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INTRODUCCION g

La.variacién de los-serss vivos es una facultad que permie
te la plasticidad de las poblaciones ¥y su adaptacién a un futu-
ro de condiciones impredecibles, manifestdndose asi como una con
dicidn esencial para la evolucidén de las especies, Esta propie-
dad se expresa en los organismos en la diferenciacidn que existe
entre ellos no solo con respecto a grupos taxondmicos diferentes,
sino éun con los individucs que les dieran origen, asi pues ia
variacidn es una tendencia opuesta a la herencia, ya que si salo
actuase el molde hereditario con sus caracteristicas fijas e in-
mutables, el cambio no se presentaris y la variacidn no se detec
tarfa deteniéndose con esto el desarrollc evolutivo. ‘

En las plantas cultivadas, algunas priacticss agricolas han
provocado, en ocasicnes, sacrificios en la variabilidad de ios
organismos con una secuela de problemas que urge analizar para
resolver {Cervantes, 1978). Es posible recuperar esta pérdida de
variabilidad por 3 vias: el uso de fuentes genéticas originales,
por medic de hibridacién o utilizando las mutaciones.

Estas ultimas se presentan'en todos los seres vives al cam-
blar la gquimica del material genético de los organismos, ¢ alte-
rar la éstructura o nfmero de los cromosomas; una mutacidn cam-
bia la forma o funcidn del organismo y sus descendientes, '

Al inducir mutaciones experimenﬁalmente, lz frecuencia de
éstas se auﬁenta considerablemente (Sigurbjornsson, 1971), 1o

cual implica uma mayor capacldad de juego de la especle para la
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evolucidn,

Ademée se sabe que no hay diferencla substancial entre la
resultante de la mutacidn ésponténea ¥y 1a de la mutacidn induci-
da, y que el hombre en este sentido, solamente estd ayudando a
la ngturaleza para 8u propio bisnestar provocando nuevos mutan-
tes y aplicando presiones de seleccibn antropocéntricas.

El modelo de Watéson-Crick propuesto para la egtructura mo
lecular del ADN ha dado a la teorfa de las mutaciones un sustra
to firme analizado a nivel molecular y que explica en forma inte
lectualmente satisfactoria los procesos involucrados en el fend
meno de la mutacién, asi como sus implicaciones bioldgicas.

Generalmente ge considera como matacidn los cambios que a-
fectan directamente y en forma cualitativa a la estructura qui-

. mica del ADN, sin embargo, en un sentido aumplio podemoe conside
rar como alteracién hereditaria y potencialmente mutacidn a todo
cambio cualitativo o cuantitativo del material heredltario, de

acuerdo al siguiente esquema:

Alteraciones Hereditarlas
J : t
Micleo Citoplasma (cambios en la
informacidn extracromosdmi-

ca! cloroplastos, eplsomas,
mitocondrias).

l

Nimero de cromosg Cambios en la informecidn
mas (Ploidias}. de los cromosomas.
: |
Aberraciones. Mutaciones

puntuales.
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Se ha establecido que las fuerzas que bésicamente intervie
nen en la modificaclién genética de los individuos scn: la muta-
cién, 1la hibridaci&n ¥ la recombinacidén, las cuales, al interac-
cionar con el medioc ambiente, van a& provocar la seleccidn, fija
cidn y finalmente la adaptacidén de nuevos caracteres gue enri-
quezcan el contenido genético total de las poblaciones ¥ en cone-
sécuencia, la variacifn entre los individuos. Ahora bien, la
fuente primaria de variacién genética es la mutacidn, la cual
permite la evolucidn, y ésta puede definirse como descendencis
con modificacidén, puss el proceso de los cambios genéticos ha
provisto todas las.variantes & partir de las cualea la gvol&ci6n
ha seleccionado las mas aptas para producir la diversidad de or
ganismog vivos que hoy conocemos:— '

En 1927, H.J. Muller informa por vez primera el uso de ra
¥os "X" para 1ndremantar la frecﬁencia de mutaciones en la mosca
de la fruta, Drosophila melanogaster; casi al mismo tiempo L.J,
Stadler utilizando maiz y cebada demostré gue sucedis 1o miemo
en plantes Superiores . Estos hechos abriercn la posivilidad de
revolucionar los métodos del mejorahiento genético en plantas su
periores pues desde los origenes de la sociedad agricols, el hom_
bre ha manipulado la hibridaci&n ¥ la seleccidn de caracteres en
las plantas, pero no agi la fuénte original de la variacién que
e8 la mutacidn.

Sin embargo, los primercs 1ntentds para conducir esta mani
ﬁulacién llevaron a fracasos debido fundamentalmente al desconos
cimiento casl absoluto de la naturaleza de las mutaciones, de

cHmo ellas podian afectar a las plantas, a la falta de objeti-
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vos especificos, asi como al manejo inadecuado de los tratamien
tos y las sucesivas generaciones de nutantes potenciales
' {Sigurbjornsson, 1974). B

El camino recorride por la mutagénesis experimental (%) deg
de entonces, ha sido fructifero, ya que &n la actualiddd se éo-
noce una gran cantidad de agentes mutagénicos fisicos y quimicoa,
se han logrado avances Substanciales con los métodos de aplica
¢ién de los mutdgenos (Konzak y col., 1965; Konzak y col., 1972}
¥ se han esteblecido esquemas de seleccidn de los mutantes indu-
cidos {Konzak y Mikaelsen, 1977).

En general, los tratamientos mutagénicos utilizan semillas,
pere es frecuente también el usc de tubéreulos, polen o in-
cluso plantas enteras; mas aun, recientemente se ha abierto una
via sBumamente atractiva hacia la manipulacidn y conccimliento del
fendmeno de la mutacidn en piantas superiores, esta via es el u.
‘go del cultive de células haploides o diploides como material
experimental en mutagénesis (Carlson y Smith, 1977; Maliga, 1978).

Aun cuando las radiacioneg han sido mas ampliamente utill-
zadas en la induccidén de mutaciones, que los agentes quimicos
(4R), éstos parecen constituir un prometedor campo de accidn so-
bre todo en la blsqueda de la especificidad mutagénica, ya que
ademis de inducir eficientemente las mutaciones, se sabe gue

reaccionan de cilerta forma con las bases del ADN (Auerbach, 1976).

{#) A menos que se especifique otra cosa, en este trabajo el tér
mino 'mutagenesis experimental® o tratamientos mutagénicos
implica aplicacidn en plantas superiocres con fines de fito
me joramniento.
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En general los AQ inducen mutaciones puntuales y/o rompi-
mientos cromosémicos; su nidmero es grande y continiia en aumento
{Hesiot, 1977). Se han efectuado clasificaciones de estos agen-
tes considerando su interacciédn con el ADN, (Freese, 1971) ¥
Ehrenberg {1971} ha propuesto una clasificacién mas relacionada
al uso de substancias quimicas como mutdgencs en plantas superio
res, Este autor seﬁalé que una cantidad considerable de Acidos
de lLewis, son capaces de reaccionar con el material hereditario
e inducir mutaciomnes. En su clasificacidn este autor coloca a
loe agentes alquilantes (AA) como los mas importantes dada su
gran capacidad de preducir mutaciones; dentro de sug observacip
nes sefiala una serie de compuestos insaturados como débilmente
mutagénicos, encuentra que el 0z es. también inductor de mutacio-
nes y que algunos metales como el Cu2 y el Pbet provocan rompi-
mientos de c¢romosomas. .

Los agentes alquilantes {AA) han sido log mas utilizados en
la induccidn de mutaciones en plantas superiores (Bhrenberg, 1971)
ademids de ser los més eficientes para lograr este objetivo (Nilan,
1973}. Estos productos quimicos poseen grupos electrofilicos ca-
paces de ser transferidos s otras moléculas, especialmente a‘los
sitios de alta densidad electrdénica y que presentan centros nu-
¢cleofflicos, de tal manera que cuando un Atomo de H es reempla-
zago por un radical algquilo, se produce una molécula inestable,
la cual tiende a estabilizarse por hidrdlisis liberando la molé
cula alquilada y ocasionando alteraciones genéticas o figiolégi

' cas.
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Una reaccidén tipica de alquilacién estaria representada
por: '
. X: + RY —— X—R + Y

donde X: representa centros nucleof{licos ricos en electrones de '
los sistemas biolbgicos, los cuales son bdsicamente AIN y protef
nas; B* Y es el agente alguilante donde BT es el grupo alquilo
electrorilico positivé; X-R es el producto de la reaccibn, es de
cir, ADN o proteina alquilada y Y:~ es el producto de dégrada-
cifn del AA. -

El grupo alquilo tiene un ion carbonio y para llevar a ca-
bo su accidn de alguilacibn utiliza al menos dos vias: 1loe meca
nismos Syl y SyZ.

En el Sy1, la separacién del ion carbonio B de_!’ es un pa
'so lento, pero después de logrado se produce una reaccién répi-
da sobre el centro nucleofflico que se va a alquilar; en el Sy2
no hay précticamente formacién de ion carbonio y la molécula al
guilante completa se pega al sitio de reaccidén dando lugar a un
estado de transicifn donde el ion alquilante R* estd unido a su
moidcula original (Y-) y al centro nucleofflico X-, establecién
dose una competencia entre el enlace que se'esté formando y el
que se estd rompiendo, ya que ambos procesos ocurren simultineg
mente (fig. 1). :

El mecanismo de reaccidn de un determinado AA e8 en clertos
¢asos determinante para su mayor ¢ menor efectividad como mutd-

geno (Wickhan y col., 1969).

la importancia de la estructura quimica de los AA para el



conccimiento de Sus mecanismos de accidn ha sido reconocida
(Lawley, 1974); en este sentido, un aspecto determinante es el
nimero de grupos funcionales que los AA tlienen; en general, se
han identificado tres grupos: mono, bi y trifuncionsles, esta ca
racteristica estd definida por la capacidad gue tienen los AA de
coebinarse, de acuerdo cdn su niimero de grupos funcionales, com
los centros nucleoff{licos, es decir gue los AA monofunciconales

se combinan solo con un centro nucleofflico, en tanto que los po
lifuncionales lo hacen con mas de unc (Wheeler, 1967). La toxi-
cidad de los AA parece estar en relacidn directa a sus grupos rug'
cionales, ya que los bifuncionales fAcilmente inducen entrecruza
mientos entre las 2 cadenas de la doble hélice del ADN, provocan
do un fuerte enlace covalente que no perimite la separacidn de las
2 cadenas, siendo por esta razdén probablemente letal (Heslot, 1977).
Por su importancia préctica los A4 monofuncionales han sido los
mas utilizados en estudios de mutagéresis en comparacifn con los
bifuncicnales cuyc uso, debido a su alta toxicidad, ge ve limita
do.y & ‘los trifuncionales que pricticamente no son utilizados pa
ra fines de induccién de mutaciones,

La resccién de hidrdlisis de los AA conduce a la obtencidn de
productos de degradaciém no mutagénicos, pero sf altamente téxi-
cos, este es el caso de los ésteres de los dcidos sulfdnicos, los
cuales al hidrolizarse, forman el &cido sulfénico y el alcohol co
rrespondiente. Estos productos, especialmente el dcido sulfénico,
resultan fuertemente tdxicos para las células;(fig. 1).

La hidrélisis de los A4, de lugar a uno de los pardmetros

mas importantes a conslderar cuando Se trabaja con estas substan



cias, su vida media, la cual esg el tiempo necesario para que la
mitad de la concentracifin original del AA haya desaparscido (se
transferme por la hidrdlisis}.

La vida media estd en funcidn de la temperatura, asi en ge
neral, las vidas medias se registran & 20°C, perc si la tempera
tura cambia, este valor se alters alargindose a bajas temperaty
ras y acortidndose a altas temperaturas; otros factores pueden
tanblén influir en la degradacibn de los AA, por ejemplo, el pH
{wWickham et al, 196%)}.

La principal fuente de toxicidad y muerte celular inducids
por 1os AA se ldentifica con la alquilacidn de las proteinas,
que conduce a la inactivacidn de enzimas y consecuentemente al
blogueo de vias metabdlicas. Por otro lade, la induccidn de mu-
taclones se ha relacionado con la alquilacidén de los grupes fos
fato ¥y al ADN (Osterman-Golkar, 1970), Siendo la molécula de
AIN el centro nucleofflico de mayor importancia para la mutage
nesis, se han realizado estudios para determinar sus sitios reag
tivos para los AA.

Strauss y col, (1975) han indicado que las % bases que con
forman el ADN son susceptibles de alguilacidn, sin embargo, no
lo son en 1a misma medida ya que existen zonas especialmente
senslbles de reaccionar, asi por ejemplo, para 1la alquilacibn
con MNNG el Ny de la guanina presenta un 67% de la alquilacién
total, mientras que el Ny de la adenina muestra 5810 el 1%, el
Ny de guanine tiene ol 2% y el Og tieme el 7%, es decsr,

1a alguilacién no es cuantitativaménte igual para tedos los si-



tios posibles (Strauss y col., 1975) esto se debe a gue las purinas
las pirimidinas ofrecen ung variedad de grupos fpncionales que
regcclionan con los AA ¥y clertog factores operan para determinar
el sitio de ataque de un reactivo particular, especialmente los
impedimentos estéricos tantoe de la molécula atacante como de la
feaccionantei por ejemPlo, se ha propuesto (Shapiro, 1969) gue
al reaccionar las bases libres (es decir no en la molécula de
ADN), sus capacidades de reaccidén se alteran, asi, la adenins
puede existir como una mezcla de teutdmeros, unc con un H en Kg
y otro con el H en el N7, 1o cual hace de ambos gitios (N? ¥y N9)
iguales candidatos para la alguilacién; en lé molécula organiza
da del ADN esto no se presenta ya que el Ng estd ocupado por el
enlace base-azfcar.

Ademés de las bases nitrogenadas los AA son capaces de al-
guilar los grupos fosfato de la molécula de ADN; Lett y col,
(1962) postularon gue los AA rsaccionan primero con el fosfato
de la molécula de ADN, efectufindose posteriormente un proceso
de transalquilacién del grupo fosfato alquilado a las bases ni-
trogenadas (Price y col., 1969).

Por otro lado, Bamémon y Verly {1972) han propuesto que la
algquilacidn de los fosfatos en el ADN ge preseﬁta de acuerdo al
grupo alquilante, considerando la complejidad de la moléculas y
su mecanismo de reaccifn,asi, los agentes Syl tienen tendencia
a slguilar fhcilmente log grupos fosfato, en tanto que los Sy2
alguilan directamente las bases; substencias que, como el EMS,

estén en el limite entre Syl-Sy2, alquilan fosfatos también en



. forma intermedia (Bannon y Verly, 1972); los triésteres de oS-
fato alquilado son moléculas altamente inestables por lo que pug
den hidrolizarse eptre el fosfato ¥y la desoxirribosa provocando
el rompimiento de la cadena de ADN {Kamra y Brumner, 1977).

El MMS es el éster metflico del 4cido metilsulfénico. Esta
substancia es un activo AA monofuncional cuya reaccién de hidrd
lisis conduce a la qbéencién del 4cido metil sulfénico y el al-

cohol metflico, seglin la sigulente ecuacifm:

0

(l)f H.O 1
CH;~8-0 —CHy; ———*——» CHz~S—~0-H + CH; ~0OH

H 11

0 0

Este AA ha sido reportado como mutdgeno y probado en dife-
rentes sistemas bioldgicos: bacterias (Todd y col., 1979), neu-
rospora (Malling y De Serres, 1973), mamiferos (Cumming y Walton,
1970), asi como en plantas superiorés (Ehrenberg, 1971); ademds
se sabe que es un débil carcindgeno y que su espectro de mutacio
nes depsnde de la dosis (Malling vy De Serres, 1969},

El MMS ha sido relativamente poco utilizado en la induccidn
de mutaciones, de hecho Loveless y Howart (1959) lo reportaron
como no mutagénico, sin embargo ahora se sabe que este AA indu-
ce mutaciones eficientemente (Drake, 1976). Maé aun, trabajande
sobre bases equimoleculares y a bajas concentraciones, Minocha
y.Arnason (1962) y Arnason y Minocha (1965) encontraron que el

MMS era mas efectivo para induccidén de mutaciones en cebada que
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el EMS, que es probablemente el mas utilizado de los AA. Estos
datos fueron también confirmados por Raoc y Hatarajan (1967) pa-
ra cebada y Fahmy y Fahmy (1961), estudiando especies de
Prosophila tratadas con EMS y MMS a las mismas dosis, reportaron
a este fltimo come mejor inductor de mutaclones. Por otro lado,
Rhaese y Freese (1969), trabajando también comparativamente con
EMS y MM3, sobre ADN aislado, encbntraron que este Gltimo agente
era de 5 a 10 veces mas efectivo para la alquilacidn qué el EMS
¥ Bhaese y Boether (1973), en un sistema de ADN transformante
confirmaron estos datos. Sin embargo, estos autores concluyen
gue 8 pesar de las diferencilas cuantitativas, la accifn de estos
agentes desde el punto de vista cualitativo parece ser la misma,
El MMS ha mostrado una alta toxicidad (Osterman-Golkar y
cal., 1970; Bubluo y col., 1980}, razdn por la cual, al elevar
la dosis de los mutdgenos, el MMS pierde efectividad y eficien-
cia (Arnason y col., 1966) y comparado coﬁ el Eﬂs; éste resulta
mas efectivo mutagénicamente. Asl, es posible elevar la dosis
del EMS hasta 10 veces con respecto a la aplicada con MMS y Ob-
tener una cantidad considerablemente mayor de mutantes gue con
el MM3S; ya se ha mencionado que la alta toxicidad del MMS
es la priacipal limitante para su uso, esta toxicidad e8 ocasig
ﬁada por 2 vias: la primera son los productos de degradacidn
formados en su reaccibén de hidrélisis, lo cual ocasiona un cam-
bio drastico en el pH de las soluclones mutagénicas que alteran
el ambiente celular (Rubluo, datos no publicados), adends el A-

¢cido sulfénico formado en la hidrdlisis es altamente tdxico pa=-



ra el material tratado {(Wickham y col,, 1969},

La otra via de toxicidad del MMS es la alquilacién de pro-
teinas que para este AA resulta especialmente importante dado su
elevado valor de & (0.86, tabla i) que lo hace senslble a los
cambios en la fuerza nucleofilica de los centros de atraccibn ce
lular; puesto que las proteinas tienen una constante de nucleo-
filicidad (n) relativamente elevada con respecto al ADN o grupos
fosfato (proteinas 5.1; ADN y fosfatos 2.5-3), el MMS muestrs
una tendencia a alquilar preferentemente proteinas que pueden
ser enzimas importantes en el metabolismo celular o snzimas de
reparacidn para la alquilacién (Lawley, 1974). .

Ia relacifin de alquilacifn ADN/100 moldculas de protefnas
para el MMS fue establecida en 0.4 (Osterman-Golkar y col,,
1970}, lo cual significa que 4 moléculas de ADN son alquiladas
por cada 10 de proteinas y este hecho explica su alta toxicidad,
especlialmente cuando la dosis se eleva,

El MMS reacciona én los centros mucleofilicos celulares por
un mecanismo Sy2 (Lawley, 197%), lo cual implica que no hay for
macién del ion carbonic ¥ que la molécula como tal, reacciona
formendo un complejo transitorio; esto da ventajas al MMS con
respecto a otros alquilantes, yaz gue desde el punto de vista de
1a estereoquimica de la molécula el MMS es la mas pequefia de la
gserie y penetra répidamente "eomo Tlechlita® hasta las bases del
ADN, alguilandolas y provocaado la mutacifn puntual, Lewley ¥y
Shah (1972) demostraron que el MMS alguila las bases nitrogena-

das del ADN con excpeeidn de la timina, aun cuando en forma cuzan



titativa el N, de la guanina es el sitio preferencial de alqui-
lacién; ademds, puede alquilar los grupos Fosfato de la cadena
del ADN (Bhaese y Boekter, 1973), pudiendose presentar adicional
mente transalquilaciones de los grupos fosfato a las bases nitrg
genadas, incrementandose las posibilidades de induccibn de nuta
ciones; sin embargo, se ha postulado (Bamanas y Natarajan, 1966

y Mikaelsen y col., 1968) que la alquilacién de los grupos fos-
fato induce mas bien rompimientos cromosémicos. -

Los grupos fosfato alqulilados por el MMS son comparativa-
mente de escasa importancia. Baanon y Verly (1972}, utilizando
ADN de esperma de salmén, encontraron gque solamente el 1% de 1a
alquilacidén total del ADN por MMS correspondia a los grupos fos
fato, en tanto gue paré el ENS, este valor fue del 158, Ademfs,
Singer (1975), trabajando con varios agentes metilantes y varios
etilantes, concluyd que estos (1timos tenian una mayor afinidad
que los metilantes para la alquilacidn de fosfatos. La diferen-
cié en este caso entre los agentes EMS y MMS puede ser explica-~
da por sus mecanismos de reaccibn y las desigualdades estéricas
de lzs moléculas, ya que el MMS actlla por un mecanismo Sy2 ¥ no
tiene (por su tamafio) ninguna dificultad para penetrar hasta las
bases nitrogenadas, en tanto que el Eﬂs; con una mezcls de resc
ciones SN1/SN2 ¥ una estructurs mas compleja, le es mas facil
alquilar los fosfatos que estén mas expuestos que las bases ni-
trbgenadas; de hecho, se ha demostrado que la metilacidn de les
nucledtidos es de 5 a 10 veces mas rdplda que la etilacidn y

que la alquilacidn de bases, en s1 misma, ez responsable de la



induccidn de mutaciones, mas que las reacclones secundarias de
transalquilacidén (Rahese y Boether, 1973). Walles y Ehrenberg
(1969} probaron la tendencia a la fosfoalquilacidn en el MHMS,
EMS e iPms, encoﬁtfando que estos dos Altimos agentes y especial
mente el iPms,debido a su fuerte impedimento estérico, reaccio-
nan primero con los grupos fosfato de la cadena del ADN.

En mutagénesis exﬁerimental el térmiro M, implica la gene-
raéién tratada, es decir, las plantae provenientes de las semi-
1las que interacclonan directamente con los mutdgenos,

Los efectos de un tratamiento mutagériico pueden ser detec-
tados a dos niveles: Fisiolégico y genético; en este Gltimo, la
accidn de los mutdgenos se hace evidente en la mutacidén puntual,
en las alteraciones cromosémicas, o en camblos fenotipicos solo
detectable en la generacidn siguiente (M,) a la tratada.

El dajio a nivel'fisiolégico puede tener muchas expresiones
¥ buede medirse en las células, Srganoes o en los individuos,
donde provoca retardo en la expresidn de ciertos caracteres y
la muertg en casos Severos. Aun cuande el dafio fisioldgzico pue-
de tener también origen cromcsémico, en general se considera
provocado por alteraciones extracromosdmicas {Gaul, 1977} y una
discriminacién en el dafio fisioldgico por efectos de alteracio-
nes cromesbmicas o extracromosbmicas es diffcil de lograr, sin
eﬁbargc, gse considera que cuando un tratamiento mutagénico indy
Ce uUna baja mortalidad y una elevada frecuencia de mutaciones,
puede pensarse gue hubo poco dafio extracromosdmico.

La evaluacibn de los dafios fisioldgicos se restringe a la

generacidn My, ya que estos no alteran al gencma y, por lo tan-
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to, no se expresan en las generaciones subsecuentes,

Ya se ha sefialado que la pr;ncipal limitante en el uso ame
plio de los mutigenos es la toxicidad, la gue se incrementa con
1la dosis y esta toxiecidad puede ser analizada por el dafio fisio
16gico; en consecuencia, un tratamiento matagénico adecnado es
agquel que ocasiona dajfic Fisiollgico moderado frente s un vigorg
s0 efecto genético.

Los parémetros de evaluacién en M1 son numeroscs (Gaul,
1977), siendo algunos de ellos la germinacidén y curvas dosls-res
puesta; la longitud de coledptilo y plantula; la longitud de la .
planta al término asi como algunas valoraciones agronfmicas ta-
les como el nimerc de hijuelos en los cereales y el pefo de las
semillas por planta.

La germinaci®n es un pardmetro sumamente utilizado al eva-
luar la accidén de agentes mutagénicos sobre plantas superiores
(Rahman y Soriano, 1972; Veleminsky y col,, 1973; Prasad y Godward,
1975). 5in embargo, los criteriocs de germinaclidn no son unifpr»
mes para todos los casos (Bilan y Foster, 1970; Crafts y col.,
1971; Fousova y col., 1974). Los efectos letales de los mutdge-
nos aplicados en semillas conducen a la no-germinacidn de £stas,
es decir, a la muerte ¥ son usualmente analigados por la deter.
minaciéﬁ de la curva dosis-respuesta. Esta curve generalmente
.-sigue un comportamiento sigmoidal que puede ser ajustado utili-
zando transformaciones estadisticas y puede en esta forma calcu
larse la dosis letal 50 {DL50) que es aquélla dosis capaz de ma

tar al 50% de la poblacién original (Cassarett, 1968),



BEn todo proceso experimental el tiempo empleado en obtener
resultados es un factor importante, por esta razdén es deseable
contar con monitores adecuados para evaluar log efectos del ex-
pefimento en el lapso mas corto posible,

El andlisis de la longitud del coledptilo y especialmente
de la plédntula se ha convertido en una variable sumamente (til
en estudios de mutagéﬁesis, dada la informascidn gue puede dar co
mo respuesta fisiolégica a los tratamientos (Konzek y Favret,
1972) &'en vista de la rapidez con que se pueden oblener los re
sultados., Asi, se ha utilizado este sistema bloldgico para pro-
bar el comportamiento de una planta frente a un determinado a-
gente mutagénico puesto en clertas condiciones, por ejemplo, se
ha probade con diversos mutdgenos fisicos y quimicos para ceba-
da (Konzak y Favret, 1972); arrdz (Bahman y Soriano, 1972) para

determinar el efecto del contenido de humedad de semillas trata
das con mubtdgenos (Gichner y Gaul, 1971); para postratamientos
con agua (Gichner y col,, 1972) para evaluar la interaccidn de
un mutdgeno con otras substancias (Konzak y col., 1975); asi co
mo para probar las diferencias en las respuestas de plantas di-
ploides y tetradiploides (Prasad y Godward, 1975).

Una de las v{ss mas prometedoras en los estudios de mutagé
nesis experimental la ¢onstituye la manipulacién adecuada de los
tratamientos mutagénicos durante el ciclo de generacién celuiar.
Es bien sabldo que los procesos vitales de una células se reali-
zan en diversas etapas gue han sido denominadas comoc 61 o pre-

sintética, S o de sintesis, y G, o postsintética, para desembo-
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car en la divisién éelular o mitogsis. En cada una de estas eta-
pas se efectiian determinados DProcesos de metabolisme celular
{Roberts, 1972) y durante la etapa de S del AIN se duplica para
formar las nuevas cadenas que pasardn a la siguiente generacidn
de acuerdo al modelo semiconservativo que para esta -moidcula
propusieron Messelshon y Stahl,

Las células de las semillas en estado de latencia estin en
ung etapa llamada.Go (Fousova y col.,'19?4) ¥ 8¢ ha intentado
determinar la duracién de cadas una de las etapas del olclo celu
lar estableciendose los diversos tiembos en unsa gran cantidad
de plantas superioree (Van't Hoff, 1974). En la cebada se han eg 4
tablecido los tiempos de duracidn del ciclo celular, aun cuando
varfa de acuerdo a la temperatura, a la- especie y al nivel de
ploidia, se han encontrado valores muy cercanos entre si. Skult
(1969) reporta para cebada a 25°C un tiempo total para.el clelo
celular de 10.4 horas y Benmet y Smith (1971) reportan el mismo
valor, perc trabajando cebada tetraploide para las mismas condi
ciones se obtienen valores de 11.9 (Skult, 1969) y al bajar la
temperatura el ciclo se alarga un poco, dando valores de 12,4 g
20°C (Bennet y Smith, 1971). ‘

| Se ha propuesto que las etapas del ciclo celular presentan
una sensibilidad diferencial a .los agentes mutagénicos. Mikaelsen
(196%) encontrd, besindose en el andlisis de las frecuencias de
aberraciones cromoéémicas estudiadas en mitosis, que la etapa
de Gy era la mas sensible para los agentes quimicos del tipo del

EMS y DES en tanto que durante G2 se encontrd mayor sensibili-



dad para los mutdgenos fisicos como los rayos gamma. Sin embar-
g0, se considera que la etapa de sintesis de ADN es la mas im-
portante y por ell§ se nan efectuado estudios para tratar de pre
clsar el momento en que ésta se presenta, pero los resultados
son confusos aun en la misma especle, asi, diversoe autores han
1ntentadd determinar el momento de la S en cebada: Arnason y col,,
(1966) indicaron gque después de 6 horas del comiengo de la ger-
minacibn se presentaba la sintesis de ADN, Savin y col., {1968}
lo establecieron hasta las 22 horas posteriores al comienzo de
la germinacidén y Mikalesen y col., (1968) encontraron a las 5
horas después de romper el estadc de latencis gue se presentaba
un incremento en la sfntesis de APN, es decir, las células esta
ban en la etapa Gy y solo después de 17 horas localizaron el pi
cO que indicaba el inicio del perfodo de S,

Por otro lado, se ha establecido que dando los tratamientos
mutagénicos al comienzo de S en semillas de cebada, se incremen
ta la frécuencia de mutaciones y hay una reduccidén del dafio fi-
siolégico (Mikaélsen y col,, 1968; Savin y col., 1968; Nilan,
1973). Estos hechos abren amplias posibilidades para que sl ma-
nejo adecuado de los tratamientos redunde en significativos in-
crementos de la frecuencia de mutaciones.

La potencialidad de 1028 AA no ha sido suficientemente explg
rada, estoc es debido bislicamente al gran niimeroc de factores fi-
sicos, quimicos y biloldgicos que interactian en los tratamientos
mutagénicos para incrementar los eventos mutacionales o reducii

los (fig. 2}; los experiméntos para tratar de controlar y mani.
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pular estos factores son numeroscs (Ehremberg, 1971; Konzak y
col,, 1972; Hilan, 1973} los factores mas usualmente manejados
son la temperatura, pH, estado fisiolfgico del sistema bioldgi-
co, asi como las propiedades fisicas y quimicas de los mutige-
nos {solubilidad, mecanismo de reaccifn, vida media, ete.)

Una de las ﬁayores limitantes en la induceidn de mutacio=
nes por AA, la constituye la toxicidad que se presenta concomi-
tante a los tratamientos dados por estos agentes,

E1l control de la toxicidad de los AA por los productos de
degradacidn puede efectuarse por ls manipulacién de los trata-
mientos mediante el uso de amortiguadores (Wickham y col,, 1969)
gue controlan el fuerte abatimiento del pH en la solucién mata-
génica provocade por los productos de degradacidn, El control
de la temperatura durante el tiempo de exposicidn de las semi-
llas al AA, es también un factor importante para controlar la
toxicidad (Nilan, 1973).

Al disolver los AA en agua a 209C se obtienen determinadas
vidas medias (Heslot, 1977), pero éstas pueden retardarse o ace
lerarse si la temperatura se altera (Blixt, 1972) ademis, la
temperatura del tratamiento tiene muy poco efecto sobre la taza
de difusidn del mutdgeno a través de lag semillas tratadas
(Kanra y Brunner, 1977}.

la alguilacién de las proteinas, particularmente por AA
con valores elevados de 5 (tabla I), han hecho pensar en el u~
50 de substancias gquimicas gque reaccionen selact1ngente con

log remanentes del mutdgeno., Se han utilizado con este fin dife






" | Z
Kaul y Choudhary, 1972; Bhojwani y Kaul, 1976) han encontrado
una fuerte proteccién contra los dafios inducidos por AA, en tan
to gue otros (Narayanan y Konzak, 1969) han reportado solo una
ligera proteccibn., La explicacién probable de las diferencias
sefialadas tal vez se debe a los mecanismos de reaccidn propios
de cada mutdgeno o a las condiciones especfficas de cada experi
mento., 7 N

la molécula de la cisteina presenta como sitios nucleoffli
cos el grupo sulfhidrile y el grupo carboxllo lonisado; la L-cig
tefna al oxidarse pasa a cistina con un puente disulfuro, esta
reaccibn es reversible, aunque se sabe (Romantser, 1968) que su
revergibilidad es baja y por esta razén es conventente tomar en
cuenta la oxidacién de la cisteina durante los tratamientos con
mutdgenos, ya que al pasar a cistina se bloguean log centros nu
cleof{licos ¥y en consecuencia la probsble accidn protectofa.

La reacci&n general de oxidacibn esti dada por:

2RSH 4:‘..9‘—2__’ R-8-8-R + 2H

Rarayanan y Konzak (1969) recomiendan el uso de estabiliza
dores de la oxidacién tales como el ditidtreitol, pero otros ip
vestigadores reportan aun mas proteccidn con la ciste{na sin u-
tilizar el estabilizador (Kaul, 1969; Kaul y Choudhary, 1972;
Bhojwani y Kaul,'19?6). La reaccifn entre la cisteina y un AA

como el EMS se muestra a continuacién:

o _COOH ool €
CHy SOCH«CH+HSCH cn——»cu ~S-CH,=CH + CH,-S - 04
0 “NH, CNH, G
acido

EMS + cisteina —— atilcisteina +sulfdnico
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como se ve, en esta reaccién también estd presente el dcido sul
fénico, por lo que esta via de toxicidad parece diffcil de cone
trolar.

ILa alta especificidad de la reaccidn entre mutdgeno y pro-
tector hacen diffcil extrapolar resultados, pues ademis es necs
sario considerar la respuesta especifica del sistema bioldgico
analizado, asi Rosenkranz y col., {1970} utilizarcn L-cisteina
para disminuir los efectos letales del MMS en bacterias, pero
en lugar de proteccién reportaron un efecto sinérgico entre am-
bas substancias que elevd la letalidad en la cepa tratada.

La justificacién filtima de toda la experimentacién con a-
éentes mutagénicos de cualquier tipo es la evaluacién de los e
fectos genéticos que estos ocsasionan sobre los organismes trata
dos. En un sentido amplio se ha considerado (Auverbach, 1976)
que la investigacién en mutagénesis trata de satisfacer dos me-
tas opuestas! 1) incrementar el niimero de mutacliones fitiles,

2) minimigar €l nimero de mutaciones dafiinas.

La induccién de mutaciones experimentalmente es un método
de generar variaclén genética y como una fuente de variabilidad,
las mutaciones inducidas Buplemgntan a la variacidn natural.
Con respecto a este problema es pertinente aclarar algunos he-
chos bien establecidos al presente: las mutaciones inducidas o
espontaneas son en su mayor parte regesivas ¥ dplotéreas
{Gustaffson, 1975), sin embargo se ha postulado (Konzak y col.,
1977} que la aparicién de mutaciones dominantes también se pre-

senta con cierta frecuencla en ambos casos (espontdneas e indu-
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cidas). Asi, la‘produccién de un amplic espectro de mutantes en
una‘poblacién vegetal es un hecho deseable ya que &l mejoramien
to genético de una especie utilizando agentes mutagénicos (efi-
ciencia mutagénica) estd en relacidn directa a la cantidad de
mutantes obtenidos (efectividad mutagénica) y de este manera es
posible seleccionar aquéllos que presentan alguna ventaja desde
el punto de vista prééfico. Las mutaciones "#tiles*, considera-
das antropocéntricamente, son mas bien raras, pero debido a que
en la mutacidn inducida pueden obtenerse en frecuencias relati-
vamente elevadas, la implementacidn de este metodeclogfa con fi-
nes de fitomejoramiento constlituye una herramienta de gran uti-
1idad para los fines del hombre.

El uso de la cebada como monitor en mutagénesis experimen.
tal, es ademds del mas antiguc {Stadler, 1928) el de mayor fre-
- cuencla en este tipo de investigaciones, y un gran porcentaje
de la literatura internacional en esta 4rea esti referida a los
resultados obtenidos en este cereal. las razones de esta popula
ridad han sido sefialadas por diverscs autores (Ehrenberg, 1971;
Konzak y Favret, 1972; Wilan y Vig, 19764) y se debs bisicamente
a la fdcil manipulacién en laboratorio de algunas variables fi-
stolbgicas (germinacién, altura del colebptilo y pléntula) o i
togendticas (aberraciones cromosémicas en mitosis), facilitada
por su reducldeo nfimero de cromoscmas (2n=14} los cuales son re-
lativanente grandes, adewds de la aparicidn de mutaciones clorg
filicas en un estado temprano (plintula) de semillas Mz prove.

-nientes de la generacidn tratada (M,}, finalmente su sistema de
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reproduceidn autdgamo permite la posterior evaluacién de posi-
bles mutantes en generaciones avanzadas.

El triticale es un nuevo géngro vegetal producide artifi-
cialmente por el hombre y rgsulta de crugzar trigos hexaploides
o tetraploides con especles diploides de centeno duplicando.
poateriormente sus cromosomas en el hibrido estéril F,; una e-
xelente revisidén de este lnteresante génaro-lo constituye el tra
bajo de Zillinsky (1974).

Debido a su corta existencia como género independienta, el
triticale carece précticamente de historia evolutiva, lo cual
le permite ser un exelente material de.expgrimantacién, particg.
larmente en mutagénesis, ya que la variabilidad genética en es-
te génerc estd restringida y puede por medio de la induccién
de mutaciones, ampliérse su base genética y darle mayor capaci-
dad de juego a sus genes desde el punto de vista antropocéntri-
co; de hecho se sabe gue junto con ciertas ventgjas agrondmicas
tales comc un mayor contenido en protefnas (con relacién al tri
go) ¥ mejores propiedades de panificacién {(Quificnes, 1973} es-
te cultivo presenta severas restricclones, por ejemplo, bajo
rendimiento, enfermedades y problemas de 'acamei por una inade-

‘cuada altura de la planta (Zillinzky y Lépez, 1973), que han o-
casionado gue hasta el momento ek triticale no pueda competir

¢con otros cereales en cuanto a utilidad para el hombre.
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OBJETIVOS:

La optimizacién de un sistema mutagénico es el primer paso
para lograr el inecremento en la efectividad mutagénica. Para
alcanzar este objetivo es necesarlo conocer la Pespuesta de un
sistema bioldgico modelo frente a un agente mutagénicoe determi-
nado. For lo anterior, en este trabajo se explord el comportaw
miento del AA MMS en diferentes sistemas mutagénicos, utilizan-
do cebada de las variedades Himalaya C.I~620 y la comin o crio-
lla, ademds de triticale de la variedad Bacum como material big
- 18gico, por las siguientes razones:

La cebada var Himalaya es el patrbén mas generalmente utili
zado en el 4dmbito internacicnal y por esta razdn sirve como
excelente mohitor estandard para los experimentos en mutagéne-
sis. Es de interés sefialar que esta misma variedad (Himalaya
C.I.-620) fue la utilizadas por Stadler {1928) en sus experimen-
tos originales de mutagénesis.,

la variedad comin o criolla, eg una de las. de mayor cober
tura de siembra en nuestro pafs (Riojas, 1976) y por lo mismo
presenta interés como material experimental,

El triticale de la variedad Bacum presenta algunos carscte
res de relevancia asgrondmica (alto rendimiento) perc también

muestra caracteres negativos tales como el arrugamiento del gra

no y porte alto de la planta, llegando a presentar problemas de

acame hasta en un 88% (CIMMYT, 1977) por lo que en esta ihvesti

gacibn se intenté la induccidn y seleccidn de mutaciones para
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Por otra parte el MMS, es un agente alquilante monofuncio=-

enanismec,

nal que ha sido relativamente poéo utilizado en la induccilédn
de mutaciones en plantas superiores, Sin embargo, presenta algu
nas caracteristicas que lo hacen ser uns substancia de gran po-
tencialidad para inducir mutaciones; su molécula es la mas pe-
qqeﬁa de la serie de l;s alcarc sulfonatos, por lo cual puede
penetrar con facilidad hasta las bases nitrogenadas, alterarlas
¥ provocar la mutacién; reacciona via SNE. lo cual le permite
actuar (en cigrtas condiciones experimentales) 8in necesidad de
1a hidrdélisis disminuyendo asi su toxicidad y se puede intentar
eliminar el remanente de mutdgeno haclendolo reaccionar con subg
.tancias quimicas protectoras que contengan centros nucleoffli-
cos de alta atraccidn. En esta investigacidn ge exploraron es-
tas potencialidades del MMS, bajo diferentes condiciones de expe
rimentacibén. El objetivo fue el establecimiento de un sistema
de tratamiento mutagénico gque minimice los efectos tdxicos del
mencionado AA, que permita ademfs interpretar la lnteraccidn de
los sistemas bioldgicos, quimicos y fisicos en parédmetros de e-
valuacifn en la generacidn M1 (germinac;én, crecimiento de co-
lebdptilo ¥y pléntula) estudliada bajo condiciones de laborato-
rio, utilizando el modelo de la cghada. )
Finalmente s8e hicleron pruebas para induccién y seleccidn

de mutantes en Triticale hexaploide Lart, las ¢uales fueron ang

lizadag tanto en la generacidn Mi como en la My, en experimen-

tos de invernadero y campo.



MATERIALES Y METODUS

1., JMaterial bioldgico utilizado%.

Se emplearcon dos variables de cebada: la Himalaya C:I; =620
¥ la comin o criclla. Del Triticale hexsploide Lart se utilizd

la variedasd Bacum la cual proviene de la cruza Maya II - Am "S*
¥ su pedegree es: x 2832 - 24N - 3M - 7N - 44 -~ OX.

El sistema de reproduccidn autdgamo de estos organismos pepr
mite la posterior evaluacién de posibles mutantes en generacio-

nes avanzadas.
2. Reactivos utilizados,

El agua en la gue se prepararon todos los reactivos fue
desionizada y desmineralizada obtenida de un equipo ultramilii-
pore de 9 mege ochms de resistencia. '

Se utilizd el agente alguilante MMS (Merck) CzEg03S con un

* El autor agradece cumplidamente a las sigulentes personas e
instituciones, su generosa donacién del material biolbgico em
pleado en el presente trabajo: ‘

1) Cebada var. Himalaya C.I. -620:
Professor Cal. F. Konzsk, Department of Agronomy and Solls,
Washingten State University, Pullman Wash, U.S.A.

2) Cebada var, comiin o criolla:
M. en C. Enrigue Riojas. Depto. de Cereales I.N.I.A. Campo
Experimental "E1 Horno', Chapingo, México.

3) Triticale hexaploide Lart var, Bacum:
Gentro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo. Cam-
po Experimental "ElL Batdn®, (CIMMYT). México, por cortesia
del Pr, BRubén Sosa Ch,
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PM de 110,13; 4=1.30 (209/49) y una pureza de 98% dada por &ro-
matografia de pases. Este reactivo se mantuvo siempre en cbseu-
ridad y en refrigeracién (89C),

En la preﬁaracién de las soluciones amortiguadoras se uti-
lizé el 4cido poliproténico B3P0y y sus sales de potasid
(KHpFOy; KpHPOy y KqPO,) todos reactivos grado amalitico (Merck),

" Se uso L-cistefna con un P de 121.16 y un 99% de pureza de
la casa Merck, asi como L-cistina (BEastmen Organic Chemicals},
para usos quimicos.

Se trabajd con placas de s{lica-gel (Merck 60F-254) de
5x10 cm. con espesor de la capa de 0,25 mm, El etancl y el #ci-
do acético utillizados fueron de la casa Merck.ambos de 99.5% de
pureza.

Ia ninhidrina fue de Jla casa Merck.
3. Tratemientos con el MM3,

La metodologia seguidg'para cada tratamiento, tuve ligeras
variaciones de acuerdo a los objetivos de los experimentos de-
‘bido a que Se investigd el comportamiento del mutdgeno en semi.
1las trgtadas en las siguienteé condicionee experimentales:

3.1. Tratamientos de semillas de cebada var. Himalaya en

goluciones de MMS hechas en agua desmineralizada y
desionizada a las concentraciones 0,0, 0.3, 0.5, 0.7,
0.9, 1.1, 1.3,¥ 1.5ﬂp/vol. yltemperatura dé tratamien
to de 10 y 20°¢C.
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3.2, Pretratamiento en agua (remojo} de las semillas de ce
bada var. Himalaya durante 15 horas a 20°C + 1 e inme
diatamente puestas en tratamiento en socluclones acuo-
sas de M5 a las concentraciones 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, .4
0.5% p/vbl. ¥ temperaturas del tratamiento de 10 y 20°C,
3.3, Tratamiento de semillas de cebada var. Himalaya en so-
luciones de ﬁMS efectuadas en amortiguadores de fosfa
tos 0.05 M a los valores de pH: 3.0, 7.0 y 11.5; las
concentraciones de MMS estudiadas en este experimento
fueron 0.0, 0.3,y 0.5% p/vol. a temperaturas de trata
miento de 10 y 20°C.
3.4, Pretratamiento en agua (remojo} de las semlllas de cg
bada var. comin o criolla durante 15 horas a 209C +1
. e inmediatémente puestas en tratamiento en solucidn a
cuosa de MMS a las concentraciones 0.0, 0.2, 0.5,y
0.7% p/vol. a 209C, En este experimentc se aplicd in-
mediatamente después del tratamiento un postratamien-
to de 1 hora a 20°C en solucidn acuosa de cistefna
0.01 M.
3.5. Tratamiento de semillas de triticale en solucién acug
ga de MMS a las concentraciones de 0.0, 0,3, 0.6, 0.9,
| ¥ 1.0 p/vol. a 20°C.
Todos los tratamientos fueron de una hora de exposiciéﬁ
al mutgeno.
Los lotes de semillas fueron seleccionados visualmente con

el objeto.de ternerlos lo mas similares posible, tanto en tamafio
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como en aspecto del embridn, para las variedades de cebads las
semillas estuvieron entre 7 y 9 mm. (Himalaya)} ¥ -10-12 mm, pae
ra la varledad comin ¢ c¢riolla, en tanto que para el triticale,
las medidas fueron entre 8 y 10 mm., por lo general las semillas
" no estuvieron contaminadas, con hongos o bacterias exteriores,

¥ no hubo necesidad de desinfectarlas, excepto para las semi-
1las de triticale, las cugles se desinfectaron siempre con hipo
clorito de sodio al 4,5% durante 1 min. y con agitacién manual
constante,

Las semillas se lavaron con agua corriente durante 2 horas
antes de los tratamientos con el mutdgeno, de acuerde al siste-
ma propuesto por Meneses y Rubluo (1978), en el caso de los ex-
perimentos en los que las semillas se llevaron al estado de 35
del ADN, se dieron pretratamientos en los que las semillas se
colocaron en matraces de 100 mi, con agua desmineralizada y desg
lonizada ¥ se pusieron en una cdmara de temperatura controlada
(20°C) dqurante 15 horas antes de entrar a tratamiento con el mu
tdgeno.,

Las semillas con y sin pretratamiento fueron puestas inme-
diatamente en tubos de ensaye de 20x3 om. los que contenfan
100 ml. de solucibdn aéuosa de MMS fresca, €& decir preparada jusg
to antes de ser empleada., Los tratamientos se hicieron utillizan
do el sistema propuesto por Menesés ¥ Bubluo (1978).

Al terminar el tiempo de tratamiente, las semlllas fueron
lavadas en agua corriente (Meneses y Rubluo, 1978) durante 5 min.,

pafa eliminar el exceso de alquilante y detener la reacclén.
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En todos los experimentos anteriores, después de qué las
gemillas eran lavadas durante 5 min. en asgua corriente, se sem-
braron-en lotes de 50, 75, 100 o 120 semillas, en cajas de plés
tico de 35x2B8x14 cm. con una capa de algodén de 30 g. + 2 ¥ cu-
blertas con una hoja de papel filtro Wattman 1, estéril y hume-
decido con 450 ml. de agua destilada, para evitar la evapora-
cién, las palahganas fuercn cubiertas con un armazdn de bronce
recubiérto con polietileno transparente con 6 perforaciones de
1.2 cm, de didmetro cada uno. Los lotes fueron colocados on una
chmara de germinacidn en total obscuridad a 21°C + 1 bajo un di
sefio de blogques cdmpletamentefal azar con 3 repeticioneg. Las
gemillas se consideraron gerﬁinadas cuango presentaban sus raf-
ces, colebptile y pléntula comﬁletas ¥ fueron determinadas jun-
to con el crecimiento de colebptilos y pléntulas las cuales se
midieron 15 dfas después del tratamiento, tiempo en el que se ha
propuesto que estas estructuras detienen su crecimiento (Konzak
y Pavret, 1972},

El porcentaje de daho inducido por las diferentes dosis de
MMS sobre los colefptilos y las plantulas de cebada fueron cal-
culados de acuerdo al método propuesto por Conger y col. (1968)

en el que:
o - Lt

% de dafio = x 100

doride: Lo= longitud promedio del lote testlgo
Lt= longitud promedio del lote tratado
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L. Medicién de los cambios de pH en scluciones acuosas de MMS.

Los cambios en valores de pH de scluciones acuosas de MMS
se siguieron a tres diferentes temperaturas (10, 20 y 30°C) a
las concentraciones 0.2, 0.4 y 0,6% p/vol., las lecturas fueron
tomadas cada 20 min, durante 2 horas en un potencibmetro

.

Bedkman Zeromatic.

5, AnAlisis de 1la estabilidad de la cisteina,

Se corrieron cromatogramas de cisteina a diferentes tiem-
pos para segulr el procesc de transformacifn de la cistefna a
cistina tentendo como patrén de comparacidén soluciones equiva-
lentes de esta Altima.

Se utilizd el método de Siaten ¥ col, (1956) el cual'deteg
ta en el mismo sistema a la cistefna y a la cistina diferencidn’
dolas por su Rf en cromatografia de capa fina, Para preparar
las soluciones de cisteina y cistina se uso agua desicnizada,
desmineralizada y hervida para eliminar el Op, Se hiciercn soln
ciones de cistefna y de cistina {Merck) 0,01 M y 0.05 M de las
cuales se tomaron alfcuotas de 1 pl a las 0, 2, 4 y 18 horas y ae
aplicaron sobre placas de silica-gel. _

El eluyente utilizado fue una mezcla de etanol (5} HpO (1)
dcido acético (0.1). Una vez que las placas corrieron (1 hora)
fueron secadas en esbufs {1109C) y reveldas con ninhidrina,

Los resultados (fig., 3) mostraron que tanto a las 0 como a
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transformacién de cistefna a cistina, siendo hasta las 4 horas

las 2 horas de haber preparado las soluciones no se detecté

cuando comenzaron a aparecer manchas de cistina y a las 18 horas

estas manchas se hicieron mas firmes.

6. Experimentos de invernadero y campo.

Se utilizaron las semillas de Triticale hexaploide Lart

var, Bacum, ¥y se Sembraron en los invernaderos de la Eacuela
de Agricultura del Edo. de México en Santa Elena, (Bdo. de Mé-
xico)}, (generacién M;) y en el campo experimental del Centro de
Investigaciones y Desarrollo Agricola y Ganadero del Edo, de Mé
xico, en Metepec, México (generacidn Hz};

' Los tratamientos mutagénicos se efectuaron como ha eldo deg
crito pero para estos experimentos se utilizaron las dosis de
MMS: 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5% p/vol./hora a 200C. Los lo-
tes para este expefimento fueron de 30 semillas las cuales fue-
ron puestas después del tratamiento en cajas de petri con algo-
dén humsdecido y llevadas al invernadero para su Siembra en ma-
cetas, Se utilizd un disefio experimental de bloques al azar con
4 repeticiones, la germinacién se determiné un mes después de
la fecha de siembra y se cosech6 cuando las espigas estuvieron
maduras y secas (7 meses después dé sembradas). De las semillas
genmbradas en el ciclo 1977 se evaluaron al azar 10 plantas de
cada dosis y se les midié la altura, el nmero de hijuelos y el

peso en gramos de todas las semillas obtenidas de una planta in
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dividual,

| Para la siembra de la generacién M, se hizo una seleccidn

de progenie por planta en funcién de la menor altura de la plan

ta y su rendimiento {(peso del grano). Se sembraron tres repeti-

ciones por tratamiento con 42 sewillas cada uno,

Casl al final del‘ciclo de crecimiento de las plantas en
el dampo, se efectud una seleccién visual de plantas probables
nutantes, ademfis se determind el tiempo de maduracién detectén-
dose plantas normales, precoces, muy precoces, tardias y muy

tardfas.
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BESULTADOS ¥ DISCUSICON

1)} Determinacidn de las dosis letales 50 (DL50) para las semi-
1llas de cebada var. Himalaya.

La determinacién de las DL50 se ha considerado (Puji ¥
Matsumara, 1958; Yim, 1963; Clark y col., 1968 y Konzak y
Mikaelgen, 1977) como un factor muy importante en el conocimien
to del comportamiento de los agentes mutagénicos frente a dife-
rentes sistemas blolégicos y en general, el comportamiento de la
respuesta de pardmetros fisiolégi&bs medidos en la generacién
M, tales como longitud de la planta, dafio cromosdmico, etc. es-
tdn en funcidn de la dosis, es decir al incrementarse ésta, se
eleva el efecto sobre los pardmetros bioldgicos considerados
(Prasad y Godward, 1975; Gaul, 1977). Nuestros resultados nues-
tran también esta tendencia general (tablas II, III y VIII).

Los valores de la germinacidn de 3 experimentos para cada
caso considerado fueron transformados a unidades probit y ajusg
tados para obtener sus ecuaciones de regresidn. La figura b nos
muestra las lineas de regresién para semillas tratadas a 10 y
20°¢ con diferentes concentraciones de KM3, como se puéde apre-
ciér, el ~comportamiento para estas condiciones fue diferente en
funcibén de la temperatura encontrindose mayor mortalidad a 20°C
en tanto que en 10°C la méxima dosis de MMS aplicada
(1.5% p/vol/hora) disminuy8 la viabilidad a un poco menos del
504 de las semillas expuestas y la linea quebrada para 10%¢
{fig. %) es una extrapolacién dada por el programa probit 343
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dondes se corrieron los datos. La figura 5 muestra las lfineas de
regresidn cuando las semillas fueron pretratadas durante 15 ho-
ras en agua, aqui la diferencia entre los tratamientos a las tem
peraturas probadas no fue tan pronunclada. En la tabla II se ven
las concentraciones calculadas para diferentes valores de leta-
lidad inducida sobre las semillas de cebada var. Himalaya, pue-
den observarse claramente las marcadas diferencias deébidas a la
tenperatura asi como log efectos del“pretratamiento que conduce
a la semilla hasta el estado de 5 del ADN.

Al aplicarse una prueba de t de student wmodllicada* para
contrastar las ecuaciones de las lineas de regresién probit de
las semillae expuestas en las diferentes condiciones expefimen-
tales (fig. & y 5) se encoutrd una diferencia claramente signi-
ficativa {(t=9.32) entre lag lineas de regresién prebit para es-
timar la.mortalidad inducida en semillas de cebada expuestas a
diferentes temperaturas (fig. 4) en tanto que no se encontrd dife
rencia sign%ficativa (t=1.39) para el efecto de las temperaturas

cuando se dio &l pretratamiento de 15 horas en agua que condujo

»* bi-bg donde:
t= by= pendiente de la ec, 1
S?b1+52b2 " bp= pendiente de la ec, 2

52‘01 = varianza de la pendiente de la
ec. 1 tomada de la matriz de
covarianza de la ec, 1

32b2 = varianza de la pendiente de la
ec, 2 tomada de la matrig de
covarianza de la ec, 2

con gl= gli+gl,
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a las semillas hasta el estado de S del ADN antes de administrar
el nmutdgeno (Tig. 5).

Estos resultados estdn de acuerdo con aguéllog reportados
por Blixt {1967); Gelin (1968) y Blixt (1972); quienes encuen-
tran gue para el EMS5 los tratamientos dados a bajas temperaturas
presentaron un menor efecto para las semillas tratadas debide °
a la menor toxicidad d; los productos de hidrdlisis del EMS, los
cuales han mostrado ger téxicos perc no mutagénicos; ademis en
las bajas temperaturas las moléculas presentan una menor movili
dad y en consecuencia una mencr reactividad y un alargamlento
de su vida media.

En nuestros resultados la menor accidn téxica del MMS cuan
d¢ no ge dic el pretratamiento (fig. 4 y tabla II) puede ser u-
tilizada para elevar la efectividad mutagénica del agente ya que
al retrasarse laz hidrélisis por efectos de la temperatura, y pre
sentar este AA un mecanismo de reacclén Sy2 (fig, 1) en el cual
ne eg necesario que la molécula del alguilante se escinda pars
actuar sobre las moléculas blanco, la toxicidad causade por los
productos de degradacibén {(dcido metilsulfénico} disminuye, en
tanto que su capacidad de alguilacidén permanece.

Por otro lado, la vida media del MMS es temperatura depen-
diente (Kamra y Bruner, 1977) ¥y por esta razdn la cantidad del
mﬁtégeno activoe decrece con el tiempo a una taza que dependé en
grén parte de la temperatura del tratamiento {Konzak y col.,
1965) mientras que en la misma medida se incrementa con el tiem

po la concentracién de productos tdxicos, Estos inconvenientes
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son por lo tanto controlados y evitados con el uso de las bajas
temperaturas, mas aun, £i se congsldera que bajo estas condicio-
nes la difusién del mutdgeno a través de las semillas tratadas
no se ve afectads (Kamra y Brunner, 1977).

Las dosis en mutagénesis quimica estian dadas por la inte-
gral de la temperatura concentracién y tiempo (Kamra y Brunner,
1977) por 1o que es importante considerar el tiempo de exposi-
cifn debido a la duracifn de la vida media del mutdgenc {por e-
jemplo el iPms tiene una vida media de 108 min. a 20°C) sin em-
bargo, para el MMS éste no es el caso y& que tiene una vida me-
dia de 68 horas a 20°C; a pesar de esto en nuestros experimen.
tos se dieron tiempos de exposicidn de 1 hora debido a que se
ha encontrado que la mayor efectividad de un mutigenc se expre-
sa a concentracliones administrades durante.tiempos cortos (Ashri
y Levy, 1974; Padova y Ashri, 1977; levy y col., 1979},

Los resultados obtenidos para la mortalidad inducida des-
pués de someter el material a pretratamientos de 15 horas no die
ron diferencias significativas entre los tratamientos a 10 y 209G
(fig. 5 y tabla I1), sin embargo a pesar de la no diferencia es
tad{sticamente gsignificativa, se observd {fig. 5} una menor mor
talidad a 109C particularmente a las dosis bajas. Ademds las do
sie de ias diferentes DL calculadas para las semillas pretrata-
das‘fueron sensiblemente menores a aquéllas calculadas sobre se
millas sin pretratamiento (tabla II)}. Estos resultados implican
que la mayor toxicidad del MMS estd relaciohada con la alguila-

e¢idn de las proteinas come ha sido sefialado por Osterman-Golkar
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¥ col, (1970) ya due después de 15 horas de pretratamiento uﬁa
gran cantidad de protefnas fisioldgicamente importantes han si-
do sintetizadas y el MMS gque ha penetradc actila sobre una mayor
cantidad de ellas que cuando sin pretratamiento, se aplica el tra

tamiento a semillas en estado de Gy.

2) Determinacidn del dafio sobre poleéptilo ¥y pléntula en cebada.

Se cuantificd el crecimiento y porcentaje de dafio en co-
ledptilos y plédntulas de semilias de cebada var. Himalaya en ba
se a los datos de 3 repeticiones por experinento.

En la tabla III se presentan las medias asl como diferen-
tes egtadisticos y el porcentaje de dafio con respecto al testi-
go de los coledptilos de semillas tratadas a diferentes tempera
turas ¥ dosis de MMS, en esta tabla se aprecia una caida de 1a
medls al incrementarse la dosls asi como una tendencia general
del coeficlente de variacidn a crecer con la concentracién del
mutégenc, sin embargo, esto no es una manifestacidn por hetero.
geneldad de varianzas, sino que es un efecto por la disminucidn
del pfomedio. Parsa determinar la accién de las concentraciones
de MMS y las temperaturas de lgs tratamientos, de las medias
de la tabla III se generd un andlisis de varianza con dos entrg
das-y una observacién (tabla IV). Sin embargo, cémo en los tra.
tamientos a 2060 en la concentracidn 1.3% p/vol/hora se alcanzd
la letalidad completa, solamente se analizd hasta la concentra-

eidn 1.1 para ambas temperaturas. Los resultados muestran
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{(tabla IV) una significatividad tanto para tempe;aturas como pa
ra las concentraciones de MMS. En vista de estos resultados se
decidid generar otro anflisis de varianza para detectar el efec
to de lgs interacciones entre temperatura y concentracibdn, La
tabla V muestra los valores obtenidos por repeticidn y la tabla
Vi es el andlisis de varianza de estos datos, encontréandose una
alta significatividad‘ﬁara todos los casos incluso la interacm
¢ién temperatura por dosis; ademis se graficaron los promedios
de la longitud de los colebptilos contra las concentraciones da
daé a las diferentes temperaturas para mostrar la interaccién
entre concentraciones y temperatura (fig. 6).

Nuestros conccimientos sobre las reacciones quimicas pre-
cisas gque se efectlan en el interior de la célula, las cuales
conducen a los dafies fisioldgicos inducidos por los mutigenos
gon todavia muy incompletos, pero la accldn modificadora de la
temperatura sobre los efectos de los mutigenos, es fdcil de com
prender ei consideramnos que la reaccidn entre agente gquimico y
molécula blanco es'temperaturﬁ-dependiente, ¥ que hay un retra-
s0 en la degradacién del mutdgeno (Kamra y Brunner, 1977); ade-
. mAs se considera que los procesos de mutacién son menos afecta-
dos por las temperaturas que el dajio fieiclégico o las aberra-
ciones cromosdmicas inducidas por los tratamlientos (Blixt, 1972),

For otré lado, debido a que Se detectaron efectos de la tem
peratura y la concentracidn del MMS, se realizd la prueba de
Student Newman-Keuls (SNK)} pafa contraste mﬁitiple de medias pa

ra determinar las Bemejanzas y diferencias entre los distintos
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tratamlentos. Los resultados se wuestran en la tabla VII en la
cual se establece que entre lasg concentraciones 1.1, 0.9 ¥
0.5% p/vol/hora de MMS a 209C no hubo diferenciae en cuanto a
este pardmetro, al igual que entre 1.1, 0.9% p/vol/hora de MMS
a 10°C y entre los testigos para 10 y 20°C en tanto que todos
los demds tratamientos fueron significativamente diferentes en-
tre si. .

Para analizar el efecto de las temperaturas y concentracio
nes de MMS sobre el crecimiento de las plédntulas de semillas de
cebada var. Himalaya se siguid el mismo procedimiento que para
los colebdptilos,

La tabla VIII muestra las medias de las longitudes de las
pléntulas asi como el porcentaje de dafio con respecto al testi-
go. Log resultados muestran una caida de la media al incremen-
tarse la dosis asi como un aumentoc del dafio.

De las medias dadas en la tabla VIII, se generd un anili-
sis de varianza (tabla IX) considerando sclamente hasta la con-
centracién l.i% p/vol/hora de MMS, la significatividad de con-
centraciones y temperaturas mostradas por este analigis (tabla
IX) obligh a realizar otro andlisis de varianza factorial 2xé
con 3 repeticiones (tablas X y XI) para detectar la interaccidn
temperatura-concentracién de MMS. Al demostrarse esta interac-
¢ibn (tabla XI y fig. 7?) se efectud una prueba de contraste
miltiple de medias (SNK) debi&o a que Se presentaron diferente
niineroc de individuos como consecuencla de la mortalidad de los

tratamientos. Loe resultados (tabla XII) fueron semejantes a



los del coledptilo, es decir las concentraciones 1.1 y 0.9 de
MMS a 209C fueron iguales y las concentracionez 1.1 y 0.9 a
10°C también tuvieron el mismo comportamiento asi como los tes
tigos de émbas temperaturas fueron iguales; todas las demds con
centraciones no se agruparon entre si indicando una independenw
cia en su comportamiento, .

El porcentaje de dafio con respecto al testigo para coledp-
tilos y plantulas de semillas tratadas a 10 ¥y 20°C a las diver-
8as concentraciones de MMS analizados (tablas III y VIII) mos-
tré un incremento al aumentar la dosis por lo gue Se hicieron
los ajustes para encontrar la funcidn matemidtica que definiera
‘mejor la tendencia del comportamiento de este pardmetro en las
diversas condiciones estudiadas (tabla XIII) se encontrd gue en
todos los casos el mejor ajuste fue el de-la funcidn cuadritica
(parabdlica) de acuerdo a la prueba de x> para la bondad de a-
juste (tabla XIII) y al determinar los coeficientes de correla
cidn para 1as.ecuaciones cuadrdticas generadas (tabla XIV} és-
tog fueron elevadog por 1lo gue ge graficaron 1os resultados
de acuerdo a esta funcidn matemitica.

Ia figura 8 muestra la expresifn grafica del efecto de la
temperatura de tratamiento sobre el porcentaje de dajio de los
colebptilos con respecto al testigo de semillas tratadas con di
versas concentraciones de MHS, y la fig. 9 los resultados gri-
ficos para las pléntulas. En ambos cascs (fig. 8 y 9) se nota
‘_un mayor dafic a 20°C y una clara diferencla entre anmbas tempera

turas,
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Los efectos de los agenbes mutagénicos han side evaluados
por el dafic fisioldgico expresado eoﬁo digminucién del creci-
mientoc de coledptilos y pléntulas, asi como por el porcentaje
de dafio con respecto al testigo (Conger, 1968; Konzak y Favret,
1972; Veleminsky y col., 1973 y Gaul, 1977). Nuestros resulta-
dos muestran una disminucién de estos pardmetros al ircrementar
se la dosils, asi como‘una elevacidén en el porcentaje de dafio
con respecto al testigo {(tabla IIT y VIII), coincidiendo estos
datos con aquéllos reportados por los mencionados autores asi
como con los de Nagaraja y Natarajan (1965); Yamaguchi ¥
Matsubayashi (1973); Shifvarnikov y Kulik (1975); Lindgreen y
col, (1976); asi como con aquéllos presehtados por Rubluo y col,
(1980) al evaluar el dafo cromosdmico ocasionado por el MMS en
cebada. Ademds en nﬁestros resultados se encontrd que este com-
portamlento es independiente de la fLemperatura ya gue tanto a
109C como a 20°C se observaron los mencicnados efectos, For o-
tro lado el porcentaje de dafo con respecto al testigo siempre
fue mayor.para las plantulas que para los coledptilos (tabla
III y VIII) esto ya habia sido sefialado por Konzak y Favret
(1972) guienes encontraron uns wmayor resistencia a los efectos
de las radiaciones y agentes quimicos para los coledptilos con
relacibén a las plédntulas, fenfmeno que se debe tal vez al hecho
de que la pléntula crece fundamentalmente por un proceso de di-
visidn celular el cual se ve fuertemente alterado por los muté-
genos, .en tanto ﬁue los colebptilos presentan principalmente e-

longacidn celular en su crecimiento mas que divisidn celular y
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de esta forma pueden ser menos afectados por los mutdgenos
(Liptay y Davidson, 1972). En consecuencia, se considera que los
datog arrojados del andlisis del crecimiente de los coledptilos
son menos ttiles que los de las pldntulas, aunque aun asl es re
comendable tomarlos en consgideracidn (Kongak y Favret, 1972).

las tablas VI y XI y las figuras 6 y 7 muestran que existe
una clara interaccidn entre temperatura y dosis tanto para co-
ledptilos comd para pldntulas y esta interaccidn implica en con
secuencia la dependencia del efecto del mutdgenc en funcidn de
la temperatura al encontrarse claramente un mayor crecimiento
a 109C (fig. 6 ¥ 7) y un porcentaje de dafic mas elevado a 20°C
que a 10°C (fig. 8 y 9). Estos datos no coinciden con agquéllos
presentados por Kaul (196%a) para semillas de triticale trata-
‘das con nitrosoguanidina (NG) ya que este autor no encontrd di
ferencia significativa entre el efecto de los tratamientos a 10
¥ 209C, estas discrepancias podrian deberse a la diferencia de
ploidfas entre cebada y triticale el cual presenté un mayor ni-
- mero de juegos cromosdmicos y en consecuencia un efecto “amor-.
tiguador* {(Djelepov, 1976) contra la expresidn de acclén de los
nutigenos, sin embargo, cuando Kaul (1969a) die los tratamien-
tos a 32° los dafios inducidos fueron altamente significativos
con respecto a los tratamientos a 10 y 20°C,

Por otro lado, Rahman y Soriano (1972} describieron un com
portamiento cuadridtico para algunos pardametros evaluados en Ml
en semlllas de arroz tratadas con MMS; estos dahos coinciden

¢on lo encontrado en el presente trabajo (fig. § ¥ 9). El hecho
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de que los datos experimentales se ajusten al modelo cuadridtico
puede tener clerta importancia desde el punio de vista pridctico
¥a que de acuerdo a estas observaciones los dafios ocasionados
por el MFS se incrementan con la dosis, sin embargo esto no se
presenta en forma directa o lineal, pues para las bajas dosis y
las intermedias se mantiene una relacidn liheal, pero al elevar
se las cantldades de mutdgeno (altas dosis) el dafic ocasionado
¥a no es tan acusado, es decir el efecto de las dosis disminuye
(fig..B_y 9) esto implica que el mutigeno después de ciertas dp
8is ya no puede continuar dafando tal vez por una saturacidn de
blancos, sin embargo debido a la fuerte diferencia de dafioc por
efecto de la temperatura (fig. 8 y 9) es posible utilizar dosie
reiativamente altas de MMS a bajas temperaturas controlando agi
el dafio fisioldgico e incrementando concomitantemente las pro-
babilidades de induccidén de mutaciones,

La prueba SNK para coledptilos y pléﬁtulas arrojd poca in-
formacidn sobre los tratamientos Optimos ya que no formd grupos
‘en los cuales puedan aprovecharse las condiciones experimentales
{tablas VII ¥ XII) sin embargo, si se observa el orden en gue
se establecieron log grupos con respecto al testigo se pueds ngo
tar que los valores mas cercanos a éste son los tratamientos da
dos a 10°C (tablas VII y XII), adewls es necesario hacer notar
la alta sensibilidad de la prueba SHK, ya Que_por ejemplo los
valores de colebptilos {tabla VII) para las dosis 0.7/10°C y
0.3/2Q?C fueron respectivamente 51.43 y 45.23, es decir diferen

cias minimas fueron sin embargo significativarente diferentes.
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3 ) Determinacidn del dajfio sobre colebptilos y pléntulas induci-

do en semillas de cebada pretratadas con agua.

Después del pretratamiento de semillas para alcanzar los
diferentes estados del ciclo celular, se ha demostrado una ma-
yor frecuencia de mutaciones durante el estado de S, particular
mente 8i los tratamientos con el mutdgeno se dan en tiempos cor
toa de exposicién (Yaméguchi, 1976); se efectuaron estos experi
mentos con el objeto de conocer los dafios figsioldglicos inducidos
por el MMS durante el arranque de la etapa de 5.

las tablas XV y XX muestran respectivamente los resultados
obtenidos para el crecimiento y porcentaje de dafio de los coleég
tilos ¥y las pléntulas de semillas de cebada pretratadas durante
15 horas en agua y posteriormente tratadas con MMS a diferentes
ddsis y temperaturas, en ambos casos la tendencia general es la

" misma, disminucidn de los valores de las mediass para las longi-
tudes de las estructuras medidas y aumento del coeficiente de
variacién y del dsfio inducido por el mutdgenoc. Sin embargo, los
resultados para el andlisis de varianza de las medias de colebp
tilos y pléntulas, generadas de las tablas XV y XX no fueron i-
guales, para 108 coledptilos (tabla XVI) se obtuvieron valores
significativos %anto para las concentraciones como para las tem
peraturas, en tanto que para las plantulas ningunc de los fac-
tores analizados (concentracifn y temperatura) tuvo efecto sig
nificativo {tabla XXI). Sin embargo, al graficar los promedios
de 1a longitud de coleéptilos y plintulas (fig, 10 y 11} se de-

tectd un efecto de interaccidn entre dosis y temperatura por
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lo que se pensé que el efecto de interaccifn se podr{s estar
enmascarando para las pléntulas.‘Cuando los datos se¢ analizge
ron bajo un factorial de 2x6 con 3 repeticiones {tabla XVII pa-
ra coledptilos y XXII para plintulas) se demostrd una significa
tividad para todos los parametros analizados (tabla XVIII para
coledptilos ¥y XXIII para plantulss} comprobAndose ademfs el e-
fecto de interaccidn entre dosis y temperaturas,

Los coledptilos y pléntulas de semillas pretratadas y pues
tas en solucidn de MMS a 10°C mostraron tanto en sus medias de
crecimiento como en el porcentaje de dafio con respecto al testi
go {tablas XV y XX), un efecto relacionado con la concentracién
{disminueidn paré el crecimiento e incremento para el porcenta-
je de dafio) sin embargo esta relacidn {concentracibn-dafic) no
fue muy marcada comparada a cuandc no se dio el pretratamiento
en donde los.incrementos en la concentracidén de MM3 provocaron
un mayor daiio (tabla IXI y VIII) particularmente al comparar
el ocaslonado a las pléntulas de semillas pretratadas (tabla
XX ¥y fig. 11 y 13). Este efecto fue el que probablemente ocaeiond
el enmascaramiento de la interaccidn entre temperatura y dosis;
la cual fue demostrada (fig., 10 y 11 y tablas XVIII y XXIII),
Esta interaccidn temperatura-cohcentrac16n puede ser utilizada
particularmente a dosis medias y sltas, ya que en éstas, a tem-
peratura de 10°C, el dafio fisioldglco no es fuerte y es posible,
debido al pretratamiento.que sitla a las célulés en un estado
de 3, el incrementar las posibilidades de lograr un buen rendi-

miento de mutantes (Savin y col,, 1968; Tarasenko, 1974 y
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Yamaguchl y col,, 1974).
En viasts de la signific¢atividad de los anflisis de varian-
za.para-interacci6n dosis-temperatura en coledptilo (tabla
XVIII) y en plantula (tabla XXIII} las medias de estos experi.
mentos fueron analizados por la prueba SNK para contraste milti
ple de mediaé {tablas XXX y XXIV), donde se localizaron también
algunag diferencias enire colebptiles y pléntulas, en ambos ca-
s08 los testigos fueron iguales, pero para el coledptile (tabla
' XIX) las concentraciones 0.5/10°C; 0.3/20°C; 0.4/10% y
0.2/20°C tuvieron un comportamiento estadf{sticamente similar,

en tanto que para plidntulas en este mismo grupo, ademds de lag
mencionadas tenemos que las concentraciones 0,2/10°C y 0.3/10%¢C
también formaron p;rte del mismo grupo (tablas XIX y XXIV) para
coledptilo hubo todavia otros 2 grupes formados uno por las con
centraciones 0.2/20°C y 0.3/10°C 5 el otro por 0.3/109C ¥
0.2/109C en tantc que para plintula se presentd solamente un
grupo mas, el formado por las concentraciones 0.1/10°C; 0.3/100C
¥ 0.2/20°C todos los demds valores de las medias fueron signifi
cativamente diferentes entre si, En los andlisls por la prueba
SNK se refleja también .una menor dependencia de la accién de
. la concentracién con la temperatura {efecto de enmascaramiento
de la interaccién) con respecto a los experimentos efectuados
sin pretratamiento particularmente para dosis bajas ya que por
ejemplo para pléntula {tabla XXIV) se formd un grupo gque inclufa
1asrmismas dosis de MMS (0.2 y 0.3% p/vol/hora) dadas indistin-

‘tamente a la temperatura de 10 o 20°C.
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Al graficar los resultados del porcentaje de dafio con rela
cién al testigo para los coledptilos y las plintulas pretrata-
das con agua a 10 y 20°C el nejor ajuste fue la funcién cuadri-
tica (tablas XIII y XIV y flg. 12 ¥ 13), en los coledptilos
(fig: 12) la diferencia inducida por la temperatura se ve clara
a las concentraciones altas, lo cual no sucede en la nas baja
concentracidn en la cual los valores son similares pero é par-
tir de la concentracidn 0.2 estos se hacen diferenteg (probadas
por una t de student al < 0.01) ¥ en cuanto se incrementan las
concentraciones las diferencias son mas fuertes, un comportamien
to similar se observa para las pldntulas (tabla XX} pero en es-
te éaso las diferencias son mas dramdticas en lae concentracio-
nes altas (fig. 13) ya que hay un fuerte incremento del dafio en
estﬁs concentraciones con tratamientos a 20°C (concentraciones
0.4 y 0.5% p/vol/hora). Rahman y Sorianc (1972) informaron de
un comportamiento cuadrdtico para germinacién, supervivencia y
longitud de las plédntulas de semillas de arroz tratadas con MMS
¥ otros AA, estos antecedentes coinciden coh nuestros datos, en
los cuales se nota que este ajuste a la funeidén parabflica inm-
plics relativamente poco dafic a las concentraciones bajas
{(fig. 12 y 13) pero un incremento sumamente fuerte en el dafio
al elevarse las conéentraciones (fig. 12 ¥y 13) este hecho tam-
bién habfa sido sefialado por Arnason y Minocha (1965).

Aun cuando el comportamiento gue siguen los porcentajes de
dafio para semillas pretratadas (fig. 12 y 13, tablas XIII ¥

XIV) es similar a agquél que siguen semillas sin pretratamiento
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(fig. 8 ¥ 9 y tablas XIII y XIV) las diferencias son muy fuer-
_tes, pues en semillas pretraiadas a bajas concentraciones, no
hay diferencia significativa con respecto a la temperatura, ob-
teniéndose despuds una fuerte diferencia en el dafio con respec-
to a la temperatura conforme se incrementa la concentracidn, es
tos hechos pueden ser explicados considerando que la semills en
estado de S (15 horas después de pretratarla) ha sintetizado ya
una gran cahtidad de moléculas importantes, las cuales serfan a
tacadas directamente por las bajas concentracliones y en forma
independiente de la cinética molecular dada por la temperatura,
en tanto que al incrementarse la concentracidén los efectos téxi
cos se hacen mas dramiticos debido a le mayor disponibilidad de
moléculas alquilantes, en otras palabras, a bajas concentracio-
nes a pesar de que los hlancos son iguales en cantidad que en
las altas, ée ocasiona el miximo dafio, en funcidn de las molé-
culas de algquilante disponibles, independientemente de la tempe
ratura de tratamiento, pero a concentraciones altas, esta inde-
pendencia se pierde y el .dafic es mayor de acuerdoc a la cinética
de las moléculas,

Otra observacidn interesante resulta de comparar las lon-
gitudes medias de las plantulas sin tratamiento mutagénico (tes
‘tigo) pero gue fueron sometidas o no a un pretratamiento de 15
horas con agua {tablas VIII y XX); los resultados muestran un e
fecto reductor del crecimiento inducide solo por el pretrata-
miento, estos resultados coinciden con los reportados por

Padova y Ashri {1977) en semillas de cacahuate pretratadas, pe
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ro el fenbmeno sin explicacidn.

L) Efectos del MMS disuelto en Amortiguadores de Fosfatos a di-
ferentes pH y temperaturas sobre los coledptilos y plantu-

las de cebada.

la cafda del pH en las scluciones mutagénicas es una de las
vias de toxicidad para el MMS. En la tabla XXV se dan los valo-
res de pH para soluciones de MM3S a distinta concentracifn, tem-
peratura y tiempos, en ella se ve gue hay un abatimiento del pH
con el incremento en la concentracifn, temperatura y tiempo (ta
bla XXV y fig. 14) estos resultados coinciden con los reporta
dos por Arnason y c¢ol. {1966) para EMS ¥y MMS. Cuahde las solu-
ciones del mutdgeno fueron hechas en amortiguadores de fosfatos
0.05 M a pH 3,0; 7.0 y 11.5 no se detectd ningln cambio del pH,

al incrementarse la concentracifén del 4cido metil sulfdbnico du-

.rante el procesc de hidrdlisis (Wickham y col., 1969).

La tabla XXVI muestra las medias para los coledptilos tra-
tados con MMS dlsuelto en los amortiguadores a los distintos pH
¥ de los cuales-se genérd el andlisis de varianza que se mqés-
tra en la tabla XXVII para colebptilos de cebada Himalaya trata

da a 10°C con diferentes concentraciones de MMS, en tanto que

‘en la tabla XXVIII ¥y la tabla XXIX se muestran los valores y el

anilisis de varianza para los coledptilos a 20°C, en ambos ca-
sos 8e ve (tablas XAVII y XXIX) que se presenta un efecto debi-

do a la concentraciém del mutdgeno usado, pero no hubo efecto
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por accldén de los diferentes valores de pH utilizados. Ios da=
tos obtenidos y su andlisis para plantulas se muestran en las
tablas XXX y XTI para tratamientos a 10°C y en las tablas
KEXIT y XXXI11I para 20°C, los resultados fueron iguales a loa de
coledptilos, una significatividad para las concentracionss del
mufégeno ¥ no efecto significativo para los diferentes pH anall
zados.

Debido a que en este experimento ge estudid la temperaturé,
la concentracidn de MKS y el efecto de los pH de los amortigua-
dores en los que se hicieron las soluciones del mutdgenc, para
detectar las posibles interacciones entre estos tres factores,
los datos se analizaron por un anidlisis de varianza factorial
2x3x4% con 3 repeticiones. Los resultados para coledptilo se
muest?an en las.tablas XXXIV y XXXV y para plintulas en las ta-
blas XXXVI y XXXVII, en ambos casos los resultados son précticg
mente iguales (tablas XXXV y XXXVII} demostréndose una diferen-
cia significativa debida a la temperatura, las concentraciones
de MMS y la interaccién de primer orden temperatura por concen-
tracifn; el pH no tuvo ningin efecto al igual que tampoco hubo
interaccifn significativa entre la temperatura y el pH de la s¢
lucibn, de la misma manera la interaccidn de primer orden pH
por concentracidén tampoco fue significativa en-coleéptiloa ¥
pléntu;as..La interaccidn de segundo orden, tamperatura x pH x
concentracidn no fue significativa para los coieéptiloa ¥ lige~
ramente sigmificativa para las pléntulas aun cuando a una ede

0.01 no fue significativa {tabla XXXVII1).



Ross (1962) habfa mostrado una reactividad diferencial del
EMS en funcidn del pH de la solucidn amortiguadora en que se da
ba el tratamiento mutagénico, encontrandb que g pH 7.0 se loca~
lizaba la mAxima probabilidad de alguilacidén de las bases nuclep
tidicas, en tantc que a pH Acidos la reactividad bajaba. Por o-
tro lade Blixt (1967) encontrd que en soluciones sin amortigua-
dor los dafios risiolégicos se incrementaban, bdsicamente por la
concentracifn de productos de hidrblisis, sin embargo, cuando u
ti1lizé soluciones amortiguadoras para disolver log mutégenos no
encontrérdiferencias en el dafio expresado por la germinacidn y -
la longitud de las pléntulas (Blixt, 1972) estos resultados coln
ciden con las cobservacioneg en nuestros expe;imentos {tablas
XXVII, XXIX, XXXI y XXMIIl).

Los datos cobtenidos sugieren una vez mas gue la causa prin
eipal del dafio rfisiolégico inducide por el MMS ee la alquilacién
de las proteinas (Wheeler, 1967; OstermanGolkar y col., 1970;
Veleminsky y col., 1973) ya que por el solo control de la cafda
del pH no hubo ningin efecto protector observable en coledpti-
los y pléntulas, la interaccién de las temperaturss con las con
centraciones demuestra de nuevo el efecto gue la temperatura e-
Jerce sobre los pardmetros evaluados (ver seccidn 2 ¥y 3) pero
esta interaccibn no fue suficlentemente fuerte para manifestarw
se cuando se analizé la interaccibn temperatura x pH X concentra
cién (tablas XXXV y XOO(VII) implicandc otra vez, el nulo efecto
e los amortiguadores sobre coledptilos y plintulas de semillas

tratadas con el MMS, estos resultados coinciden con log reporta



—— o m———

dos por Blixt (1972) en los que no encuentra efecto alguno de
los amortiguadores sobre el EMS en pardametros fisiolbgicos.

El incremento de la frecuéncia de mutaciones utilizando so
luciones amortiguadoras como solventes de AA, ha sido demostra-
do (Nilan, 1973), este efecto se presenta en los agentes EI, a-
zida de sodic y NMU, sin embargo para nuestro caso {MMS) no se
detectd ningfn efecto (tablas XXVII, xXIx. XXXI y XXXIII) aun
cuando este andlisis solo se refiere a dafio fisioldgico, estos
hechos pueden ser explicados por los diferentes mecanismos de
reaccidn para &l MMS y los mutdgenos mencionados. As), en el EI
a pH 7.0, un 89% estd en forma del catidn etileiminamonio y so-
lo el 11% en la forma inmina, la cual es la forma activa del mn
tigeno, al variar el pH un poco arriba de 7.0 la forma inmina

s8e increments y en consecuencia actiia como un poderoso mutdgeno

(Wagner y col., 1968); el azida de sodio ha demostrado una me-

jor actividad a pi 3.0 (Konzak y col., 1972; Sarma y col., 1979),
la misma situacibn se presenta para el NMU (Konzak y col,, 1972).
El efecto de soluciones mutagénicas 06n rango8 amplios de
PH scbre semillas evaluandd la longitud de las pléntulas ha si-
do demostrado también con azida de scdic (Kleinhofs y éol., 1974)
encontrande una correlacidn entre efecto de reduccién de la lon
gitud de las pléuntulas y proporcién de mutantes clorofflicos,
sin embargo, los mecanismos de acclén quimica de azida de sodio
y el MMS al ser diferentes hacen diffcil pensar en un posible
incremento de mutaciones a los diferentes valores de pH de ias

soluciones,
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5) Efecto de la IL-Cisteina administrada como postratamiento
sobre semillas de cebada pretratadas en agua y tratadas con

MES,

El propdsito de este experimento fue el establecer la ac-
cién de la L-cisteina en una etapa critica de la semilla de ce.
bada (finales de Gy ¥y comienzo de S) intentando controlar la
toxicidad del MMS contra alquilacifin de protefnas despuée del
tratamiento muitagénico, es decir controlar los efectos negati-
vos del mutdgeno remanente,

Los andlisls de varianza para cpleéptilo {tabla XXXVIII) ¥
para pléntula (btabla XXXIX) mostraron que hubo un efecto de la
concentracién del MMS, pero no lo hubo para log postratamlentos
con cisteina. '

La cisteina por si misma no expresd toxicidad en los pard
metros evaluados, la tabls XI, muestra que este aminoficido no e
jercid efecto protector sobre el dafic ocasionado por el MMS so-
bre colebptilo y plintula excepto una ligera proteccifn en 0,.5%
para pléntula y 0.7% para coledptilo y pléntula, es decir a
las dosis altas del MMS, estos resultados coinciden con los ob-
tenidos por EBhojwani y Kaul (19768) quienes encontraron la mas
fuerte proteccién a las dosis mas elevadas en semillas de chi-
chafo tratadae con EI., Narayanan y Konzak (1969) reportaron pro
teceién contra el EMS por postratamiento con L-cisteina, pero
al comparar con otros tiosulfatos, la proteccidn dads por la

L-cistefna resulta pobre, lo cual concuerda en cierta forms con
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nuestros datos (tabla XL), lag diferencias son debidas probable
mente a los mecanismos de reaccibn para EMS y MMS, pues mientras
el primero muestrs una mezcla 5N1/SN2, el segundo es excluslva-
mente Sy2, adeiads el MMS es una molécula mas sencilla y presen
ta un valor de s (constante de sustrato) mas elevado que el EMS
{tabla ;) esto parmite al EMS reaccionar menos répidamente que
el MMS con las proteinas o enzimas importantes ¥ el remanente.
del mutégeno serfia capturado por la L-cisteina, en tanto que el
MMS al actuar con mayor velocidad sobre las proeinas no daria
oportunidad a-la I-cisteina de proteger, al incrementarsze las
dosis de MM3 éste tiene mayor oportunidad de permanecer disponi
ble en las células cuando penetra la L-cisteina y ésta puede ag
tuar mostrando asi cierta proteccidn {tabla XL).

La mayor{a de nuestros resultados estdn en desacuerdo con
lios reportados por Kaul (1969b) y Kaul y Chaudhary (1972) sin em
bargo el uso de diferentes AA puede explicar estas diferencias,
ademés‘algunos investigadores observaron la proteccifn preferen
temente en tratamientos dados en mezéla entre protector y mutd-
geno (Kaul, 1969b; Kaul y Chaudhary, 1972), asi la I-cisteina py
do reaccionar con el mutdgeno antes de entrar a la célula neutra
1lizdndolo, de esta forma cilertamente se presenta una proteccién
contra el dafio fisioldgico perc también parcialmente se nulifi-
ca la funcién del mutdgeno.

La proteccién de L-cistefna en los tratamientos contra la
acecidén de EI obtenido por Kaul y Chaudhary (19?2}, ¥ Bhojwani y

Kaul (1974) es mas 4ificil dé conciliar con nuestros resultades,



ya que el EI ¥y el MMS presentan semejanzasg; ambos reaccionan
via Sy2 (Barly y col., 1358; Lawley, 1974) presentan un valor

de 8 similar (tabla I} y ambos son moléculas sencillas, sin em.
bargo, la EI requiere un paso previo de apertura del anillo pa-
ra la alquilacién (Early y col., 1958),por lo que es mas lento
en su reaccidn que el MMS, el cual puede atacar mas rdpidamente
protefnas importantes f causar la toxlcidad observada, estas
consideraciones explican el hecho mostrade en las tablas XXXViII
¥ XXXIX de no proteccién de la L-cistefna contra la toxicidad
inducida por el MMS en la longitud de los coledptilos y plantu-

las de cebada.

6) El efecto del MMS sobre semillas de Triticale hexapleide

Lart. var. EBacum.

lLos métodos en fitomejoramiento utilizando mutaciones en
plantas superiores tienen cada vez mayor importancis, particu-
larmente cuando se trata de resclver problemas concretos aun en
especies con una gran variabilidad naturél (Shrvarnikov ¥y
Morgun, 1975). .

Se han efectuado pocos trabajos en triticale utilizando a-
gentes mutagénicos (Xaul, 1969a; Sapra y Constantin, 1978; Nadden
¥y ¢ol., 1979} sin embargo, el uso de esta metodologfa para su
me joramiento ha sido recomendada (Muntzing, 1972}). En un primer

experimento en laboratorio se determiné la DL§0 del Triticale
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hexaploide Lart var. Bacum para diferentes concentraciones de
M¥S. la fig. 15 muestra la linea de regresién problt para esti-
mar la mortalidad y calcular la DL50 la cual fue de

0.391% p/vol/hora + 0.042 para nuestras condiciones experimenta

‘les (20°C). Debido a que se ha propuesto (Konzak y Mikaselsen,

19%7) utilizar en estudios de mutagénesis con fines de fitomejo
ramiento dosis del 20% arriba y abajo de la DL calculada, ¥y es-
tos valores para nuestro caso son de 0,468 y 0.312% p/vol/hora,
se decidid explorar el comportamiento del triticale en concen-
traciones de MMS de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4% ¥ D.5% p/vol/1 hora.

La tabla XLI muestra la transformacién arco cuyo senoc as
la raiz cuadrada de la proporcién de loe valores de germina-
cidn, con estos datos transformados se generd un andlisis de va
rianza (tabla XLII) el cual dio una diferencia significativa pa
ra las repeticiones y la germinacidn, el contraste de las me-
dias por la prueba de Duncan mostrd (tabla XLIII) que la concen
tracitn de 0.5 de MMS fue diferente a todas las demds perd que
entre testigo 0.1, 0.4 ¥y 0.2 no hubo diferencias, en tanto que
la concentraciém 0.3 fue diferente del testige y de 0.5 pero
no lo fue de los demds ( 0.1, 0.4 y 0.2% p/vol/hora),

las tablas XLIV a XLIX muestran los resultados para las

- variables agronfmicas evaluadas en M1 después de exponer las

semillas de Triticale hexaploide Lart al mutdgeno, paras todos

los casos se demostrd un efecto no significativo de las concen-
traciones de MMS sobre las variables consideradas, longitud de

planta {tabla XLIV y XLV} peso del grano (tablas XLVI y XLVII)
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asi como para el nimero de hijuelos (tablas XILVIII y XLIX). Es-
tos resultados tienen un especial significado, ya que se demos-
tré que de hecho las dosis probadas de MMS no fueron tdxicas pa
ra los perdmetros evaluados {tablas XLIV a XLIX) debido proba-
blemente a la naturaleza poliploide del triticale, ya que se sa
be gue las blantas presentan mayor resistencia al efecto téxico
de los mutdgenos en funcidn de sus niveles de ploidia (Prasad y
Godward, 1975; Djelepov, 1976), e8tos hechos permitieron la ob-
tencifn de semillas ¥y que pasaron a la generacibén My, en nime-
ro suficiente para detectar probables mutantes.

Debldo a que en este experimento se intentaba el aisglamien
to de mutantes enanos, se efectud una seleccidn visual para lo.
calizarlos en la poblacibn My, el criterio que se adoptd fue el
de seleccionar plantas al menos 20% mas pequefias que la mas pe-
quefia de los testigos,'el rango del testigo eatuvo entre 95-120
cme Por lo gue se localizaron las plantas de 75 cme © menos
de altura ¥ se¢ hizo el registro individual de suskcaracteristi-
cas para su posterior idenﬁificacién. Se seleccionaron 21 plan-
tas probables mutantes cuye rango de altura fue de 55-75 cm,
{tabla L), Nadeem y col. {1979) reportaron resultados similares
perc no dan detalles metodoldgicos ni datos cuantitativos en
su trabajo.

En la tablia L, se muestran los datos de algunas plantas e-
nanas que presentan buenas caracteristicas agronémicas (nimero
de hijuelos y peso del grano} e incluso son precoces en su de-

sarrollo (plantas 5, 6 y 7 de la tabla L) todas las dogis de
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MMS probadas dieron mutantes, pero la mdxima frecuencia corresw

pondib a las dosis altas (0.4 y 0.5 tabla L y fig, 16).

Los probables mutantes seleccionados presentaron semillas
suftctentes para pasar a la generacidn NB donde se analizard la
segregacifn y confirmacién de estos resultados, aungue se ha
establecido (Konzak y Mikaelsen, 1977) que los mutantes selec-
cionados en la generacidn M, sOM homécigos, aun cuando no se
puede descartar la posibilidad de interacciones eplstéticas gue
puedan aparecer en la generacidn M4,

Aun cuando no se han efectuado trabajos de mutagénesie con

MMS en triticale, este agente alquilante ha mostrado en ctras

plantas gran efectividad, asi Vig ¥ col. (1976) trabajaron com

paratlivamente a diferentes dcosls con varios AA en soya, encon-
trando una mgyor efectividad del MMS para este slistema, siendo
el orden decreciente en eficiencia MMSIMESP MBS EMS, Otros ay
tores (Kiang y Hallaran, 1977) tfabajando con EMS lograron aise
lar también en soya mutantes enanos, estoe autores sugieren gdg
mAs una probable correlacidn entre enanismo y maduracidn .tempra
na, implicando la presencia de un fendmenc de pleiotropia.lo
cual puede ser el misSmo caso para nuestros resultados (tabla L
plantas 5, 6, 7, 9, 10 ¥ partichlarmente la t y la 13). Franzone
(1976) informa también de la induccidn de mutantes para enanis-
mo en trige, aunque utilizando en este caso radiaciones gamma.
Estos hechos sugieren que el cardcter enanismo estd controlado
por un gene famctible de mparecer en tratamientos mutagénicos

con cierta frecuencia, ademds Konzak y Mikaelsen {1977) hacen



Tle
notar gue ciertos tipos de mutaciones aparecen con mayor fre-

cueneia que otros, y dentro de este grupo sitdan la longitud

de la planta.



62,

- BRESUMEN

La induccidn artificisl de mutaciones ha sido propuesta co
mo un fdtil método para incrementar la variabllidad genética de
las plantas Superiores. 3in embargo, se ha recomendado que se
use s0lo en aquéllas plantass que no poseen una variabilidad na-
tural muy amplia, o en la solucidn de problemas -especificos,

Por otro lado, el uso de modelos adecuados pars evaluaclén
de sistema mutagénicos son monitores necesarios antes de abora
dar programas dé mitagénesis con objetivos concretos,

La cebada, particularmente de variedad Himalaya ha sido pro
bablemente el vegetal supericr mas utilizado en el estudio dé
la induccidén de mutaciones y asi, se ha considerado como un mo-
delo bilolbégico para el estudio de los efectos téxicos, citoge-
néticos y mas especificamente para el estudio del control expe-
rimental del procesc de induccidn de mutaciones y de los meca-
nismos de accidn de los agentes que las ocasionan.

El triticale e un nuevo género vegetal producido por el
hombre, por lo cual posee un corfo historial evolutivo pero cen
grandes potencialidades agrondmicas, de modo que es recomenda-
ble la induccién artificial de mutaciones para superar dificul-
tades en el mejoramiento de esta planta.

La-potencialidad de los agentes alquilantes en la induccidn
de mutaciones no ha sido totalmente explorada, debido a la gran
cantidad de factores fisicos quimicos y biolégicos gque modifi-

can su accidn siende por lo tanto un sistema susceptible de me=-



joras para incrementar la obtencién de mutantes.

El Metilrﬂetanosulfonato (MMS) es un agente alguilante mo-
nefuncional que ha sido relativamente poco utilizado en la induge
cidn de mutaciones en plantas superiores, esto es debido bésicg
mente & su elevada toxicidad, la cual se refleja en la fuerte
mortalidad de las semillas tratadas y de esta manera, 5¢ evita
la expresidn de los canbios genotipicos inducidos por el muté-
geno.

5in embargo, este agente algquilante presenta caracteristi-
cas tales como la estereoquimica de su molécula, la sencillez
de su estructura ¥ su mecanismo de reaccidn Sy2, que le hacen
ser una substancia con posibilidades de modificar su accidn en
vase a manipulaciones adecuadas de los tratamientos mutagénicos.

En el presente trabajo se investigaron los efectos que el-
MMS tiene sobre algunas gramineas bajo diferentes condiciones
experimentales buscando establecer la respuesta fisiolbgica ¥
genéticé sobre un organismo modelo (Cebada de la var. Himalaya)
asi como la induceidn ¥y seleccidn de mutantes con fines antropp

céntricos en organismos de interés econdmico (Priticale hexg-

ploide L. var., Bacum},

Se establecieron las DL50 para el MMS en cebada var. Hima-
laya bajo diferentes condiciones de tratamiento, lag DLSO fue
ron: 1.60% p/vol/hora a 10°C y 0.647% p/vol/hora para 20°C,
Cuando las semillas fueron sujetas a la accidn del mutdgeno en
i1a etgpa de S, las DL50 fueron de 0,268% p/vol/hora a 10°C y
0.173 a 20°C. |



Se demostrd que la accidn téxica del MM3S expresada en pa-
rametros fisioldgicos (reduccién en la longitud de coledptilos
¥ pléntulas) estd en funcidn de la dosis, pero que sufre altera
cliones relaclonadas con la temperatura del tratamiento y el es-
tado fisioldgico de las semillas en el momento de administrar
el mutdgenc. Se encontrd uns interaccién temperatura x concena
tracidn cuande los tratamientos se dieron en semillas sin ¥y con
pretratamientos, pero en este ltimo caso, la interaccién fue
wenor, resultando incluso enmascarada para el caso de las plin-
tulas,

Cuando se analizd el porcentaje de dajio con respecto al
testigo, se demostré un comportamiento cuadrético para todos los
casos estudiados,

Al efectuar la solucidn del alquilante en amortiguadores
de fosfatos a diferentes valores de pH, no se detectd ningln e-
fecto sobre los pardmetros evaluados, al igual que al dar postra
tamientos con cistefna, en cﬁyo caso solo se observd cierta dig
minucién en la toxicidad del mutégeno cusndo las semillas fue-
ron expuestas a lae dosis altas,

Se establecid la DL50 para Triticale hexaploide Lart var,

Bacum la cual fue de 0.39% p/vol/hora a 20°C, Se encontrd gue
el MHMS no fue téxice a las dosis usadas para el triticale y se
obtuve un notable rendimiento de mutantes para el cardcter e-
nanismo y precocidad en la Generacién Mz. La frecuencia de mu-

tantes estuvo en funcién de la dosis.
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taBLa T (1)1 ALGUNAS CONSTANTES DE INTERES PARA CIERTOS

AGENTES ALQUILANTES.

| (2) ) ) Tipo de

AL 8 Tempera- .| 1 ADN/100 Vida media Mecanismo

tura °C - /proteinas 20 °C de reaccifn
OPMS 2.00 290 0.0025 --- SI‘wI.2
AMMMS 1.40 28 0.02 --- SN2
MM S | 0.86 20 0.4 68 hrs. SNZ
MOEMS 0.71 20 0.8 --- SNZ
EMS .67 20 1.5 &3 hrs. SN1/SNZ
1BMS 0.55 37 2.5 193 hrs. SN2
NeoMS 0.45 37 5.0 --- SN2
iPMS 0.31 20 12.0 108 min. SN,
(1} Datos tomados de Osterman-Golkar y col. (1970)

(2) Constantes nuceofilicas (n) de moléculas de interés bioldgico:
ADN=2.5;

Eyt

0,=2.8; cisteina (proteinas)=5.1




TABLA II

r

CONCENTRACIONES DE MMS EN % P/VOL/1 HORA PARA DIFERENTES DOSIS LETALES INDUCIDAS SOBRE
SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA CON Y SIN PRETRATAMIENTO EN AGUA PUESTAS A DIFERENTES
TEMPERATURAS DE TRATAMIENTO *.

) SIN PRETRATAMIENTO CON PRETRATAMIENTO
TEMPER. ) ) ‘ . ‘
‘DOSIS .
LETAL 10 20 10 20
25 . 0.96 0.49 0.16 I 0.09
40 1.32 .58 0.22 0.14
50 1.60 D.64 0.26 0.17
60 1.94 n.M 0.32 .21
75 2.67 0.84 0.44 0.30
90 4.23 0.07 0.71 0.50
[
# Calculados por el programa Probit SAS corrido en el Colegio de Postgrado de oo
Chapingo, Méx. -0



TABLA III.- CRECIMIENTO Y PORCENTAJE DE DARNO DE LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA
(HORDEUM VULGARE VAR. HIMALAYA) TRATADAS CON MMS A DIFERENTES CONCE‘\]TRACIONES
T P/VOL/HORAY Y TEMPERATURAS.

TEMPERATURA DE | DOSIS DE  CRECIMIENTO PROMEDIO DE LOS COLEOPTILOS PORCENTAJE
TRATAMIENTO MMS (mm) DE DANO CON RES-
X s BE oV PECTO AL TESTIGO.
0.0 65.18 5.72 0.44 8.77 .-
0.3 61.46 7.79 0.52 12.67 | 8.70
0.5 55.16 7.59 0.50 13.75% 18.06
. 0.7 51.43 9.97 0.74 19.38 23.60
e 0.9 41.90 7.55 0.59 18,01 37.75
1.7 40.26 6.42 0.55 15.94 40.19
1.3 38.00 6.85 0.61 18.02 43.55
1.5 36.03 6.03 0.45% 16.73 16.47
0.0 65.62 6.93 0.55 10.56 S
0.3 49.23  10.75 0.82 21.83 28.83
20°¢C
0.5 31.72 11.25 0.91 35.46 54.14
0.7 34,76 6.59 0.66 18.95 49.75
0.9 20.37 ° 5.13 0.70 17.46 57.54
1.1 29.92 4.84 0.92 16,17 56,75
1.3 - . --- --- ---

ob



TABLA IV.- ANALISIS DE LA VARTANZA PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LA LONGITUD DE COLEOPTILOS

DE SEMILLAS TRATADAS CON MMS A DIFERENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES.

FV sC 6L oM F exp.
Temperatura 465.87 1 465.87 15.,.06%
Concentraciones de

MMS 1408.91 5 281.78 g.11%
Error 154.61 5 30.92
Total 2029.39 11

* Significatives al 0.05%.

b
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TABLA V.- EFECTO DEL MMS A DIFERENTES TEMFERATURAS ¥ CONCENTRACIONES SOBRE LA LONGITUD DEL
COLEQPTILO DE SEMILLAS DE CEBADA VAR, HIMALAYA.

-PEMPERATURA 10 % 20%
[ Uoncentracion
s % p/vol
B hora .
Repeticion 0.0 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 0.0 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
T 65.30  59.78 53.48 50.67 40.56 40,15 |65.20 52,60 28,44 35.88 28.62 30.54
II £5.07 62,81 57.72 52,19 A43.24 40,38 [64.70 H7.72 32,67 33.64 30.13 30.80
IIT 65,20 62.19 S4.05 51.43 41.90 40,25 |66.94 48,08 34.06 34.76 29.36 28.42 |

b
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ANASISIS DE LA VARIANZA PARA UN DISENO COMPLETAMENTE AL AZAR FACTORIAL 2x6 CON

HIMATAYA TRATA-

<h

TABIA VI, -
.3 REPETICIONES PARA DETERMINAR EL EFECTO DEL MMS Y LA TEMPERATURA DE TRATAMIER
TO SOBRE L& LONGITUD ZEL COLEQPTILO DE SEMILIAS DE CEBADA VAR,
DAS CON DIFERENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES DEI MUTAGEND.
CFVv GL SC CM P
Pratamiento 11 4080, 74 553,61 217.20%
Ternperatura 1 1386.07 1386.07 E43, 55%
Concentracidn de . ,
: 5 halz, 48 848,49 332, 7U*
Inter TxC 5 b61.19 92.23 36.18%
- -Bryer 24 61. 24 2.55
Total 35 61.50.98
* gignificatives al 0.01%
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TABLA VII. PRUEBA SNK PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE LA LONGITUD DE LOS COLEOPTILOS
DE SEMILLAS TRATADAS :CON MMS A DIFERENTES TEMPERATURAS . i
RANGO { 2 3 4 5 6 7 8 9 o - THRT:
DOSISY Y| 0.9(20° 1.1(20°) 05(20° - 0.7(20% LIUO®) 0.9(10°) 03{20°) 0.7(0°) 0.5(10°) 0.310°) 0.0{10°] 0.0 (20°)
X 29.37  29.92 31,72 3476 40.26 41.90 49.23 5(.43 55.16 61.46 6518 65.62
R ANGO  DOSIS X Ni 53 28 150 98 136 18l 170 180 225 225 187 157
| 0.9(20°) 29.37 53 _—
2 (1.1(20° 29.92 28 0177 —
3 0.5{20°) 31.72 150 1977 1.80Y —m
4 0.7(20°) 34 76 98 5.0 a8 4 3.04  ——
5 111109 4026 135 10.51 1034 8.54 550 @ ———
6 0.9(10°) 41 90 186} 1215 11.98 10 18 714 1647 e
7 0 3(20°) 49.23 170 19.48 19 31 1751 1417 8.97 7.33 ——
8 0 7(10°) 5143 180 2168 2151  19.71 16.67 1117 9853 220  —
9 05(10°) 55.16 225 25 41 25.24 2344 2040 14.90 1326 5.93 - 3.73 —
0 03009 61.46 225 3171 31.54 2974 2670 2120 1956 1223 1003 6.30 ——
Il 0.0010° 6518 " 167 33.43 3526 3346 3042 24.92 2328 (595 1375 1002 372
2 00(20°) 65.62 157 35 .87 3570 33.90 . 3086 2536 2372 16.39 1419 .10.46 4.16 0.44"7 e
2 4 6 7 8 9 10 i 12

v Diferencia

nc significativa

vv Dosis de MMS en % P /vol /1 hora a 10 y 20 °C



TABLA VIII.- CRECIMIENTO Y PORCENTAJE DE DANO DE IAS PLANTULAS DE SEMILLAS DE CEBADA e
(HORLEUM VULGARE VAR. HIMAIAYA) TRATADAS CON MMS A DIFERENTES CONCENTRACTONES
{% P/VOL/TORA) ¥ TEMPERATURAS:

-TgﬁigﬁﬁigﬁéonE Dogég DE  CRECIMIENTO P§§$?D10 DE TAS PLANTULAS o §§§8EggﬁJgES*
< 5 EE oy PEGTO AL TESTIGO

0.0 209.92 30.29 2,34 4. 42 | -

0.3 196. 4l 29.65 .97  15.09 7.20

0.5 179,78 39.73 2.64 22.09 15.07

10°% 0.7 123,31 32,02 2.35 26.01 ' b1, 74

0,9 113.60 28. 04 2,21 25.47 hé, 33

1.1 108.69 28,78 2.29 26,41 48,65

1.3 96,87  25.22  2.08 26.03 54. 23

1.5 92.h6  18.64 1434 20,16 56.32

0.0 203,46 38.05 3.03 19.57 .

0.3 136.%4 3.1 2,60 25,05 : 32.69

202 0.5 89.74 22,58 1.84 25,16 55.89

0.7 75.1z2 13,38 1.34 - 17.81 63,07

0.9 L, 07 12.67 1.83 28,74 _ 78.33

1.1 34,88 L. 56 0,97 13.07 82.85

1.3 . —— _—_— - -
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TABLA TX.- ANALISIS DE LA VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE IA LONGITUD DE 148 --

PLANTULAS DE SEMILLAS TRATADAS CON HMS 4 DIFERENTES TEMPERATURASa

FV sc GL &M F exp.
Temperatura 10597, 56 1 10597.56 32.12%
Concentracidn de
: s 26822.75 5 536%. 55 16, 26%
Error 1649, 52 ) 329.90
Totel 39069. 83 11

# Significativos a 0.01%.

95



TABLA ¥.,~- MEDIAS DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EL EFECTO DET MMS A DIFERENTES --
TEMPERATURAS ¥ CONCENTRACIONES SOBRE LA ILONGITUD DE TASPLANTUIAS DE SEMI--
LIAS DE CEBADA VAR. HIMATAYA.

CONCEN,
- M
M
_ , 5 _
PEMPERATURA . _
o 0.0 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
' 206.20 § 193.28 | 182.32 | 123.3% | 118.20 | 108.93
.10 212,00 200,30 180.25 123,29 109.00 108,45
210,96 195.74 | 176,20 123.30 112.63 108.69
206.58 | 132,91 | 88.03 | 77.16 | 40.72 | 3%.16
20 193,25 137.68 | 92.58 71.98 47,12 33.00
210.52 | 140,24 88.62 76,22 Ly, 37 37,50

th



TABLA XI.~ ANALISTS DE TA VARIANZA FACTGRIAL 2x6 PARA DETEMMINAR EL EFRCTO $SOBRE LA LONGT~-
TUD LE LAS PLANTULAS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR, HIMALAYA TRATADAS CON MMS A DI-
FERENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES.

BV : CL sc cM F
Tratamientos 11 1211 50.66 11013.69 717.00%

Temperatura 1 30106.86 | 30106.86 | 1960.08%

Concentraciones de
Mus

wn

BL4827. 81 16965, 56 1108, 52%

Intersceidn

TxC 5 &215, 9G 1243.19 50, 93%
Error ' 24 368. 87 15.36
Total 35 121519. 53

#* Altamente significativas,

9h



TABLA XTI . PRUEBA SNK "PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE LA LONGITUD DE LAS

DE SEMILLAS TRATADAS CON MMS A DIFERENTES TEMPERATURAS.

9

RANGO | 2 3 - a4 5 6 7 8 5 10 I 12
DOSIST ¥ | 1(20°)  0.9(20°) 0.7(20° 0 5(207% - 1.1U07 0.9(10° 0.7(10°) 0.3(20% 0500° 0.3(0°) 0.0(20° - 0.0(i0°
X 34.88 44.07 75.12 8974 108.63 113.60  [23.31 136.94 I79.78 196.44 203.46 209.92
RANGO  DOSIS  X. Ni 22 48 - 99 150 157 | 171 185 170 225 225 157 167
! (.1{20°) 34.88 22 | ——
2 0.9(20°) 4407 48 9.197  ——
3 0.7(20% 75.12 99 40.24 3105 ———
4 0.5{20°) 89.74 150 54.86 4567 14.62 —— i
5 1.1110°)  108.69 |57 73 81 64.62 33.57 18.85 ———
6  0.9(10°) 11360 |7 78.72 6953 3848  23.86 491" ——
7 0.7(10°) 123.31 185 | 8B.43 79.24  48.19 3357 1462 9.7 —_—
8. 0.3(20°) 13694 170 10206 9287 61 82 . 4720 28.2% 2334 1363 ——
9 0.5I0° 179.78 225 144 .90 13571° 10466 9004 .71.09° 6618 56.47 42 84 ——
10 0.3(10°) 196.44 225 16156 15237 12132 - 10670 877S . B2.84 7313 59.50 1666 ——
I 0.0(20° 20346 1|57 16858  159.39 128.3@ 113.72 9471’ 89.86 8015 . 6652 23.68 7.02 e —
12 0.0(0°) 20992 167 | 175.04 1665.85 134.80 12048 10123 9632 8661 7298 3014 I3.48  6.46 E—
I 2 3 4 5 €6 7 8 9 10 (I 12

Diferencia no significativa . : ' -
Dosis de MMS en % P/ vol /1 hora a 10 y 20 °C



TABLA XIII.- PRUEBA DE x2 PARA LA BONDAD DE AJUSTE DE 10S VALORES ESPERADOS Y OBSERVADOS PARA ENCONTRAR
LA FUNCION MATEMATICA QUE RELACIONE MEJOR EL DARQ EN COLEOPTILOS Y PLANTULAS DE SEMILLAS .

DE CEBADA TRATADAS CON MMS A DISTINTAS TEMPERATURAS Y CONDICIONES DE TRATAMIENTO.

EVENTO ANALIZADO % DE DARQ CON RESPECTO

RECETA EYPONENCIAL GECMETRICA CUADRATICA
AL TESTIGO {NORMAE, - NORMAL) {L0G. NORMAL) (106 - LOG) {PARABOLICA)
y=R+a (X Log y=ag+aix Log y=log agtal logx y=ao+a1x+a2,x2
COLEOPTILOS BE SEMILLAS TRATADAS A y=2.11+52. 31x Log y=0,93+0.56x Log y=1.36+1 logx y=34,34+6,46- , 7ixZ
10e¢ ) . x2c=2.75 x2c=9,29 x2c=41. 70 xZc=0.03 -
_ _ P> 0.05 P> (.05 Pe<0.001 Ps>0.1
COLEOPTILOS DE SEMILLAS TRATADAS A ¥=28.65+29.63x Log y=1,54+0, 2x Log y=2.90+.41 logx |y=55.10+5,92x-2.85x2
20°C x2e=5.06 *x2c=5.85 x2¢=7.31 *x2c=2.15
P> 0.05 P> ©.05 P> 0.05 P = 0.05
PLANTUEAS DE SEMILLAS TRATADAS A y=1,12+41, 84x Log y=0.88+0,68x log y=.83+1.41 logx |y=45.10+8.31x-1.65x2
t0oC x2c=11.98 x2¢=33.74 x2c=18.14 *Zced,29
P> 0.0% Pe 0001 P01 P> 0.05
PLANTULAS D SEMILLAS TRATADAS A y=19.57+61.42x Tog ¥=1.45+0,46x Log y=2.6%+.63 logx |v=66.74+12.28x-2,00x2
20°C - ®2c=1.75 x2c=45.81 xZc=1.54 x2c=0.50
P> 0.05 L 0.001 P> 0.05 P>>0.1
COLEOPTILOS DE SEMILLAS PRETRATADAS OON | y=5.42+67.75x Log y=-92+1.46X Log y=2.09+.94 logx |y=28.52+6.77x-1.38x%
AGUA Y TRATADAS A 10°C x2c=2.78 x2c=6. 40 x2c=4,499 %¥2c=0.98
P~ 0.05 P~ 0,05 P 0.05 P>>0.1
COLEOPTILOS DE SEMILLAS FRETRATADAS CON | v=6.82495.54x Tog v=0.96+1. 76x Log ¥=1.90+1, 12 logx | y=35.6+11.D6x-0,058x2
AGUA Y TRATADAS A 20°C x2¢=4.61 x2c=6.67 . xdc=6.67 x2=2,23
P= 0.05 P 0.05 P= 0.05 F 0.05
PLANTULAS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON ¥=23,26+23, 82x Log v=1.37+.34x Log y=3.18+0.26 logx | y=31.85+2.37x~.72xZ
AGUA Y TRATADAS A 10°C Xx2¢=0.99 x2c=1.15 xdced. 53 %220, 76
P (0.05 P==0.05 P==0.05 Pr0.1
PELANTULAS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON y=4,6+150.02x Log y=1+1.76x Log y=2.14%1 logx y=35,57+15+2,42x2
AGUA Y TRATABAS A 20°C x8c=2.80 x2c=0.47 x2c=2.13 x2=0),38
P = 0.058 P>70.05 P> 0.05 P>20.1

Wl



TABLA XIV.- COEFICIENTE DE CORRELACION Y ERROR ESTANDAR PARA LAS ECUACIONES CUADRATICAS (y=a0+a1+agx2)
QUE RELACIONAN EL DANO EN EL COLEOPTILQ Y LA PLANTULA DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON
MMS A DISTINTAS TEMPERATURAS. Y CONDICIONES DE TRATAMIENTO.

EVENTO ANALIZADO EN % DE DANO CON RESPECTO T

Sy X
AL TESTIGD ECUACION ( +) (+)
COLEOPTILOS DE SEMILLAS TRATADAS A 10°C y=34.34+6,46x-0.70x2 0.99 _ 0.86
COLEOPTILOS DE SEMILLAS TRATADAS A 20°C y=55.10+5,92x-2,85x2 0.90 0.49
PLANTULAS DE SEMILLAS TRATADAS A  10°C v=45,10+8.31x-1.65x%2 0.97 0.38
PLANTULAS DE SEMILLAS TRATADAS A  20°C v=66.74+12.28x-2,09x2 0.99 0.45
COLEOPTILOS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON
AGHUA Y TRATADAS A 10°C y=28.52+6,77x-1.38x2 0.97 0.45
COLEOPTILOS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON
AGUA Y TRATADAS A 20°C ve35.6+11.96x-0.058x%2 0.98 D.45
PLANTULAS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON
ACUA Y TRATADAS A 10°C y=31.85+2.37x-0.72x2 0.86 0.51
PLANTULAS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON
AGUA Y TRATADAS A 20°C y=35,57+15%x+2,42x2 0.99 0.44

Q!



TARTA XV.- CRECIMIENTO Y PCRCENYAJE DE DARO DE 108 COLECPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA --
(HORDEUM VULGARE VAR. HIMAIAYA)PRETRATADAS EN AGUA Y PUESTAS EN SCOIUCION DE
MMS A DIFERENTES CONCENTRACIONES (% P/VOL/HCRA) Y TEVPERATURAS.

T%gigiﬁ%gﬁéonE Do§é§ DE CRE?IMIENTO P?ﬁﬂ?DIO DE L0S COLECPTILOS o ggggEggﬁJgEsﬁ
X s EE . cv PECTC AL TESTIGO
0.0 68,40 7.11 0.75 10.39 -—
0.1 62.88  13.31 0.99 21.16 8.07
0.2 52.10 13.48 1.28 25,87 23.83
10% 0.3 5044 .95 1.00 17.74 26.25
0.4 45,51 9.91 1.5 21.77 33.46
0.5 43,00 8.46 1.20 19.67 37.23
0.0 66. 2 8,12 0.85 12.25 ——-
0.1 60.30 10.88 0.96 18,04 5.96
0.2 47,05 7.13 0.92 15.15 28,97
20°% 0.3 45,52 5,76 0.81 13.23 34, 29
0.4 37,19 5434 0.85 14.35 43.85
0.5 25,60 5,30 0.89 20.70 61.35
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TABLA XVI.- ANALISIS DF LA VARTANZA PARA DETERMINAR EL EFECTC SCBRE LA LONGITUD DE LOS
COLEGPTILOS DE- SEMILLAS PRETRATADAS CON AGUA Y TRATADAS CON MMS A DIFERENR-
TES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES:

FV 5C 6T, Cit F Exp.

Tempers turas 150.02 1 150.02 9. 50%

Concentraciones de

MMS 152942 5 305, 88 19.37#
Error 78.98 5 15.79
i
Totzl 1758, 36 11

# Significativas al 0.01%

§01



TABLA XVII.~ MEDIAS DE TRES REPETICIONES QUE FUESTRAN EL EFECTO DEL MMS A DIFERENTES
. ‘TEMPERATURAS Y CONCENTRACICNES SOBRE LA LONGITUD DE 105 COLEQOPTILOS DE
SEMILLAS DE CEBADA VAR, HIMALAYA PRETRATADAS CON AQUA.

Concentracién
e MMS.

Temperaturs

65.62 { 61.46 53,60 Sh.3h 1 46,28 | bs, 57
10°C 73.88 | 64.31 | 50.61 | 46.55 | 43,94 | 41.43
C65.70 1 62.87 | 53.83 | 50,43 | 46,32 | 42.00

66.06 | 62.85 | 47.66 | 45,30 | 36.39 | 24,32
20°¢ £5.00 | 59.76 | 47.44 | 41.75 | 235.80 | 27.40
64.67 | 58.29 | 45.91 | 43.36 | 39.38 | 25.02

hal
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TABLA XVITI.- ANALISTS DE VARIANZA PARA DETEEMINAR EL EFECTO SCBRE LA LONGITUD DE LOS
. COLEOPTILOS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON AGUA Y TRATADAS CON MMS A DIFE-
RENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIQONES.

FUENTE DE VARTACION | GL SC CM F

Tratamiento - 1 5281.47 480.13 80.55%%
Temperatura 1 463.04 463.04 77.60%%
Concentraciones de

MMS. 5 4586.71 917.34 153.97%#
Inter. T x C 5 231.72 46.34 7.77%
Error 24 143.26 5.96
Total 35 5424.73

# Sjignificativo al 0.05%
*% Significativo al 0.01%

1



TABLAQ(. -PRUEBA SN;: PARA COMPARACI;;'

_ MULTIPLE "bE" MEDIAS DE LA "LONGITUD
DE SEMILLAS PRETRATADAS CON AGUA Y TRATADAS .

&

DE LOS COLEOPTILOS
A DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE MMS Y DIFERENTES TEMPERATURAS, IDG
RANGO { 2 3 4 5 6 7 8 9 10 B 12
DOSISY 7| 0.5(20°). 04(20% 0:5(10°% 0.3(20° 0.4{(10° 0.2(20°) 03(0P) ©V.210° 0.1{20% 0.1{10° 0.0{20° 0.0{10°)
X 25.60 - 37.19. 4300 43.52 4561 47.05 5044 52.10 6030 6288 66.24 -68.40
RANGO DOSIS X Ni 35 39 49 50 43 59 79 110 27 180 90 90
1 0.5{20°) 2560 35 _
2 04(20°) 3749 39 11,59 —_—
3 0.5{10°) 43.00 49 17.40 °  5.81 SE—
4 0.3(20°) 4352 50 17.92 6 33 0.52Y ——
5 0 4(10°) 45 51 43 19 91 832 251 198y ———
& 02{20° 47.05 59 21.45 9.86 4057 353 1547 —
v AN
7 0.3{i0°} 5044 79 24. 84 13 25 7 44 6 92 483 339 _—
8 0.2(10°) 5210 110 26 50 14 91 910 858 6.53° 505 |66 —m-
9 0.1(20°) 80.30 127 34 70 2311 1730 1678 1479 1325 9.86.  8.20 -
10 0. 1{(1I0°) 62.88 180 37.28 2669 19.88 19,36 17.37 1583 12.44 10.78 2.58 SE—
I 0.0(20°) 6624 90 . 40 64 2905 2324 2272 2073 19.19 1580 14.14 594  3.36 —_—
12 0.0{10°) 684C 90 42 80 31.21 25.40 24 88 2283 2| 35 18.00 1630 8.10 5.52 2 167 -
2 3 4 6

v Diferencia

no significativa

vv Dosis de MMS en % P/vol /1 hora a 10 y 20 °C




TABLA ¥X.- CRECIMIENTO Y. PORCENTAJE LE DANO DE 1AS PIANTUTAS DE SEMILLAS DE CEBADA -- -
(HORDEUM VULGARE VAR, HIMALAYA) PRETRATADAS EN AGUA Y PUESTAS EN SOLUCION --
WUTAGENICA DB MMS A DIFERENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES (% p/vol/hora)

TEMPERATURA DE

DOSIS DE CRECIMIENTO PROMEDIO LE LAS PLANTURAS PCRCENTAJE DE
TRATAMIENTO, MMS (mril) DARO CON RESPECTO
¥ < BE oV AT, TESTIGO.
0.0 198,93 2b.46 2.58 13.67
0.1 13749 35.62 2.92 25,90 23,15
10°¢ 0.2 121,84 41,99 .12 34,08 31.90
0.3. 127,22 42,20 54, 140 33,17 28.89
0.b 117.33  45.17 6.09 38.49 34, k2
0.5 118,54  37.60 5.16 31,71 33.%5
0.0 170.60  33.60  3.54 19.69
0.1 146,31 35.60 3.06 2. 33 14,23
20°C 0.2 127.33 35.19 L.l 27,63 25.36
0.3 112.46 25,80 3,42 23,1k .66
0.b 82.15 18.62 2,87 22,66 51.84
0.5 W66 B0 0,77 13.56 75.97

ie)



TABLA XXI.- ANALiSIS DE LA VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFECTQ SOBRE LA LONGITUD DE LAS
" PLANTULAS DE SEMILLAS PRETRATADAS CON AGUA Y TRATADAS CON MMS A DIFERENTES
TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES.

FV 5C GL CM F exp.

Temperatura 1383.22 1 1283.22 - 2.33

Concentraciones de

MMS . 11453.06 5 2298.61 _ 3.87
Error ) 2966.33 5 - 593.26
Total 15842.61 il

Qo)



TABLA XXII.- WMEDIA DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EL EFECTQ DEL MM3 A DIFERENTES --
: TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES SOBRE LA LONGITUD DE PLANTULAS DE SEMILLAS
DE CERADA VAR. HIMATAYA PRETRATADAS CON AGUA,

Concentracidn

MS % p/vol
- Temperatura hora )
: °C 0.0 0.1 0.2 0.3 - 0,U 0.5

174,13 138.17 120.22  128.70 115.48  129.78
10 183.73  136.81 12%.80 125.75 116.28 105.61
178.93 138.72 124.50 1z27.21 120.23 120,23

172,23 146.52 128,67  113.17 85.72 34.33
20 168,10 146.50  127.19  109.46 80.58 36. 30
171,48  1h5.91  125.97  112.35 80.15 33.35

Lol



TABLA XXTIZ- ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL 2x6 PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LA --
LONGITUD DE PLANTULAS DE,SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA PRETRATADAS CON -
_AGUA Y TRATADAS CON MMS“A DIFERENTES TEMPERATURAS Y CONCENTRACIONES.

v GL 5C _ M F
Tratamiento 11 47550.42 4322.76 '247.15%
Temperatura 1 4166.67 4166.67 238.23%
Concentracidn de

MMS . 5 34522.70 6904,54 304, 77%
Interaccidon TxC 5 8861.05 1772.21 101.3@“"
Exror 24 419.85 17.49
Total : 35 4797027

# Altamente significativos

o)



TABLA XXIV¥ . PRUEBA SNK 'PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE LA LONGITUD OE LAS PLANTULAS
DE SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA PRETRATADAS CON AGUA Y TRATADAS CON

MSS A DIFERENTES TEMPERATURAS, o R | H
RANGO i 2 3 4 5 6 7 8 9 1o ([ 12
. 00S18T 7] 05(200)  0:4(20% 0.3(20°) 04(10° 0.5(10% 02(10°) 03 (10° 02(20° 0.1{(10° 0.1{20% 0.0(20°} 0.0{10°)
X | 3466 82.15 111.46 11733 HB854 121.84 127.22 (27.33 13749  146.3| 170 60 7893
R'Ams_o DOSIS X Ni 37 42 . 57 55 53 104 92 55 148 135 90 90
| 0.5(20°) 3466 37 —_—
2 0.4(20° 8215 42 47.49
3 0.3{(20° 11.46 57 76.80  29.3F ———o
4 0.4 (10°) 117,33 55 82 67 3518 5877 ——
5 | 0.5(I0°) {1854 853 . 83.38 36 39 7.087  .217
& 0.2(10% 121.84 104 87 I8 39 69 10.38Y - 451Y 3307 —
7 0 31109 12722 92 9256 4507 15767 9897 .'8'1'368' 5.387 ——
8 0.2{20°) 127.33 55 | 9267 45.18 15877 10,007 8797 549 041% —m—
9 0.1{l0®) 13749 148 | 10283 5¢. 34 2603 20.16 1B95 1565 10.277 10167  ~——
10 0.1 (20} “ 146.31 135 H1.65 64.16  34.85 ‘28..‘.9‘8 2777 24.47 19.09 18.98 8.82 —_—
1 0.0(20°) 170.60 90 135.94 88.45 6914 5327 5206 4876 4338 43.27 33.13 2429 —
12 0.0(10°) 178 93 90 14427 96 78 6747 61.60 6039 57.08 517} 51.60 4144 32.62 833 . -

v Diferencia no significativa
vv Dosis de MMS en % P /vol /1 hora a 10y 20 °¢C



TABLA X¥V.- CAMBIONS DEL pH DE SOLUCTONES DE MMS EN AGUA A DIFERENTES TEMPERATURAS Y

TIEMPOS.

Solucidf Tiempo

de MMS % eg;n

p/vol ¥y -

\ diferentes '

temperaturas. 0 20 Lo 60 120
0.2 10 °¢ 5.55 b5 L. &0 b 4o 4,15
0.2 20%C 5,20 &, 20 3.90 3.75 3. 50
0.2 30°C &, 65 3.70 3. 40 3.25 3.0C
.4 10°C "5.30. L,50 L, 25 4.10 3,80
0. b 20 °0 4,70 k.10 3. 60 3.45 3.20
Ol 30°C 4,30 3,40 3.15 3,00 2.65
.6 10°C 5.00 h. 35 b,10 3.90 3.65
0.6 20°C I b5 3.70 3.45 3.30 3.00
0. & 30°C L.00 3,30 3.00 2.75 2. 50

AL



TABLA

XXv1l.- MELIAS DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EI KFFECTC DEL MMS DISUELTC EN -~

HIMATAYA TRATADAS A 109C.

HZO 3.0 7.0 11..5
0.0 65.18 Blr. 43 66.75 65.36
0.3 61.46 61.11 63.78 62,20
0.5 55,16 57.08 56,21, 57.86

AMORTIGUADORES A DIFERERKYES VALORES DE pH SOBRE LA LONGITUD DE LOS - - --
COLEOPTIIOS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR,

¢



- TABLA XXVIT.- ANALISIS DE LA VARIANZA PARA EVALUAR EL EFECTO DEL MMS EN DIFERENTES - -
AMORTIGUADORES DE FOSFATO SOBRE LA LONGITUD DEL COLEOPTILO DE SEMILLAS -
DE CEBADA TRATADAS A 10°C,

FUENTE DE VARIACION sC GL CM _F exp.

Concentracién de MMS 159,34 2 75.67 - 91.57%

pHe ' 5.21 3 1.73 1.98
¢

Error : 5.56 5} 0.87

Total 170.11 11

# Significative al 0.01%.

i



TABLA XXVIII.~ MEDIAS DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EL EFECTO DEL MMS DISUELTO EN - -~
AMORTIGUADORES DE FOSFATO A DIFERENTES PH SOBRE LA LONGITUD DE COLEOPTILOS

DE SEMITLAS DE CEBADA TRATADAS A 209C.

PH de la

‘Concentra-= solucisn

cidn de MMS

% p/Vol/hora H,0 3.0 7.0 11.5
0 65,62 £8.12 68,08 &7 .84
0.3 bg. 23 Wl 40 Wl 68 48.76
0.5 31.72 36.16 31.78 33. 6h

Sl



TABLA X¥XIX.~ ANALISIS DE LA VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFFCTO DEL MMS DISUELTO EN ~-
AMORTIGUADCRES DE FOSFATO SOBHE COLEOPTILOS DE SEVNILIAS DE CEEADA VAR, -
HIMALAYA TRATADAS A 20°C.

FV 5C 1 gL K. ]} F
t~ _ |
Concentraciin de ' o }
MMS 2358.85 2 1179.42 } 226, 81%
) ’ i
pH 6,1 3 2.05 [ 0.39
Error ' 31.23 & 5.20 t
Total 2396, 24 11

# Significative a2l 0.01%.

i



TABLA XXX.-

MEDIAS DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EI EFECTC DEL MMS DISUELTO EN
ANORTIGUADORES DE FOSFATO A DIFERENTES pH SOBRE PLANTULAS DE SEMILLAS

DE CEBADA TRATADAS A 10°C.

L]

* PH de ‘la
ggggggn solucidn
MMS % p/vol
/hora H;0 3.0 7.0 -11.5
Q 208.62 211.4h6 210. 66 210.76
0.3 1g6. 54 199.73 195.00 197.36
0.5 179.78 170.15 182,04 174,38

EA



TABLA XXXI.,- ANALISIS DE LA VARIANZA PARA EVALUAR EL EFECTO DEL MMS EN DIFERENTES - -
' AMORTIGUADORES DE FOSFATO SOBRE LA LONGITUD FINAL DE PLANTULA DE SEMILLAS
DE CEBADA TRATADAS A 10 °C.

FUENTE DE VARIACION SC oL oM F exp.
Concentracidn MMS 2327.13 2 1163.56 70.86%
PH 11.13 3 3,71 0.225
Error 98.52 b T6.42

Total 2436.78 11

* Diferencia significativa al 0,01%.
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TABLA XXXII,- MEDIAS DE TRES REFETICIONES QUE MUESTRAN EL EFECTO DEL MMS DISUELTO EN
AMORTIGUADORES A DIFERENTES pH SOBRE PLANTULAS DE SEMILLAS DE CEBADA -
TRATADAS A 20°C. :

FH
MMS H,0 3.0 7.0 11.5
0 194,38 210.87 205.44 204.3
0.3 136,94 122,51 132.92 123,07
0.5 8. 74 99.12 88.9 97.21

bl |



TABLA XXXIII.- ANALISIS DE LA VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LA LONGITUD DE
LAS PLANTULAS DE CEBADA TRATADAS CON MMS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
Y DISUELTAS EN AMORTIGUADORES DE FQSFATO A 20 °C.

FUENTES DE VARTIACION e 6L CM F exp
Concentracisn MMS 25256.53 R 12628.26 213, 74%
PH ‘ 23.25 3 7.75 0.13
Etror 354,50 6 59.08

Total 25634,128

# Diferencia significativa al 0.01%

agl



TARLA XXXIV.- MEDIAS DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EL EFECTO DEL MMS DISUELTO EN --
AMCRTIGUADORES DE FOSFATO A DIFERENTES pHs Y TEMPERATURAS SOBRE'IA LONGI-~
TUD DE LOS COLEQPTILOS DE SEMITIAS DE CEBADA VAR. HIMATLAYA.

- \_Temperatur= 10°%c _ 200G _
Dosls MMS
PH b p/vol/h. 0.0 0.3 0.5 0.0 . 0.3 0.5
65,30 59.78 53,48 65.26 45.85 28,44
H,0 65,07 63414 56,84 &, 67 k6, 50 32.67
73,88 71,50 63.76 656.94 5k, 60 34,06
63. 66 58. 54 48,13 66.32 h41.08 30.26
3.0 £5.20 63,67 .o57.92 70.42 hp.72 31.78
£9.92 67,67 58, bk 67.62 hs. g2 30.32
: 67.76  62.19 54,05 69,58 46.87 37.69
7.0 | 66.57 6k, 08 58.38 66.96 43.66 28.42
65_.64 - 65,90 60.88 70.72 43,52 3. Bl
63. 96 60. 50 57,20 £8., o4 hs,18 k.32
11.5 66.76 66.32 60, 52 69,48 43,02 35.68
70.51 £3,82 53.80 65.10 48,08 30.94

171




TABLA XXXV.- ANALISIS DE IA VARIANZA FACTORIAL 2x3xl4 PARA DETERMINAR EL EFECTO SGBRE 10S
COLECPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR. HINALAYA TRATADAS CON MM3 DISUELIQ -
EN AMORTIGUADORES DE FQOSFATO A DIFERENTES VALORES DE pH Y TEMPERATURAS.

PV | o1 s¢ oM F
“Temp. 1 3497,13 3497.13 278, 21%
pH 3 24,87 8.29 0.66
Concentracidn 2 6178, 24 3089.12 2hs, 754
I temp x pH 3 ' 5.71 1.90 0.15
I temp ¥ concentracidn | 2 2043.03 iOZl.Sl 81.26#
I pH X concentracidn & b1.48 5,91 0.55
g Eiﬁgi}énp}l * eoneen 6 31.84 5.30 0.4z
Error . L8 603, 4 12.57%

TOTAL 71 12425, 7l

% Altamente signifiecativos.

ovl



TABLA XXXVI.~ MEDIDAS DE TRES REPETICIONES QUE MUESTRAN EL EFECTO DEL MMS DISUELTC EN
AMORPTIGUADORES DE FOSPATOS A DIFERENTES pH Y TEMPERATURAS SOBRE LA TON-

GITUD DE LAS PIANTULAS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMAIAYA.

\‘ Tempers turs .

10 %

MMS Cdricentr. ] 0%
pH\\\\Qiégfvol 0.0 0.3 0.5 0.0 0.3 0.5 °

H,0 206, 20 193.28 185.93 197,04 132.91 85.77
| 215,00 200. 30 173.64 188. 50 137.68 93.72
208. 58 195,74 174,23 - 197.62 140.24 90. 26
220,20 151,82 168,10 296,58 124,43 83. 56
3.0 210,96 199.16 176. 20 215.52 120. 59 97.12
213.26 193.22 170. 86 210.52 138.51 101,12
206,11 19155 173.2k 207.00 127,28 9z, 58
7.0 221.49 195.20 182,32 - 203.89 138,56 85,27
) | 204, 40 197.40 183.56 204,12 131.46 90,85
203,48 191.84 168,00 198.56 122. 58 92. 84
11.5 216.62 "202.89 174.90 209.50  123.56 101. 58
212,18 197.36 180.25 20,8l 127,04 96,21

e



TABLA XXXVII.- ANALISIS DFE VARIANZA FACTORIAL 2x3x4 PARA DETERMINAR EIL EFECTO SOBRE LA
LONGIT™D DE LAS PLANTULAS DE SEMILLAS DF CEBADA VAR, HIMATAYA TRATADAS

CON MMS DISUELTO EN AMORTIGUADORES DE FOSFATOS A DIFERENTES pH Y TEMPE~
RATIIRAS. '

FUENTE DE VARIACiON GL 3C CM F
TEMP. 1 kB 366.10 b8 366,10 1 584, 2h#
pH 3 11.00 3.66 0.12
bOSIS 2 65 007.25 32 503.62 1 064.6&*

‘1 I temp x pﬂ 3 99.80 33,26 1.08
I temp x Dogis 2 18 o71.45 g9 485,72 310.70%
I PH x Dosis 6 405,95 67.65 2.21
ITxpH=xD 6 b5l 35 75.72 2.48% (1)
ERROR L8 1 h65.90 30.53
TOTAL 71 134 781.80 '

* Significativos al 0.05%

(1) No sgignificativos al 0.01%

htl



TABLA XXXVIIT.~ ANALISTIS DE VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFECTQ SOBRE LA LONGITUD DE =--
- COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR. COMUN TRATADAS CON MMS Y POSTRA
PADAS CON IL-CISTEINA. 0.01 M.

FUENTE DE VARTACION | . &0 e, o ¥

Postratamiento con

I-Cisteina 4,30 1 .30 1.66
posis MMS 1402, 90 3 467.63 181, 25#
Error 7.4 3 . 2.58

Tokal 1414, 04 7

#* Altamente signifieativo.

St



TABLA XXXIX.- ANALISIS DE VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LA LONGITUD DE LAS --
: PLANTULAS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR, COMUN TRATADAS CON MMS Y POSTRATADAS
CON L-CISTEINA Q.07 M.

a

FUENTE DE VARIACION S8C GL CM F
Pogtratamionto . 19.18_ 1 19.18 0.627
con L-cisteina

Dosis MMS. - 30893.55 : 3 10297.85

Error, 91.78 3 30.59 336.64%

TOTAL _ 31004.51 7

* Altamerite significativa.
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TABLA XL.- CRECIMIENTQ Y PORCENTAJE DE DARQ DE COLEQPTIL{OS Y PLANTULAS DE SEMILLAS DE CEBADA

(HORDEUM VULGARE VAR. COMUN)} TRATADAS CON MMS Y POSTRATADAS CON L-CISTEINA 0.01 M.

MMS

POST. TRATAMIENTO

LONGITUD DEL COLEOQPTILO

8

$ de dafio con

LONGITUD

DE LA PLANTULA

% dafio con

) : - + referencia al - . referencia
Dosis %/1Hora HORA. ¥mm., - B.E. testige. ¥mm - E.E. al testigo.
0.0 H,0 53.98 0.10 201.20 + 1.96
0.0 L-Cisteina 54.52 (.10 195.30 + 2.41
0.2 HZO 29.75 0.04 44 .83 152.95 + 1.56 23.98
0.2 L-Cisteina 29,80 0.05 44,79 153.00 +  1.33 23.95
0.5 H,0 2084 0.04 61,39 60.80 + 0.69 69.78
0.5 L-Cisteina 21.26 0.06 60.61 66,70%+ 0,76 66.84
0.7 HZO 20.54 0,06 61.94 42,12 E 1.19 %9.06
0.7 L-Cisteina 25.40% 0,03 52.94 .54.46*j 1.09 72.93

X —
RN
* Significativa al 0.05% de acuerdo a la prueba de z. ~J




TABLA XLI.~ VALORES DE LA TRANSFORMACION ARCO CUYO SENO ES LA RAIZ CUADRADA DE LA PROPOR-
CION DE GERMINACION DE SEMILIAS LE TRITICALE HEXAPLODIDE LART VAR:; BACUM TRATA
DAS CON DIFERENTES DOSIS DE MMS:

CONCENTR.
MMS. :
Rep. 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
I 65,88 71. 56 68.61 65.88 71.56 43,11
II 71.56 58.89 65,88 58.89 56,79 33.21
III 54,76 54,76 L8, 85 46,89 58, B9 26.56
Iv £8.61 68,61 63,44 56.79 63, 4k 39,23

34|



TABLA XLII.- ANALISIS DE VARIANZA PARA DETERMINAR EL EFECTO ]I;EL MME SOBRE LA GERMINACION
' DE SEMILLAS DE TRITICALE HEXAPLOIDE IART VAR. BACUM.

FUENTE DE VARIACION S0 GL CM F
REPETICION 817.46 3 272,48 17.31%
TRATAMIENTO 2487.82 | 5 597, 58 31.61%
ERROR ' 236.15 15 15,74

TOTAL . 3541.53 23

% gignifieativo al 0.01%

bT!
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TABTA XLIII.- PRUEBA DE RANGO MULTIPLE DE DUKCAN®* PARA MEDIAS
: DE GERMINACION®* BN LA GENERACTION M., DE SEMT---

1IAS DE TRITICALE HEXAPI,OIDE LART VAR. BACUM —-

TRATADAS CON LIFERENTES CONCENTRACIONES DE MMS.

£osIs 3 S5
.o.o 65.20T

0.1 63.45 1 T

0.4 62.67 | 1.98
0.2 61.69 |

0.3 57.11 L

0.5 35.52

# 5% e significatividad.

## Germinacidn en valores angulareg (Arco-senc)



TABLA XLIiV.- 1ONGITUD (EN €MS.) DE PLANTAS M; DE TRITICALE HEXAPLOIDE LART VAR. BACUM
TRATADAS CON MMS:
. VS
Repns Dosisg 0.0 0.1 0.2 0.3 O.h 0.5
I 66.30 6l 20 67.90 71,00 66. 50 66,62
i1 78.8 82.540 68,60 66,62 79.25 80.57
ITI 86.7 83.20 85,90 91.25 72,20 88.00
v 83.30 89,0 83.560 Gh, 20 $3.0 899,62
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TABLA XLV.-  ANALISIS DE VARIANZA DE LA LONGITUD DE PLANTAS M
LART VAR. BACUM TRATADAS CON MMS.

t

DE TRITICALE HEXAPLOIDE

FUENTE DE VARIACION

sC 6L oM

REPETICION 1868.70 3 622.9 17.20%
TRATAMIENTO 127.72 5 25,54 0.70
ERROR 543.13 15 36.20

TOTALES 243955 23

* Significativeo al 0.01%
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TABLA XLVI.- PESO (EN (RAMO3) LOE GRANOS DE PLANTAS M' DE TRITICALE HEXAPLOIDE LART VAR.
BACUM TRATADAS CON MMS:

DOsSIs MMS

hora
Repeticidn 0.0 0.1 0.2 o._3 0.4 0.5
I B.36 7.71 8. 34 7.73 7.79 5. 50
11 13.86 12,21 ©10.65 8.51 12.78 1048
11T 16.16 15.72 13.57 15.96 8.2k 11.7

¢z



TABLA XLVII.- ANALISIS DE VARIANZA DEL PESO DE GRANCS DE PLANTAS M. DE TRITICALE
HEXAPLOIDE LART VAR. BACUM TRATADAS CON MMS.

FUENTE DE VARIACION 3¢ GL cM F

Repeficiones 111.06 2 55.53 12.12%

Tratamisnto _ ] 27.43 5 5.48 1.19
|

Error 45,84 10 4.58

Total 184.33 17

+ Significativo al 0.01%

W1



TABLA

XLVIII.- NUMERQ LE HIJUELOS DE PLANTAS Ml CE TRITICALE HEXAPLOIDE LART VAR. BAQUM
TRATADAS CON MMS.

Dosis
MM S : _
Rep. 0.0 0.1 9.2 0.3 0. b 0.5
I 16,30 17,40 16.20 1.5 16.4 16.12
II 10,30 16.70 12.20 14, 50 12.5 12.0
T1T 11.80 12.80 11.30 9.40 12,4 8. 00
IV 16.6 11,50 13.60 11.40 15.7 13.60

S21



TABLA XLIX.- ANALISIS DE LA VARIANZIA PARA EL NUMERO DE.HIJUELOE DE PLANTAS M,
HEXAPCOIDE T.. VAR. BACUM TRATADAS CON MMS.

DE TRITICALE

FUENTE DE VARYACION SC' GL "CM F.
Repeticiones 02.56 3 30.85 10.23*
Tratamientos 10.32 5 2.064 0.68
Error - 45.21 15 3.014

Total 148.090 23

* Sjgnificativo al 0.01%.

7¢1
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TABLA T.- CARACTERISTICAS DE L0S PROBABLES MUTANTES PARA -
ENENISMO ATSIAEBOS DE EA POBLACION Mg DE SEMILLAS
U

DE TRITICALE HEXAPLOIDE LART VAR BACUM TRATADAS
CON MMS.

MUTANTE DOSIS DE ALTURA MADUREZ # NUMERC BE  PE30/
MMS % p/vel (ems) BIJUELOS  GRANC
/hora/go"c .

1 0.1 67 WP 4 8.0
P 0.1 70 T i 2.0
3 0.2 60 T 3 0.5
L 0.2 83 N 12 2.5
5 0.2 75 P 28 15.0
4 0.3 60 P 18 11.0
7 0.3 60 P 16 8.0
8 0.4 55 N 12 1.5
9 ool &0 P 6 34, 5
10 0. &0 P 9 5.5
12 Q.U 70 ¥ 1 24.5
12 0.4 70 i 5 2.0
13 0.4 75 P 3 3.0
14 0.4 75 N 21 $.0
15 0.5 75 N, 10 14,0
16 0.5 80 N 17 7.0
17 0.5 65 T 3 22,0
18 0.5 75 N 2 2.0
19 0.5 75 N 13 2.5
20 8.5 75 N g 5,0
22 0.5 73 N 3 1.0
* P « Muy precoz K = Normal

P = precoz T = Tardio



