basados en la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR; del inglés Polymerase Chain Reaction) tales como ADN 

Polimórfico Amplificado al Azar (RAPD; del inglés Randomly Amplified Polymorphic) 

(Williams et al., 1990), Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos Amplificados 

(AFLP; del inglés Amplification Fragment Length Polymorphism) (Vos et al., 1995) y 

microsatélites (SSR; del inglés Simple Sequence Repeat)(Spangenberg, 2004; Lu et 

al., 2007a). 

La técnica RAPD consiste en el empleo de cebadores decaméricos arbitrarios, 

permitiendo la amplificación de secuencias de ADN a lo largo de todo el genoma. 

Esta metodología puede detectar, a través de un procedimiento relativamente 

sencillo, polimorfismos genéticos (Degani et al., 2001; Lu et al, 2007a). 

La eficiencia de los RAPDs como herramienta en la diferenciación de genotipos 

ha sido establecida ampliamente (Martin et al., 2006). Estos marcadores han 
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permitido la discriminación de cultivares en diversas especies tales como cereales, 

gramíneas y leguminosas forrajeras (Johnson et al., 2002; Sharma and Jana, 2002; 

Salem et al., 2007) y han sido empleados con éxito en la detección de variantes 

somaclonales obtenidas por cultivo in vitro, y mutantes obtenidos mediante la 

aplicación de mutágenos químicos y físicos (Raimondi et al., 2001; Gesteira et al., 

2002; Polanco and Ruiz, 2002; Nayak et al., 2003; Atak et al., 2004; Bennici et al., 

2004; Hofmann et al., 2004; Gagliardi et al., 2007; Lu et al., 2007a; Prado et al., 

2007; da Silva et al., 2008). Se menciona en la bibliografía que esta técnica se ha 

usado para la localización e identificación de genes de tolerancia y/o resistencia 

para diversos estreses bióticos y abióticos (Degani et al., 2001; Salem et al., 

2007). Si bien presenta algunas limitaciones relacionadas a la baja reproducibilidad, 

estas dificultades pueden ser minimizadas al ajustar cuidadosamente las 

condiciones de reacción y amplificación de manera de obtener patrones de 

amplificación reproducibles (Carvalho et al., 2004). Si estas condiciones son 

controladas, los RAPDs son los sistemas más habituales en las comparaciones intra-

especie (Carvalho et al., 2004). En la actualidad, este marcador es uno de los más 

empleados por su facilidad, bajo costo y menor tiempo de ejecución (Carvalho et 

al., 2004). Se suma a esto, que ha demostrado un nivel de polimorfismo útil en la 

discriminación de genotipos y cultivares del género Cenchrus (Chandra and Dubey, 

2008). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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En base a lo expuesto se proponen la siguiente hipótesis y objetivos: 

 

HIPÓTESIS 

 

Es posible obtener variabilidad genética mediante inducción de mutaciones en 

caracteres asociados con la tolerancia a estreses abióticos en Cenchrus ciliaris L.  

 

OBJETIVOS 

 

� OBJETIVO GENERAL 

 

Generar variabilidad genética para caracteres asociados con la tolerancia a 

estreses abióticos a través de mutaciones inducidas en Cenchrus ciliaris L. 

 

� OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

I. Inducir variabilidad genética a partir del clon apomíctico Biloela (Cenchrus 

ciliaris L.) mediante agentes mutagénicos químicos (EMS) y físicos (rayos X) 

II. Seleccionar in vitro aquellos posibles mutantes en caracteres asociados con 

la tolerancia a estrés abiótico 

III. Detectar la variación genética inducida mediante técnicas moleculares tales 

como RAPD 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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Material Vegetal 

 

Biloela, es uno de los 14 cultivares presentes en la colección activa de 

Cenchrus ciliaris L. (Buffel grass), establecido a campo en el IFFIVE-INTA, Córdoba, 

Argentina. 

Las plantas están implantadas en un suelo franco-limoso, con un 

distanciamiento de 1 metro entre hileras y entre plantas. Se cuenta en la actualidad 

con aproximadamente 30 plantas de este genotipo, colocadas en dos hileras 

consecutivas. 

Las plantas se fertilizaron con N:P:K (15:15:15) en la etapa previa a floración, 

y la parcela se mantuvo limpia con desmalezado manual. En caso de ser necesario, 

se realizaron riegos mediante surcos. 

Buffel grass cuenta con cultivares apomícticos obligados (Ozias-Akins, 2006; 

Miles, 2007) y en vista de que las semillas que derivan de la reproducción 

apomíctica portan embriones genéticamente idénticos al progenitor femenino 

(Bashaw and Hanna, 1990; Ozias-Akins, 2006), las semillas del cv. Biloela se 

recolectaron en una única bolsa, para llevar a cabo cada uno de los ensayos 

planteados en este trabajo. 

 

Acondicionamiento y desinfección de semillas 

 

Las semillas maduras fueron recolectadas manualmente, en épocas de plena 

fructificación (en los meses de enero y febrero), colocadas en bolsas de papel 

etiquetadas, y conservadas en heladera (4°C). Las mismas fueron desprovistas de 

sus envolturas (involucros) manualmente, y para su desinfección se colocaron en 
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lavandina comercial (NaClO 55 g/L) al 30% en agitación constante durante 20 

minutos y finalmente se enjuagaron tres veces con agua bidestilada estéril. 

Para el ensayo de irradiación con rayos X, las semillas cosechadas y 

desprovistas de sus involucros, fueron enviadas al Instituto de Genética Edward A. 

Favret, dependiente del INTA Castelar (Buenos Aires, Argentina). Una vez tratadas 

fueron reenviadas al IFFIVE para su evaluación. 

 

Inducción de mutaciones mediante agentes mutagénicos 

 

Uno de los puntos críticos en la inducción de mutaciones es la dosis a utilizar 

del agente mutagénico, ya que es importante conocer la sensibilidad del explanto 

(semillas, callos, flores, etc) al ser expuesto al mismo (Predieri and Zimmerman, 

2001; Joseph et al., 2004; Rocha Latado et al., 2004; Hohmann et al., 2005; Luan 

et al., 2007). 

Por tal motivo el primer paso antes de utilizarlos, fue establecer la dosis de 

semiletalidad, que es aquella dosis a la cual la supervivencia del explanto utilizado 

disminuye un 50% respecto al control sin tratar (Rocha Latado et al., 2004; 

Witjaksono and Litz, 2004; Luan et al., 2007). 

El explanto a utilizar fueron semillas maduras del cv. apomíctico Biloela, 

desprovistas de sus involucros, y sobre ellas se aplicaron los agentes mutagénicos 

etilmetanosulfonato (EMS) y rayos X. Se evaluó el porcentaje de germinación 

respecto al control sin tratar (0 Kr y 0 mM de EMS) como variable para medir la 

eficiencia del agente mutagénico. 
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���� Agente mutagénico químico etilmetanosulfonato 

a. Determinación de la dosis letal 50 (DL50) 

Con la finalidad de establecer la dosis de semiletalidad, las semillas 

desinfectadas del cv. Biloela fueron incubadas en tubos plásticos estériles tipo 

Falcon (45 mL) conteniendo una solución acuosa con diferentes concentraciones de 

etilmetanosulfonato (EMS) (Sigma-Aldrich), bajo condiciones de asepsia, en cámara 

de flujo laminar. Cada concentración de EMS se preparó en 50 mL de agua 

bidestilada autoclavada a 1 atm de presión y 121ºC durante 20 minutos. 

Las semillas se expusieron a concentraciones de 0, 5, 6, 7, 10, 20, 30, 45, 

60, 75 mM de EMS durante 23 y 48 horas, en agitación continua (100 rpm), a 26°C 

± 2ºC y en oscuridad, con la finalidad de garantizar un contacto homogéneo y 

permanente con el agente mutagénico (Rocha Latado et al., 2004; Vagera et al., 

2004; Hohmann et al., 2005; Liu et al., 2005; Luan et al., 2007). Al concluir las 

horas de incubación, las semillas se enjuagaron repetidas veces con agua destilada 

autoclavada. Posterior al tratamiento con EMS, las semillas fueron colocadas bajo 

cámara de flujo laminar, en tubos de vidrio (15 mL) conteniendo 4 mL de medio 

basal de cultivo Murashige and Skoog (MS) (1962) (una semilla por cada tubo), con 

7 g/L de agar y 3% de sacarosa (p/v). 

El pH del medio basal MS fue ajustado a 5,8 con Na(OH) 0,5 N y el medio fue 

autoclavado a 121ºC y 1 atm de presión por 20 minutos. 

Los tubos fueron cultivados a 26ºC ± 2ºC, a un fotoperíodo de 16 horas de 

luz (7-11 µmol m-2 s-1) con 8 horas de oscuridad. El recuento de semillas 

germinadas se realizó a los siete días del cultivo y se registró la presencia de 

plántulas normales. 
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Análisis estadístico 

El diseño experimental para la determinación de la dosis de semiletalidad, se 

realizó bajo un ensayo completamente aleatorizado con repeticiones de 10 tubos 

cada una, para cada concentración testeada en los dos tiempos de incubación (23 y 

48 horas). Para el análisis de los datos correspondientes a la variable porcentaje de 

germinación (%) y con la finalidad de discernir diferencias entre los tratamientos 

explicados anteriormente, se llevó a cabo el análisis de la varianza (ANAVA) y el 

test de comparación de medias DGC (Di Rienzo et al., 2001) a un nivel de 

significancia estadística del 5% (P<0,05). El modelo lineal para la observación j-

ésima del i-ésimo tratamiento es el siguiente: 

Yij = µ + Ti + εij 

 
De este modo, 

Yij es la observación j–ésima del i-ésimo tratamiento 
µ es la media global 
Ti es el efecto del i-ésimo tratamiento 
εij es el error experimental de la j–ésima observación en i–ésimo tratamiento, 

tal que εij ∼ N (0, σ2) independientes entre sí, E [εij] = 0 y Var [εij] = σ2 

 

Para la variable porcentaje de germinación cuyos datos no fueran normales en 

su distribución, se realizó la transformación siguiente: 

arcosen √P/100 siendo P: porcentaje de germinación (%) 

 

b. Ensayos masivos 

Luego de establecida la dosis letal 50 (DL50) se realizaron ensayos masivos, 

para lo cual aproximadamente 500 semillas del cv. Biloela fueron expuestas a la 

dosis DL50 del agente EMS determinada anteriormente, bajo las condiciones 

descriptas. 
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���� Agente mutagénico físico rayos X 

a. Determinación de la dosis letal 50 (DL50) 

La aplicación de las radiaciones ionizantes (rayos X) se realizó en el Instituto 

de genética E. A. Favret (INTA-Castelar) (Buenos Aires, Argentina). Semillas 

cosechadas y desprovistas de sus involucros del cv. Biloela fueron expuestas a 

dosis de 0, 10, 20, 30 y 40 Kr. Estas dosis corresponden aproximadamente a unos 

0, 100, 200, 300 y 400 Gray (Gy). Asimismo, se irradiaron con 0, 1, 2, 4 y 8 kr, 

semillas previamente humedecidas en agua destilada estéril durante 20 horas, las 

que fueron secadas para su posterior evaluación. 

En el IFFIVE-INTA, las semillas irradiadas se desinfectaron con lavandina 

comercial (NaClO 55 g/L) al 30% durante 20 minutos en agitación, luego fueron 

enjuagadas tres veces con agua destilada estéril. 

Posterior a la desinfección, las semillas fueron germinadas in vitro en tubos de 

vidrio conteniendo 4 mL de medio basal de cultivo MS, con 7 g/L de agar y 3% de 

sacarosa (p/v). El pH del medio MS fue ajustado a 5,8 con Na(OH) 0,5 N previo a 

ser autoclavado a 121ºC y 1 atm de presión por 20 minutos. 

Los tubos fueron cultivados a 26ºC ± 2ºC, con un fotoperíodo de 16 horas de 

luz (7-11 µmol m-2 s-1) y 8 horas de oscuridad, evaluándose a los siete días del 

cultivo, el porcentaje de germinación y la presencia de plántulas normales. 

 

Análisis estadístico 

El diseño experimental para la determinación de la dosis de semiletalidad, se 

realizó bajo un ensayo completamente aleatorizado con repeticiones de 10 tubos 

cada una, para cada concentración testeada (ya sea las concentraciones 

correspondientes a semillas secas y/o humedecidas previamente). 
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Para el análisis de los datos correspondientes a la variable porcentaje de 

germinación (%) y con la finalidad de discernir diferencias entre los tratamientos 

explicados anteriormente, se llevó a cabo el análisis de la varianza (ANAVA) y el 

test de contraste de medias DGC (Di Rienzo et al., 2001) a un nivel de significancia 

estadística del 5% (P<0,05). 

El modelo lineal para la observación j-ésima del i-ésimo tratamiento es el 

siguiente: 

Yij = µ + Ti + εij 

 
De este modo, 

Yij es la observación j–ésima del i-ésimo tratamiento 
µ es la media global 
Ti es el efecto del i-ésimo tratamiento 
εij es el error experimental de la j–ésima observación en i–ésimo tratamiento, 

tal que εij ∼ N (0, σ2) independientes entre sí, E [εij] = 0 y Var [εij] = σ2 

 

Con respecto a la variable porcentaje de germinación, cuyos datos no fueran 

normales en su distribución, se realizó la transformación siguiente: 

arcosen √P/100 

Siendo P: el porcentaje de germinación (%) 

 

 

b. Ensayos masivos 

Luego de determinar las condiciones de irradiación y establecida la dosis de 

trabajo (DL50) se realizaron ensayos masivos, los cuales consistieron en exponer a 

semillas del cv. Biloela (aproximadamente unas 500 semillas) a la dosis DL50 del 

agente rayos X determinada anteriormente, bajo las condiciones descriptas. 
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Selección in vitro de mutantes con tolerancia a estrés abiótico 

 

Los estreses que se consideraron fueron: salinidad y sequía. Los agentes de 

selección utilizados para simular dichos estreses fueron NaCl y manitol, 

respectivamente. 

Para realizar la selección in vitro, aquellas plántulas correspondientes a los 

ensayos masivos anteriormente descriptos, derivadas de semillas expuestas a EMS 

o a rayos X, que germinaron y formaron una plántula viable a los siete días 

posteriores a la exposición, fueron repicadas a nuevos tubos de vidrio conteniendo 

medio basal MS con 7 g/L de agar y 3% de sacarosa (p/v) adicionado con el agente 

de selección. El pH del medio MS de selección fue ajustado a 5,8 con Na(OH) 0,5 N 

y el medio fue autoclavado a 121ºC y 1 atm de presión por 20 minutos. Las 

condiciones de cultivo fueron 26ºC ± 2ºC, a un fotoperíodo de 16 horas de luz (7-

11 µmol m-2 s-1) con 8 horas de oscuridad. 

 

���� Salinidad (NaCl) 

El cloruro de sodio (NaCl) es la sal soluble presente con mayor frecuencia en 

el perfil del suelo (Munns and Tester, 2008). Debido a esto, se lo utilizó como 

agente simulador de estrés salino (Verlues et al., 2006). 

En la bibliografía se cita la importancia de evitar la plasmólisis como 

consecuencia de someter a la planta a altas dosis de NaCl y provocar así, un “shock 

osmótico” en la misma (Luna et al., 2000; Munns, 2002; Verlues et al., 2006; 

Munns and Tester, 2008). Esto puede ser evitado al adicionar la sal gradualmente, 

a intervalos que le permitan a la planta ajustarse a esta nueva condición. De esta 

manera es posible recuperar a los individuos que soportaron condiciones extremas 

de estrés (Luna et al., 2000). 
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Teniendo en cuenta estas consideraciones, las plántulas germinadas (7 días) 

se trasladaron a un nuevo tubo conteniendo medio MS adicionado con el agente de 

selección (en este caso NaCl) (Sigma-Aldrich), para ser expuestas a selección in 

vitro. Las plántulas fueron repicadas secuencialmente cada 20 días, partiendo de 

una concentración inicial de 50 mM de NaCl e incrementando la concentración 50 

mM en cada repique hasta alcanzar una dosis final de 200 mM. Luego de 

permanecer 20 días en dicha condición, tanto para el tratamiento con EMS o con 

rayos X, las plantas fueron repicadas a concentraciones menores hasta mantenerse 

en medio MS a los fines de que adquirieran un tamaño suficiente como para ser 

trasplantadas de la condición in vitro hasta la tierra. 

 

���� Sequía (manitol) 

En diversos estudios donde se observan las repuestas frente al estrés por 

sequía, se utilizan osmolitos para reducir el potencial φw en el medio de crecimiento 

y de esta manera simular este tipo de estrés. Dentro de los osmolitos que pueden 

usarse se cita al manitol. 

Luego de la exposición a cualquiera de los dos agentes mutagénicos (EMS o 

rayos X), las plántulas que germinaron en los tubos conteniendo medio MS, se 

repicaron a un nuevo tubo conteniendo medio basal MS, adicionado con el agente 

de selección manitol (Sigma-Aldrich). 

Para el caso de la selección in vitro para caracteres asociados con tolerancia a 

sequía se partió de una concentración inicial de 25 mM de manitol, siendo las 

plántulas repicadas secuencialmente cada 20 días, incrementándose la 

concentración de manitol 25 mM en cada repique hasta alcanzar una dosis de 100 

mM. Luego de permanecer durante 20 días en dicha concentración, tanto para el 

tratamiento con EMS o con rayos X, las plantas fueron repicadas a concentraciones 
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menores hasta mantenerse en medio MS a los fines de que las plantas alcanzaran 

un tamaño suficiente como para ser trasplantadas de la condición in vitro hasta la 

tierra. 
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Detección de la variabilidad genética inducida mediante RAPD 

 

Las plantas resultantes de los tratamientos mutagénicos y del proceso de 

selección con NaCl y manitol fueron trasplantadas a macetas pequeñas conteniendo 

como sustrato una mezcla de tierra estéril y vermiculita en proporción 2:1, 

manteniéndose en invernáculo en condiciones de elevada humedad para su 

rusticación. 

Cada planta considerada como evento único, se colocó en una maceta y de 

cada una se realizaron muestreos para la extracción de ADN. Es importante recalcar 

que las plantas eran pequeñas y aún no se encontraban en etapa de macollaje 

cuando se tomaron las muestras de material vegetal. 

 

Material Vegetal  

Láminas de hojas frescas completamente expandidas fueron cortadas de cada 

una de las plantas, del tercio superior y medio del  tallo. Las hojas fueron colocadas 

en bolsas plásticas trasparentes y almacenadas en hielo hasta su utilización. 

 

Extracción de ADN genómico total 

Aproximadamente 100 mg de hojas frescas se molieron con aire líquido en 

morteros de porcelana y posteriormente se realizó la extracción del ADN siguiendo 

las instrucciones detalladas en el protocolo del Kit Phytopure (Amersham, 

Pharmacia). El ADN fue resuspendido en tampón TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0 - 1 mM 

de EDTA pH 8,0). 
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Cuantificación del ADN 

Para determinar la calidad y cantidad del ADN obtenido se realizó la 

cuantificación mediante espectrofotómetro (ND1000, Nanodrop Technologies, Inc., 

USA). Además se efectuó la siembra del mismo en geles de agarosa al 0,8% (p/v) y 

se corrió en cuba de electroforesis a 50 Voltios durante dos horas en tampón TBE 

0,5X. Posteriormente el gel se reveló con bromuro de etidio (10 mg/mL, GIBCO BRL). 

Los morteros, pilones, placas de Petri, pinzas, espátulas y todo el material 

de vidrio utilizado fueron esterilizados en estufa a 180°C durante 4 horas. 

 

���� Protocolo de la técnica RAPD 

 

Para evitar contaminaciones en la técnica de RAPD, todos los componentes 

utilizados en las amplificaciones se tomaron desde tubos nuevos que se abrieron 

solamente bajo cámara de flujo laminar, de uso exclusivo para esta técnica y 

manipulados por un solo operario. 

El agua utilizada fue tipo mili Q deionizada tratada con luz UV, sin 

autoclavar. El material de plástico (puntas y tubos de 1,7 mL) fue abierto, utilizado 

y guardado bajo cámara de flujo laminar. Para realizar la mezcla de reacción de la 

PCR se utilizaron pipetas automáticas bajo cámara de flujo laminar. 

 

Cebadores 

Se utilizaron 20 diferentes cebadores decaméricos arbitrarios de las series A y 

B de Promega (Biodynamics), en la búsqueda de polimorfismos para evaluar la 

existencia de modificaciones a nivel genético en las plantas bajo estudio. 
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Cada serie consiste en 10 cebadores que contienen 10 pares de bases cada 

uno, con un contenido aproximado de G-C del 60% (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Secuencia de cebadores de las series A y B de Promega. 

SERIE A SERIE B 

Cebadores 
SECUENCIA 

(sentido 5’- 3’) 
Cebadores 

SECUENCIA 

(sentido 5’- 3’) 

A1 CCCAAGGGAA B1 TCGAAGTCCT 

A2 GGTGCGGGAA B2 GCATGTCAGA 

A3 AAGACCCCTC B3 ACTTCGACAA 

A4 CTTCACCCGA B4 TGCCATCAGT 

A5 CACCAGGTGA B5 GCGCTCACGC 

A6 GAGTCTCAGG B6 GTGACATCGC 

A7 CCCGATTCGG B7 AGATCGAGCC 

A8 ACGCACAACC B8 TCACCACGGT 

A9 CTAATGCCGT B9 ATGGCTCAGC 

A10 ACGGCGTATG B10 CAGGCACTAG 

 

 

Amplificación RAPD-PCR 

Las mezclas de reacción se realizaron según el protocolo propuesto por 

Gustine et al., (1996), puestas a punto con algunas modificaciones para Buffel 

grass (Griffa, com. pers.) donde los reactivos y sus concentraciones se detallan a 

continuación (Tabla 2). 
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Tabla 2. Protocolo de Gustine et al. (1996) modificado: reactivos y concentraciones. 

Reactivos de PCR Volumen utilizado por tubo (µL) 

agua tipo mili Q deionizada 19,8 µL 

tampón 10x 3 µL 

cebadores 10x 3 µL 

dNTPs 10x 3 µL 

taq polimerasa (Amershan Ph.) 0,2 µL (1 unidad) 

ADN 1 µL (25 ng/µL) 

volumen final 30 µL 

 

Las condiciones del ciclado se ejecutaron de acuerdo al protocolo de Promega 

para dichos cebadores (Tabla 3), ya que permitió un patrón de amplificación de 

mayor cantidad de bandas y muy buena resolución e intensidad de las mismas. Las 

reacciones de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler 

Gradient Eppendorf AG 22331, Eppendorf, Germany), de acuerdo a las condiciones 

antes mencionadas (Tabla 3). 
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Tabla 3. Programa de amplificación RAPD-PCR propuesto por Promega. 

 

Se realizaron tres repeticiones de cada PCR para cada uno de los 54 genotipos 

y el genotipo control (cv. Biloela), para los 20 cebadores que componen las series 

de Promega. 

Un control negativo (sin ADN) se empleó en la mezcla de reacción, el cual fue 

incluido en cada ensayo con la finalidad de descartar alguna contaminación en los 

reactivos. 

Se sembraron 15 µL de cada producto de amplificación en geles de agarosa al 

2% (p/v) sobre TBE 1X, respetando siempre el mismo orden y se corrieron en cuba 

de electroforesis con TBE 0,5X a 50 Voltios durante dos horas. Los geles se tiñeron 

con bromuro de etidio (10 mg/mL, GIBCO BRL) y la presencia o ausencia de bandas 

se observó bajo luz ultravioleta, en analizador de imágenes. 

Las diferencias en el patrón de bandas generado entre cada genotipo y el 

control cv. Biloela fueron determinadas por comparación en el gel para cada uno de 

los 20 cebadores, utilizando el marcador de peso molecular Ladder 1Kb (Promega) 

como marcador de referencia. 

 

Número de ciclos Condiciones 

 Tº (ºC) tiempo 

1 94 3 min 

40 

94 1 min 

36 1 min 

Incremento térmico 

0,6 ºC/ s 

72 2 min 

1 72 5 min 
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Análisis estadístico 

Los productos de amplificación (bandas) generados con los diferentes 

cebadores para cada uno de los genotipos bajo estudio, que presentaron patrones 

reproducibles, se usaron para construir una matriz binaria, tomando como 1 a cada 

banda presente y 0 si la banda estuvo ausente, considerando bandas iguales a las 

que presentan la misma movilidad en el gel (igual peso molecular). 
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 Inducción de variabilidad genética mediante agentes mutagénicos 

 

���� Agente mutagénico etilmetanosulfonato 

a. Determinación de la Dosis Letal 50 (DL50)  

El ensayo para la determinación de la DL50 consistió en exponer semillas del 

cv. Biloela a concentraciones de EMS comprendidas entre 0 mM y 75 mM durante 

23 y 48 horas de incubación. En el rango de concentraciones de EMS entre valores 

superiores a 10 mM hasta 75 mM, no se observó formación de plántulas a las dosis 

y los tiempos de incubación probados, a los 7 días de ser sembrados en medio 

basal MS. 

En relación a la dosis comprendidas entre 0 a 10 mM de EMS (0, 5, 6, 7 y 10 

mM) para el tiempo de exposición a 48 horas, a los 7 días posteriores a la siembra 

de las semillas en medio basal, las semillas no germinaron (datos no mostrados). 

De esta manera, sólo se consideraron para posteriores análisis, los datos obtenidos 

de los tratamientos de 0 a 10 mM de EMS y exposición durante 23 horas. Con 

respecto a este tiempo de incubación, luego de 7 días de cultivo, las semillas 

germinaron en todas las concentraciones de EMS, reduciéndose el porcentaje de 

germinación a medida que aumentó la dosis (Figura 6). 
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Figura 6. Germinación (%) de semillas de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela 
tratadas con 0, 5, 6, 7 y 10 mM de EMS durante 23 horas de exposición. 

Recuento a los 7 días. Promedio ± error estándar. 

 

 

Como se puede apreciar en la Figura 6, el porcentaje de semillas germinadas 

del tratamiento control (0 mM) fue del 79,7%. Este porcentaje se consideró como 

el total para establecer a posteriori la DL50. A la mayor concentración de EMS 

planteada (10 mM), el porcentaje de germinación fue del 9,3%. 

A la dosis de 7 mM, el porcentaje de germinación fue del 8,0%, observándose 

plantas con escaso crecimiento de parte aérea, hojas pequeñas, entrenudos cortos 

y poco número de raíces. En observaciones posteriores a los 7 días de recuento, 

estas plantas no incrementaron su altura, ni desarrollaron su sistema radicular y 

aéreo. 

A una concentración de 5 mM se observó un porcentaje de germinación del 

57,0%, mientras que a 6 mM, el mismo se redujo a 22,3%. 
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Con la finalidad de hallar si las diferencias entre las concentraciones de EMS 

ensayadas eran significativas se llevó a cabo el test de contraste de medias DGC 

(Infostat, 2006). La variable porcentaje de germinación presentó una distribución 

normal, de manera que no fue necesaria realizar la transformación de los datos 

correspondientes a dicho parámetro. 

El análisis de varianza (ANAVA) permitió discernir diferencias significativas 

(P≤0,05) entre las dosis de EMS planteadas y el control sin tratar (0 mM), para la 

variable porcentaje de germinación (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Cuadro de análisis de la varianza para la variable porcentaje de 
germinación de semillas de Cenchrus ciliaris L. cv Biloela tratadas con distintas 
concentraciones de EMS. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrados 
medios 

F p-valor 

Modelo 23473,03 4 5868,26 42,41 <0,0001 

Dosis 23473,03 4 5868,26 42,41 <0,0001 

Error 5672,63 41 138,36   

Total 29145,65 45    

 

Los tratamientos difirieron entre sí, observándose una reducción del 

porcentaje de germinación a medida que la dosis del agente mutagénico se 

incrementaba (Tabla 5). 

Como se observa en los datos (Tabla 5), no existió una diferencia significativa 

entre el porcentaje de germinación obtenido con concentraciones de 7 y 10 mM de 

EMS, pero sí entre 5 mM y 6 mM. Considerando que el control (0 mM) presentó un 

79,7%, la DL50 correspondería a un porcentaje de germinación de 

aproximadamente 40,0%. 
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Tabla 5. Porcentaje de germinación en 
medio MS de semillas de Cenchrus ciliaris L. 
cv. Biloela tratadas con EMS. 

Dosis de EMS 
Porcentaje de 

Germinación (%)  

0 mM 79,73c 

5 mM 57,00b 

6 mM 28,89a 

7 mM 20,00a 

10 mM 21,67a 

Medias con distintas letras difieren significativamente (P≤0,05) 

 

Es así que una concentración intermedia entre 5 y 6 mM se ajustaría a la 

dosis letal 50. En consecuencia se decidió trabajar con 5,5 mM de EMS durante 23 

horas de exposición como DL50. 

En el ensayo de determinación de la DL50, no se registró presencia de 

plántulas cloróticas y/o albinas, se observaron algunas plantas de reducido tamaño 

(Figura 7) a pesar de permanecer en medio MS posterior a los 7 días de recuento. 

Como se observa en la Figura 8 algunas semillas no formaron parte área y sólo 

desarrollaron raíces, otras semillas germinaron presentando hojas no expandidas y 

poco desarrolladas y algunas plántulas crecieron normalmente. 
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Figura 7. Planta obtenida de semilla de Cenchrus ciliaris L. 
cv. Biloela tratada con 5,5 mM de EMS expuesta durante 

23 horas, cultivada 30 días en medio MS. 

 

 

 

 
Figura 8. Plantas obtenidas de semillas de Cenchrus 
ciliaris L. cv. Biloela tratadas con 5,5 mM de EMS 

expuestas durante 23 horas, cultivadas durante 15 días en 
medio basal MS. 

 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

63 

 

b. Ensayos masivos 

Se colocaron aproximadamente 500 semillas a incubar en una solución de 

EMS (5,5 mM) durante 23 horas, y posteriormente fueron germinadas in vitro bajo 

las condiciones descriptas anteriormente. A los 7 días de cultivo, unas 250 plántulas 

se repicaron a medio de selección (125 plántulas a medio con NaCl y 125 a medio 

con manitol) para el proceso de selección in vitro. 

 

���� Inducción de variabilidad mediante rayos X 

a. Determinación de la Dosis Letal 50 (DL50) 

Las semillas irradiadas en el Instituto de Genética E. A. Favret (INTA-

Castelar) con dosis comprendidas entre 0 y 40 Kr fueron desinfectadas y 

germinadas en medio basal MS. El mismo procedimiento se llevó a cabo con las 

semillas del cv. Biloela, humedecidas durante 20 horas con anterioridad a la 

irradiación con 0, 1, 2, 4 y 8 Kr. Con respecto a este último tratamiento, las 

semillas no germinaron en ninguna de las dosis ensayadas. 

Para las semillas tratadas con dosis comprendidas entre 0 y 40 Kr (sin previo 

humedecimiento a la irradiación), a los 7 días se observó formación de plántulas en 

todas las dosis ensayadas (Figura 9). 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

64 

 

0 Kr 10 Kr 20 Kr 30 Kr 40 Kr

Dosis de rayos X

0,0

19,0

38,0

57,0

76,0

95,0

G
e
rm

in
a
ci

ó
n
 (

%
)

Control

 

Figura 9. Germinación (%) de semillas de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela 
irradiadas con 10, 20, 30 y 40 Kr, cultivadas en medio MS. Recuento a los 7 

días de cultivo. Control: 0 Kr. Promedio ± error estándar. 

 

 

El porcentaje de germinación del tratamiento control (0 Kr) fue del 76,7%. Si 

consideramos este porcentaje como el total para establecer a posteriori la DL50, las 

distintas dosis de Kriptón (10, 20, 30, 40 Kr) redujeron a casi el 50% los valores de 

germinación de las semillas tratadas respecto al control (Figura 9). Por ejemplo, a 

40 Kr la formación de plántulas fue del 40,0%. 

En la Figuras 10 y 11, se aprecian las plántulas germinadas en tratamiento 

control y luego de la irradiación con la mayor dosis de rayos X aplicada (40 Kr), 

respectivamente. 
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Figura 10. Plantas de semillas de Cenchrus ciliaris L. cv. 
Biloela correspondientes al tratamiento control (0 Kr) de 

una misma repetición, a los 20 días posteriores a ser 
germinadas in vitro en medio MS. 

 

 

 

 

Figura 11. Plantas provenientes de semillas de Cenchrus 
ciliaris L. cv. Biloela irradiadas con 40 Kr de una misma 
repetición, a los 20 días posteriores a ser germinadas in 

vitro en medio basal MS. 

 

 



Universidad Internacional de Andalucía, 2011

66 

 

Con la finalidad de analizar si las diferencias entre los tratamientos fueron 

significativas se llevó a cabo el test DGC (Infostat, 2006). La variable porcentaje de 

germinación presentó una distribución normal, de manera que no fue necesaria 

realizar la transformación de los datos correspondientes a dicho parámetro. 

 

Tabla 6. Cuadro de análisis de la varianza para ensayo de germinación de semillas 
de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela irradiadas con diferentes dosis de rayos X. 

Fuente de 
variación 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Cuadrados 
medios 

F p-valor 

Modelo 6360,30 4 1590,08 14,51 <0,0001 

Dosis 6360,30 4 1590,08 14,51 <0,0001 

Error 2521,31 23 109,62   

Total 8881,61 27    

 

 

Se discriminó el tratamiento control (0 Kr) de las 4 dosis de Kriptón utilizadas, 

si bien no se observaron diferencias significativas (P≤0,05) entre dosis (Tabla 7). 

Además, como se aprecia en la Figura 9, no se redujo la tasa de supervivencia 

cuando se incrementó la dosis de irradiación. Por lo tanto, se decidió trabajar con la 

mayor dosis a fin de aumentar la frecuencia de cambios (40 kr). 
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Tabla 7. Porcentaje de germinación  en 
medio MS de semillas de Cenchrus ciliaris L. 
cv. Biloela irradiadas con rayos X. 

Dosis de rayos X 
Porcentaje de 

Germinación (%)  

0 Kr 76,67b 

10 Kr 40,00a 

20 Kr 41,43a 

30 Kr 32,04a 

40 kr 40,00a 

Medias con distintas letras difieren significativamente (P≤0,05) 

 

La dosis seleccionada de rayos X (40 Kr) produjo alteraciones con bajo daño, 

ya que las plantas, si bien mostraron diferencias morfológicas respecto de control, 

florecieron y produjeron semillas. 

 

b. Ensayos masivos 

A partir de estos resultados, se realizaron ensayos masivos con la finalidad de 

generar plantas con alta variabilidad inducida, a ser utilizadas en la selección de 

genotipos para tolerancia a salinidad y sequía. A tal fin se colocaron a germinar in 

vitro 500 semillas previamente irradiadas con 40 Kr, de las cuales 

aproximadamente unas 250 plántulas entraron en fase de selección in vitro (125 

plántulas a medio con NaCl y 125 a medio con manitol). 
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 Selección in vitro de mutantes con tolerancia a estrés abiótico 

 

En la etapa de inducción de mutaciones, aproximadamente 500 semillas del 

cv. Biloela habían sido tratadas con EMS y 500 fueron irradiadas con rayos X 

(ensayos masivos), y posteriormente germinadas in vitro en medio basal MS. A los 

7 días de haber sido cultivadas en este medio, aproximadamente 250 de las 

semillas correspondientes a cada uno de los tratamientos mencionados 

anteriormente, germinaron. La mitad de estas plántulas (125) (tanto para el 

tratamiento con EMS ó con rayos X) fueron repicadas a medio de selección MS 

adicionado con NaCl (50 mM) y la otra mitad restante se colocaron en medio MS 

con manitol (25 mM). Se muestra a continuación un esquema del proceso de 

selección (Figura 12). 

Con respecto al tratamiento con manitol, concentraciones superiores a 100 

mM no permitieron la supervivencia de las plántulas, las que no se recuperaron a 

pesar de ser repicadas gradualmente a una condición sin estrés, por lo que se 

decidió no incrementar la concentración de manitol a valores superiores a esta 

dosis. 
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Etilmetanosulfonato – Salinidad (NaCl) 

De las 500 semillas tratadas con EMS, aproximadamente 250 germinaron en 

medio MS y 125 pasaron a la etapa de selección in vitro con NaCl. En un caso 

particular, durante el proceso de selección, se evidenció la presencia de floración en 

una plántula sometida a 100 mM de NaCl, siendo la inflorescencia anormal, sin 

pedúnculo, con acortamiento de los entrenudos dentro del raquis de la 

inflorescencia, y contando con anteras y estigmas plumosos como se aprecia en la 

Figura 13. 

 

 

Figura 13. Detalle de la inflorescencia atrofiada en planta 
obtenida a partir de semilla de Cenchrus ciliaris L. cv. 

Biloela tratada con 5,5 mM de EMS durante 23 horas de 
exposición y sometida a 100 mM de NaCl. 

 

 

Como resultado de esta etapa, se obtuvieron 21 plantas que fueron sometidas 

a dosis crecientes de NaCl en el medio de cultivo MS, y toleraron hasta 200 mM de 

este agente de selección. Todas las plántulas obtenidas a partir de este proceso de 

selección in vitro presentaron engrosamiento del tallo y hojas carnosas como se 

aprecia en la Figura 14. 
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Figura 14. Detalle de una planta seleccionada in vitro a 200 
mM de NaCl, proveniente de semilla de Cenchrus ciliaris L. 

cv. Biloela tratada con 5,5 mM de EMS. 

 

 

Las plantas fueron posteriormente trasplantadas a macetas pequeñas 

conteniendo como sustrato una mezcla de tierra estéril y vermiculita en proporción 

2:1, manteniéndose en invernáculo en condiciones de elevada humedad para su 

rusticación. En estas condiciones las plantas crecieron y no evidenciaron 

modificaciones morfológicas observables a simple vista respecto del cv. Biloela, 

inclusive la planta que en la etapa de selección in vitro presentó una inflorescencia 

anormal. 

 

Etilmetanosulfonato – Sequía (Manitol) 

De aproximadamente 125 semillas que habían sido tratadas con EMS y 

germinadas in vitro en medio basal, sólo se obtuvieron 5 plántulas de la etapa de 

selección con manitol. Se observó que el tallo y las raíces presentaban una 

apariencia humedecida con hojas senescentes, a medida que se incrementaba la 

concentración de manitol, y la mayoría de las plantas no se recuperaron a pesar de 

reducírseles la concentración del agente de selección. 
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En general, las plantas que toleraron los 100 mM de manitol presentaron una 

apariencia delgada, con tallo y raíces humedecidas, con presencia de hojas 

amarillas como se observa en la Figura 15. 

 

 

Figura 15. Detalle de una planta seleccionada in vitro a 100 
mM de manitol, proveniente de semilla de Cenchrus ciliaris 

L. cv. Biloela tratada con 5,5 mM de EMS. 

 

 

 

En condiciones de invernáculo, una planta (V302) de las 5 plantas obtenidas 

presentó alteraciones morfológicas evidentes a simple vista con respecto al cv. 

Biloela. Como se observa en la siguiente figura (Figura 16), la planta era de 

reducida altura con tallo extremadamente delgado hasta el primer nudo que luego 

se engrosaba abruptamente. 
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Figura 16. Planta con modificaciones morfológicas, obtenida a 
partir de semilla de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela tratada con 

5,5 mM de EMS y seleccionada con 100 mM de manitol. 

 

 

Rayos X – Salinidad (NaCl) 

A partir de las 500 semillas irradiadas con rayos X, aproximadamente 250 de 

ellas germinaron en medio MS y 125 pasaron a la etapa de selección in vitro con 

NaCl. Durante el proceso de selección, las plántulas presentaron reducida altura, 

con tallos engrosados y hojas suculentas y gruesas. De este ensayo se obtuvieron 

20 plantas que fueron trasplantadas a tierra y vermiculita en condiciones de 

invernáculo y nueve de ellas presentaron a simple vista modificaciones morfológicas 

bajo estas condiciones. Entre las alteraciones se pueden mencionar, una planta con 

tallo dicotómico, otras presentaban hojas enruladas y entrenudos cortos (Figura 

17). 
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A B C D E
 

Figura 17. Plantas obtenidas de semillas de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela, 
irradiadas con 40 Kr y posterior selección in vitro en medio MS con dosis crecientes 
de NaCl A) Tallo dicotómico B) hojas enlazadas C) acortamiento de entrenudos D) 

hojas enruladas y torcidas E) hojas enruladas y entrenudos cortos. 

 

Como se observa en la Figura 17.B, dos plantas mostraron las hojas 

enganchadas entre sí (V209 y V214). Además, la reducida altura fue otro carácter 

que se evidenció en dos plantas obtenidas de este tratamiento (V210 y V217), sin 

embargo, una de ellas tenía hojas oscuras y de apariencia seca, mientras que la 

otra tenía hojas verdes y turgentes. Cabe destacar que una mutante (V212) fue 

más alta que el control y floreció anticipadamente (Figura 18), mientras que la 

planta V211 fue de menor altura respecto del cv. Biloela, con estolones aéreos, 

floreció anticipadamente y no encañó mostrando mucho follaje. 
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Figura 18. En el centro, planta control sin tratar (0 Kr). A la 
izquierda y derecha se observan plantas obtenidas a partir de 
semillas de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela tratadas con 40 Kr y 

seleccionadas en NaCl. 

 

 

Rayos X – Sequía (Manitol) 

De las 125 plántulas derivadas de semillas irradiadas con 40 Kr, solamente 8 

de ellas sobrevivieron la etapa de selección con manitol. Las plántulas, durante este 

período presentaron tallos delgados y hojas de escaso desarrollo. Las plantas 

trasplantadas, en condiciones de invernáculo, presentaron modificaciones 

morfológicas. Entre las alteraciones más destacadas se puede mencionar una 

planta (V305) con un tallo extremadamente delgado, y luego el brote engrosado 

(Figura 19.A.). Además, otra mutante (V310) presentó reducida altura y tallos 

cortos, con hojas pequeñas (Figura 19.B.). 
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Figura 19. Plantas obtenidas de semillas de Cenchrus ciliaris L. cv. Biloela, 
tratadas con 40 Kr y seleccionadas con manitol. A) con tallo delgado con brote 

engrosado B) de reducida altura sin entrenudos y hojas pequeñas. 

 

B A 
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 Detección de la variabilidad genética inducida mediante RAPD 

 

Análisis con RAPD 

El ADN obtenido a partir de hojas de las 54 plantas logradas de los 

tratamientos de mutagénesis inducida y selección in vitro, fue amplificado junto al 

ADN control, con los 20 cebadores decaméricos de las series A y B de Promega. 

En las tres amplificaciones independientes de PCR, realizadas con cada uno de 

los cebadores ensayados, no se logró amplificación con cinco de ellos (A5, A7, B5, 

B6, B9). Con los 15 cebadores restantes se obtuvieron diferentes patrones de 

amplificación y 13 de ellos generaron patrones altamente reproducibles, con 

múltiples bandas discretas, en las tres repeticiones probadas (Tabla 8). 

Las plantas obtenidas de las mutaciones inducidas y la selección in vitro 

produjeron un total de 60 bandas, al ser amplificadas con los 13 cebadores, con 

una frecuencia promedio de 4,6 bandas por cebador. El número de productos 

amplificados varió entre 1 (para el cebador B3) a 11 (para el A2) y el tamaño de los 

amplicones osciló desde 1.500 pb a 6.000 pb, aproximadamente. 

De las 60 bandas amplificadas, 11 correspondieron a fragmentos polimórficos 

(18,3%) detectados con los cebadores A2, A3, A10 y B2 (Tabla 8), siendo el resto 

de los patrones amplificados monomórficos. Los fragmentos polimórficos obtenidos 

presentaron un tamaño que osciló entre 1.500 pb y 2.500 pb. 
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Tabla 8. Cebadores usados para la amplificación del ADN de las 54 plantas 
putativas mutantes y número de fragmentos amplificados y de fragmentos 
polimórficos obtenidos. 

Cebador Número de Fragmentos 
Amplificados 

Número de Fragmentos 
Polimórficos 

A1 4 0 

A2 11 4 

A3 4 1 

A4 4 0 

A6 4 0 

A8 8 0 

A9 2 0 

A10 2 3 

B2 4 3 

B3 1 0 

B7 4 0 

B8 4 0 

B10 8 0 

Total 60 11 

 

 

De las 54 plantas analizadas, 10 de ellas mostraron variación en los patrones 

de amplificación respecto del control cv. Biloela y sólo 1 (V210) fue discriminada 

con dos cebadores (A2 y el A10) (Tabla 9). Esto corresponde a una frecuencia de 

variación genética del 18,5% (Tabla 10). Si consideramos el tipo de tratamiento 

mutagénico, independiente del agente de selección utilizado, para el EMS se obtuvo 

una variación genética del 19,2%, y con respecto al de rayos X del 17,8% (Tabla 

10). Como los datos muestran, ambos agentes mutagénicos presentaron similares 

porcentajes de variación genética inducida. 
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Tabla 9. Número de cebadores que mostraron polimorfismo y número de bandas 
polimórficas obtenidas para cada una de las putativas mutantes. 

Variante Cebadores 
que 

mostraron 
polimorfismo 

(N°) 

Total de 
bandas 

polimórficas
(N°) 

Tratamiento Fenotipo en R0 

V200 1 (A2) 1 (presencia) EMS-NaCl Idéntico al parental 

V201 1 (A2) 1 (presencia) EMS-NaCl Idéntico al parental 

V207 1(A10) 1 (presencia) EMS-NaCl Idéntico al parental 

V208 1 (A2) 1 (presencia) Rayos X-NaCl Idéntico al parental 

V210 2 (A2-A10) 2 (presencias) Rayos X-NaCl Enana con hojas verdes 

V211 1 (A10) 1 (presencia) Rayos X-NaCl Baja y floreció sin 
encañar  

V300 1 (B2) 1 (ausencia) EMS-manitol Idéntico al parental 

V302 1 (B2) 1 (ausencia) EMS-manitol Tallo delgado y brote 
robusto 

V310 1 (B2) 1 (ausencia) Rayos X-manitol Enana y sin turgencia 

V311 1 (A3) 1 (ausencia) Rayos X-manitol Planta robusta 

 

 

Tabla 10. Número total de plantas obtenidas, número de plantas que mostraron 
polimorfismo y porcentaje de variación observada para los tratamientos con EMS ó 
con rayos X. 

Tratamiento Total de plantas 
obtenidas (Nº) 

Plantas que 
presentaron 

polimorfismo (Nº) 

Variación genética 
observada (%) 

EMS 26 5 19,2 

Rayos X 28 5 17,8 

Total 54 10 18,5 
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Los perfiles obtenidos con el cebador A3, muestran que una planta derivada 

del tratamiento con rayos X y selección posterior con manitol (línea 10 (V311)) 

carece de una banda, de aproximadamente 2.500 pb, respecto del control testigo 

(cv. Biloela). 

 

MM    Ct 1     2      3     4      5      6      7     8      9     10      

2.500 pb

 

Figura 20. Cebador A3. Plantas seleccionadas por tolerancia a manitol: del 1 al 5: 
de semillas tratadas con EMS; del 6 al 10: de semillas tratadas con rayos X. Ct: 

Testigo cv. Biloela. La flecha indica la ausencia de la banda respecto del testigo. 
MM: marcador ADN Ladder 1 Kb (Promega). 

 

 

Con el cebador B2, se observó ausencia de una banda de aproximadamente 

2.000 pb en el perfil de amplificación correspondientes a las líneas 1 (V300), 3 

(V302) y 9 (V310) respecto al control Ct (Figura 21). Estas plantas provenían de 

selección in vitro con manitol de tratamientos con EMS y rayos X. 
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MM    Ct 1      2      3      4      5      6      7      8     9    10      

2.000 pb

 

Figura 21. Cebador B2. Plantas seleccionadas por tolerancia a manitol: del 1 al 5: 
de semillas tratadas con EMS; del 6 al 10: de semillas tratadas con rayos X. Ct: 

Testigo cv. Biloela. Las flechas indican las bandas ausentes en relación al control. 
MM: marcador ADN Ladder 1 Kb. 

 

 

En dos plantas seleccionadas para tolerancia a salinidad, provenientes de 

semillas tratadas con EMS, se observó la presencia de una banda adicional para 

cada una de ellas, que no está presente en los patrones de amplificación del control 

(Figura 22. línea 1: V200 y línea 2: V201). Con respecto a la línea 1 (V200), la 

banda presente correspondió a aproximadamente 1.700 pb, mientras que en el 

caso de la línea 2 (V201) fue de 1.900 pb. 
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MM     1       2      3       4       5      6       7       8       9      10     Ct

3.000 pb

1.500 pb

 

Figura 22. Cebador A2. Plantas seleccionadas por tolerancia a NaCl de semillas 
tratadas con: líneas 1 al 6: EMS, líneas 7 al 10: con rayos X. Ct: Testigo cv. Biloela. 

Las flechas indican las bandas polimórficas. MM: marcador ADN Ladder 1 kb. 

 

 

En dos plantas seleccionadas para tolerancia a salinidad, provenientes de 

semillas irradiadas con 40 Kr (línea 7: V208 y línea 9: V210) se halló una banda 

que no estaba presente en el control Ct (cv. Biloela). Esta banda adicional 

corresponde aproximadamente a 1.900 pb. 

Como se puede apreciar en la Figura 23, para el cebador A10, la línea 8 

(V207) presenta una banda adicional con respecto al control Ct de 

aproximadamente 1.500 pb. Este genotipo fue obtenido a partir de semillas 

tratadas con EMS y selección posterior con NaCl. 
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MM    Ct 1       2       3       4       5       6       7       8           

1.500 pb

 

Figura 23. Cebador A10. Plantas seleccionadas por tolerancia a sal: del 1 al 8: de 
semillas tratadas con EMS. Ct: Control cv. Biloela. La flecha indica la banda 

adicional en relación al control. MM: marcador ADN Ladder 1 kb. 

 

 

Para el mismo cebador, pero en el perfil de amplificación de plantas 

seleccionadas para tolerancia a sal, derivadas de semillas irradiadas con rayos X 

(Figura 24), se observó la presencia adicional de una banda de aproximadamente 

1.500 pb, en los genotipos V210 (línea 3) y V211 (línea 4). 
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MM     Ct 1        2        3       4        5        6        7        8           

1.500 pb

 

Figura 24.Cebador A10. Plantas seleccionadas por tolerancia a sal: del 1 al 8: de 
semillas irradiadas con rayos X. Ct: Testigo cv Biloela. Las flechas indican las 

bandas adicionales en relación al testigo. MM: marcador ADN Ladder 1 kb. 

 

 

Todas las bandas ausentes en los patrones de amplificación respecto al 

control cv. Biloela (Ct), correspondieron a genotipos (V300, V302, V310, V311) que 

fueron seleccionados por tolerancia a sequía (ya sea de semillas tratadas con EMS ó 

con rayos X) (Tabla 9). 

Con respecto a las plantas seleccionadas por tolerancia a salinidad, todas ellas 

presentaron un fragmento adicional polimórfico que las discriminó con respecto al 

control independiente del cebador utilizado (Tabla 9). 

De las 10 plantas (18,5% respecto de las 54 analizadas) que presentaron 

polimorfismos diferentes del parental (cv. Biloela) a través de la técnica RAPD, sólo 

en 5 se observaron modificaciones morfológicas en condiciones ex vitro, 

correspondiendo 4 a tratamientos con rayos X y 1 con EMS (Tabla 9). Sin embargo, 

es importante considerar, que en condiciones de invernáculo se evidenciaron 

alteraciones morfológicas observables a simple vista en 14 de las 54 plantas 

obtenidas del proceso de mutagénesis inducida y posterior selección in vitro. De 
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estas 14 plantas, sólo una de ellas (V302) provenía de semillas tratadas con EMS y 

las restantes se obtuvieron de semillas irradiadas con rayos X, independiente del 

proceso de selección al que fueron sometidas. 

Entre los fenotipos alterados, se identificó una planta de temprana floración 

respecto al control (V211), que no encañó para emitir la inflorescencia, de reducida 

altura y con mucho follaje. Una banda adicional en el patrón de amplificación 

obtenido con el cebador A10 la diferenció del cultivar control (Figura 24. línea 4). 

El genotipo V210 fenotípicamente es una planta de menor altura que el 

control cv. Biloela, se mantuvo sin macollar con hojas verdes y turgentes (Tabla 9). 

Presentó dos bandas amplificadas con los cebadores A2 y A10 que lo discriminaron 

molecularmente del control Ct (Figura 22. línea 9 y Figura 24. línea 3). 

El genotipo V310, fenotípicamente pequeño, de reducida altura y con hojas 

más oscuras y secas (características observables en condiciones controladas de 

invernáculo) tuvo diferencias en el perfil de amplificación respecto del cultivar 

control Biloela (Ct), para el cebador B2 (Figura 21. línea 9). 

El genotipo V311 es una planta robusta de gran porte, mayor en altura que el 

cultivar control y la diferencia molecular con respecto al mismo fue la ausencia de 

una banda (Figura 20. línea 10). 

Resultado de semillas tratadas con EMS, se obtuvo el genotipo V302 (Figura 

21. línea 3) que tenía tallo delgado con brotes robustos y la ausencia de una banda 

en el patrón de amplificación obtenido con el cebador B2 la diferenció del cultivar 

control. 
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El presente trabajo ha demostrado que es posible generar variabilidad 

genética en Cenchrus ciliaris L. mediante la utilización de agentes mutagénicos, con 

posterior selección in vitro. Si bien no existen antecedentes sobre el empleo en esta 

especie de las técnicas antes mencionadas, fue posible obtener genotipos que 

toleraron 100 mM de manitol y 200 mM de NaCl. 

Para inducir variabilidad genética con agentes químicos y físicos, entre los 

factores importantes a tener en cuenta se pueden mencionar, tipo y dosis de 

mutágeno a utilizar, tiempo de exposición al mismo, y genotipo y clase de explanto 

a mutar (Donini and Sonnino, 1998). Dado que en tratamientos de mutagénesis 

inducida es imprescindible que se generen tasas de mutación elevadas, combinadas 

con mínimos efectos deletéreos (Hohmann et al., 2005; Basu et al., 2008), este 

equilibrio debe ser optimizado para cada especie. 

La dosis que causa una reducción del 50% en la germinación de la semilla 

(DL50) es un parámetro apropiado para comparar la eficiencia del tratamiento 

mutagénico (Hohmann et al., 2005). Diferentes protocolos con EMS revelaron una 

reducción en el número de plantas obtenidas al aumentar la concentración de este 

agente (Rocha Latado et al., 2004). En semillas tratadas de Fenugreek (Basu et al., 

2008) se utilizaron concentraciones crecientes de 10 a 200 mM de EMS durante 

exposiciones de 2 a 24 horas, encontrándose que tratamientos prolongados y dosis 

elevadas de este agente incrementaban el número de mutantes letales. En 

remolacha, si bien se usó una dosis por debajo de la DL50, se obtuvo sólo un 16% 

de plantas infértiles en la generación M2 (Hohmann et al., 2005). Esto conlleva a 

una combinación aceptable de mínimos efectos fisiológicos, bajas tasas de plantas 

estériles y buenas tasas de mutación. 

A consideración de los resultados logrados en Cenchrus ciliaris L., la 

determinación y el empleo de la DL50 del agente mutagénico EMS (5,5 mM de EMS 

durante 23 horas) permitió combinar exposición prolongada y baja dosis del mismo. 
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La puesta a punto de la dosis de semiletalidad es importante dentro del 

programa de mejoramiento genético de esta especie, debido a que se pretende 

posteriormente realizar selección y obtener plantas que produzcan semillas, siendo 

necesario entonces no reducir en demasía la cantidad de material de partida. 

Con respecto a la aplicación de rayos X, las semillas de Cenchrus ciliaris L. 

presentaron alta resistencia a la irradiación ya que aún llegando a emplear dosis de 

40 Kr (400 Gy), no fue posible establecer curvas de radiosensibilidad. Este efecto 

puede deberse a la cantidad de agua presente en la semilla, factor de relevancia en 

tratamientos con radiaciones ionizantes (Brunner, 1995; Donini and Sonnino, 

1998). 

La aplicación de los agentes mutagénicos antes descriptos (EMS y rayos X) 

ha sido citada en la obtención de un amplio espectro de mutantes de interés 

agronómico (Hohmann et al., 2005; Luan et al., 2007). Mutantes morfo-químicos 

obtenidos tanto con EMS como con rayos gamma permitieron recuperar en 

generaciones M2 y M3, individuos con parámetros agronómicos diferentes respecto 

del control (Rekha and Langer, 2007). Cambios morfo-métricos y reproductivos, 

tales como mejor rendimiento de semillas (Basu et al., 2008) y genotipos con 

hábito de crecimiento determinado (Gaur et al., 2008), se observaron a través de la 

exposición de semillas al EMS. En estas investigaciones, se afectaron caracteres 

como tiempo a floración, ramificación, número de órganos florales, rendimiento de 

aceite, altura de planta, hábito de crecimiento, forma de hojas y número de 

semillas, entre algunos de los rasgos observados (Basu et al., 2008; Gaur et al., 

2008). 

Como resultado de la irradiación con rayos X en semillas maduras de 

Cenchrus ciliaris L., un amplio número de plantas presentaron modificaciones 

morfológicas, al momento de establecerse condiciones ex vitro, independiente de la 

selección a las que fueron sometidas in vitro. Altura de planta, número y longitud 
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de entrenudos, forma y tamaño de hojas, macollaje, y tiempo a floración son 

algunos de los caracteres alterados, los cuales al ser gobernados por pocos genes, 

frecuentemente resultan afectados en tratamientos de mutagénesis inducida (Basu 

et al., 2008; Gaur et al., 2008). 

Se identificó una planta (V211) de reducida altura y notable precocidad en la 

floración respecto al control cv. Biloela sin tratar. La causa de la reducción en la 

altura de planta podría deberse al acortamiento de entrenudos, ya que se ha 

determinado que una mayor altura se debe al incremento del número y longitud de 

entrenudos, el cual se ve acompañado de mayor longitud de células y número de 

éstas por área (Rekha and Langer, 2007). 

En relación a las plantas derivadas de semillas tratadas con EMS, en este 

trabajo sólo un genotipo (V302) evidenció, en condiciones de invernáculo, reducida 

altura. Si bien existen antecedentes de alteraciones en caracteres morfométricos y 

reproductivos, la falta de variación fenotípica generada por el EMS podría deberse 

al tamaño y el nivel del ploidía del genoma de esta especie, factores que al parecer 

dificultarían la expresión fenotípica consecuente de la acción de este mutágeno. 

Otra posible causa es que algunos cambios genéticos puedan no ser evidenciados 

fácilmente, debido a que la diferencia estructural en el producto génico no siempre 

implica la alteración de una función biológica lo suficiente como para modificar el 

fenotipo (Palombi et al., 2007). 

La identificación y la evaluación de parámetros morfométricos y 

reproductivos toma relevancia en la discriminación de putativos mutantes respecto 

al cultivar base en generaciones avanzadas M2 y M3. A consecuencia se plantea la 

necesidad de caracterizar a través de parámetros de interés agronómico a las 

progenies de los mutantes obtenidos, con la finalidad no sólo de caracterizarlos y 

diferenciarlos respecto de su parental sino también de observar la estabilidad de los 
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putativos caracteres alterados. Diversos trabajos avalan estas consideraciones 

(Johnson et al., 2002; Basu et al., 2008; Gaur et al., 2008). 

Todas los individuos generados como resultado de la aplicación de agentes 

mutagénicos son una importante fuente de recursos genéticos, aprovechable en un 

programa de mejoramiento, fundamentalmente en especies de base genética 

estrecha como las apomícticas (Luan et al., 2007). No obstante, el principal 

inconveniente es la identificación de  aquellos genotipos que presenten rasgos de 

interés agronómico. A fin de sobrellevar esta problemática, numerosos trabajos 

utilizan agentes químicos o físicos combinados con técnicas de cultivo in vitro 

(Pathirana et al., 2002; Hossain et al., 2006; Luan et al., 2007). Este sistema 

ofrece la ventaja de trabajar con un gran número de individuos, en poco espacio y 

bajo condiciones controladas (Hossain et al., 2006; Luan et al., 2007), a lo que se 

suma la posibilidad de incorporar agentes de selección en el medio de cultivo, 

fundamentalmente cuando los caracteres a medir son factibles de ser evaluados a 

través de la adición de un agente simulador (Donini and Sonnino, 1998; Dörffling et 

al., 2009). 

La mayoría de los estudios usan como explanto inicial tejidos poco 

diferenciados (inflorescencias inmaduras), sin embargo, la regeneración de estos 

materiales no siempre es fácil, y las plantas pueden o no retener la tolerancia 

lograda inicialmente (Carretero et al., 2007). Si bien Cenchrus ciliaris L. cuenta con 

protocolos de regeneración in vitro, sus porcentajes son reducidos (Ross et al., 

1995; López Colomba et al., 2006) y realizar selección para tolerancia a estreses 

decrece ampliamente estos valores, debido principalmente, al fuerte estrés al que 

son sometidas las células (Luan et al., 2007). Además, la incorporación de un 

tratamiento mutagénico previo o posterior, reduciría la formación potencial de 

plántulas in vitro. 
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Como alternativa, otros autores han utilizado explantos como semillas o 

vástagos (tejidos diferenciados) debido a la disponibilidad estacional de los mismos, 

para ser sometidos a estrés (Fuller et al., 2006; Carretero et al., 2007). Se pueden 

mencionar la selección de clones con tolerancia a salinidad en cassava (Carretero et 

al., 2007), en frutilla (Dziadczyk et al., 2003), en tomate (Shibli et al., 2007) y en 

papa (Shaterian et al., 2008), entre otros. 

En este trabajo, mediante selección in vitro, se pudieron rescatar genotipos 

que toleraron 200 mM de NaCl y 100 mM de manitol. La utilización de manitol 

permitió la recuperación de un número reducido de individuos, y aquellos que 

sobrevivieron tuvieron dificultad para recuperarse del estrés al que habían sido 

sometidos, ya sea luego del tratamiento con EMS ó con rayos X. Si bien no hay 

antecedentes previos sobre la utilización de este agente en Cenchrus ciliaris L., se 

menciona su posible efecto tóxico. Verlues et al. (2006) cita que el manitol penetra 

libremente por los poros y provoca un fenómeno denominado plasmólisis, que no es 

característico de estrés hídrico, ocasionando un daño celular superior al ocurrido 

bajo sequía. 

Por otra parte, la presión de selección ejercida in vitro, ha sido considerada 

no sólo como un mecanismo de rescate de mutaciones asociadas al estrés impuesto 

sino además como un proceso inductor de cambios per se. Al respecto, Lu et al., 

(2007b) han observado modificaciones genéticas y epigenéticas en plántulas de 

Brassica napus sometidas a estrés salino bajo condiciones de hidroponia. 

Posteriores análisis serán necesarios para determinar si la presión de 

selección in vitro ha permitido y/o favorecido la recuperación de aquellas 

mutaciones asociadas con tolerancia a salinidad y sequía. Sin embargo, es 

importante considerar que, con la finalidad de aumentar la probabilidad de hallar 

mutaciones con énfasis en caracteres relacionados con tolerancia a estreses 

abióticos, se requeriría a futuro incrementar el tamaño de la población sobre la cual 
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se aplique mutagénesis inducida, por la naturaleza poligénica de estos caracteres a 

seleccionar in vitro y por el nivel de ploidía de Cenchrus ciliaris L., factores que 

disminuirían la chance de obtener alteraciones genéticas para dichos estreses. 

A fin de determinar la ocurrencia de variabilidad genética en las plantas 

obtenidas de tratamientos mutagénicos y posterior selección in vitro, se empleó la 

técnica molecular RAPD, la cual ha sido ampliamente utilizada en estudios de 

discriminación genética (Kim et al., 2003; Salem et al., 2007), para test de 

progenie (Phong et al., 2001) y en la identificación de mutantes inducidos (Atak et 

al., 2004; Lu et al., 2007). En los análisis con marcadores moleculares, se evita las 

variaciones ocasionadas por la interacción genotipo-ambiente, desventaja principal 

de las evaluaciones a través de caracteres agronómicos (Johnson et al., 2002). 

Como resultado de la aplicación de los RAPDs, se obtuvieron 11 bandas 

polimórficas con 4 de los 20 cebadores testeados, que podrían ser originadas por 

modificaciones cromosómicas en la región de amplificación o ser consecuencia de 

alteraciones en el sitio de unión del cebador (Williams et al., 1990; Phong et al., 

2001). De esta manera, Las plantas derivadas de semillas tratadas con EMS y rayos 

X, y seleccionadas in vitro revelaron en sus patrones de amplificación un 18,5% de 

variación genética en promedio, respecto al control sin tratar cv. Biloela. Este 

porcentaje de alteración fue similar para ambos agentes mutagénicos (rayos X y 

EMS) y superior al obtenido en otros estudios. Al respecto, Lu et al., (2007) en 

tratamientos de mutagénesis inducida combinado con cultivo in vitro en Narcissus 

detectaron polimorfismos del 8,3%. 

No obstante, en la bibliografía se cita la necesidad de emplear un número 

elevado de juegos de primers (40 ó 50 juegos) lo que permitiría realizar una 

búsqueda (al azar) más exhaustiva del genoma (Lu et al., 2007a; Palombi et al., 

2007). Asimismo, la utilización de más de un marcador molecular con diferentes 

regiones de amplificación del genoma, podría incrementar la posibilidad de hallar 
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polimorfismos y realizar un mejor análisis de la estabilidad/variación genética 

lograda en estos individuos (Orbović et al., 2008). 

Los resultados aquí presentados muestran que técnicas moleculares, como 

RAPD, podrían ser útiles en la identificación de mutantes inducidos en estadíos 

tempranos de desarrollo. No obstante, futuros estudios se requerirán para 

determinar si estas alteraciones están asociadas o se traducen en variaciones de 

interés agronómico. 

La presencia de bandas adicionales en aquellas plantas mutadas y 

seleccionadas in vitro, alienta el interés de rescatar las bandas diferenciales, 

clonarlas y secuenciarlas a fin de identificar las mismas mediante análisis por 

homología en bases de datos. Posteriores análisis serán necesarios para clarificar 

qué regiones del genoma han sido modificadas y qué genes se encuentran 

localizados en las mismas (Palombi et al., 2007) y si la selección in vitro ha 

favorecido el rescate de modificaciones asociadas a tolerancia a salinidad y sequía, 

o ha actuado como un proceso adaptativo generador de cambios genéticos y/o 

epigenéticos (Nissim Amzallag, 2000; Lu et al., 2007b). 

Cabe señalar que sólo 2 de las 9 plantas (obtenidas a partir de tratamientos 

con EMS y rayos X en semillas y selección in vitro) que presentaban alteraciones 

fenotípicas en condiciones ex vitro, mostraron polimorfismos a nivel molecular. 

Algunos autores atribuyen la falla de los RAPDs en discriminar genotipos a la escasa 

porción del genoma que es cubierto por estos marcadores (Raimondi et al., 2001; 

Carvalho et al., 2004; Hofmann et al., 2004; Jin et al., 2008; Orbović et al., 2008). 

Sumado a esto, el amplio tamaño genómico de Cenchrus ciliaris (1.300 Mpb) (Gaut, 

2002; Ozias-Akins, 2006), es un importante factor a considerar en el análisis 

molecular (Orbović et al., 2008). Por otro lado, la ausencia de polimorfismo no 

excluye que bandas con similar tamaño puedan corresponder a diferentes 

productos de amplificación (Carvalho et al., 2004). 
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Otro aspecto a tener en cuenta es la segregación del marcador. La 

naturaleza dominante de los RAPDs impide distinguir a los homocigotos dominantes 

de los heterocigotos, de esta manera las mutaciones que afecten uno de los alelos 

para un homocigoto dominante de un determinado locus pueden no ser detectadas 

(Palombi et al., 2007), más aún en el caso de los poliploides. 

Basados en los presentes resultados y posteriores evaluaciones de 

productividad, digestibilidad y persistencia, así como también la aplicación de otras 

técnicas moleculares, se determinará si las plantas obtenidas presentan potencial 

para ser incorporadas como nuevos cultivares en el mercado local. 
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En la actualidad, limitados logros han sido realizados en la obtención de 

forrajeras con tolerancia a estreses, de buena producción y persistencia a campo. 

Este trabajo es la primer referencia en la utilización de mutaciones inducidas 

y selección in vitro como vía para la obtención de variabilidad genética en Cenchrus 

ciliaris L. en caracteres asociados con tolerancia a salinidad y sequía. La 

combinación de estas metodologías nos permitió obtener 54 plantas tratadas con 

mutágenos químicos y físicos y seleccionadas in vitro, en un lapso de tiempo 

relativamente corto, en contraste con el requerido en un programa de 

mejoramiento convencional. 

En el marco de un proyecto de mejoramiento genético, sería necesario 

aumentar el número inicial de individuos de la población a tratar con mutágenos, 

con el fin de que se incremente la chance de hallar mutantes con modificaciones en 

algún carácter o caracteres relacionados con tolerancia a estrés salino y osmótico, a 

consideración de la naturaleza poligénica de los caracteres a seleccionar in vitro y 

por el nivel de ploidía de Cenchrus ciliaris L., factores que limitarían la probabilidad 

de inducir alteraciones genéticas para dichos estreses. 

A partir del nuevo germoplasma obtenido por mutagénesis, el rescate de 

aquellas mutaciones asociadas a caracteres involucrados en tolerancia a estreses 

abióticos, requiere de la implementación de técnicas eficientes, rápidas y sencillas 

que permitan testear grandes cantidades de material, ya que las evaluaciones a 

campo son dificultosas por la imposibilidad de mantener grandes ensayos y por el 

costo de los mismos. 

Aquí se presenta la metodología de selección in vitro, la cual ofrece la 

ventaja de integrar técnicas convencionales con selección de material en 

condiciones controladas y dirigidas para características de interés agronómico. 

Posteriormente, contando con un menor número de individuos ya preseleccionados, 

el germoplasma promisorio puede ser caracterizado en condiciones de campo. 
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Con respecto a la evaluación a través de marcadores RAPDs, cambios a nivel 

de ADN producto del tratamiento mutagénico, resultaron en patrones polimórficos 

que fueron detectados por dicha técnica. 

Los resultados de este trabajo alientan la utilización de los marcadores 

RAPDs como una herramienta sencilla y útil en la identificación de mutantes 

inducidos física y químicamente, en estadíos tempranos de desarrollo, dentro de un 

esquema de mejoramiento no convencional. Asimismo, no debe excluirse la 

posibilidad de encontrar variabilidad genética adicional, siendo imperiosa la 

necesidad de utilizar un mayor número de cebadores y/o diversos marcadores de 

manera de cubrir diferentes regiones del genoma y de este modo, realizar una 

búsqueda más exhaustiva de las putativas modificaciones inducidas por los 

tratamientos mutagénicos. 

Cabe señalar la necesidad de implementar conjuntamente evaluaciones a 

nivel morfológico, y molecular en generaciones avanzadas (M2 y M3), con la 

finalidad no sólo de discriminarlos respecto de su parental sino también de observar 

la estabilidad de las alteraciones halladas inicialmente. 

Es así, que el mejoramiento a través de mutaciones inducidas es una 

importante y valiosa herramienta que brinda la posibilidad de alterar algunos genes 

pero conservando la información genética propia de la especie (Gulsen et al., 

2007). Otro factor de relevancia es que las variedades obtenidas son de gran 

aceptación a nivel del consumidor, en contraste con los organismos genéticamente 

modificados (OGM) (Piagnani et al., 2008) y de libre disponibilidad para propósitos 

de mejoramiento (Ahloowalia et al., 2004). 

Los nuevos genotipos obtenidos constituyen una importante fuente de 

recursos genéticos aprovechable para el lanzamiento de cultivares comerciales con 

tolerancia incrementada a estreses abióticos, que puedan ser incluidos dentro de 

planteos ganaderos en la zona del noroeste de nuestro país. 
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