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RESUMEN

Al existir buena variacidén genética en el material con que se trabaja,
el mejorador tiene mayor ventaja en obtener las caracteristicas que busca;
de ahi la importancia de evaluar la técnica de induccién de mutaciones como
herramienta auxiliar en la produccidén de cambios artificiales heredables, que
sirvan en la investigacién de fitomejoramiento o en trabajos aplicados.

En sintesis los objetivos del presente trabajo fueron evaluar diferentes
dosis de rayos gama de Co-60, siendo O, 8, 15, 20 y 30 kR, para identificar
aquéllas que produjeron mis mutaciones y letalidades cerca del 20%. Asi como
realizar seleccidén de material que presentard variantes en cuanto a precosidad,
tipo de hoja, grosor del tallo, coloracién del grano y otras mutaciones morfo-
légicas. También reportar las diferencias en sensibilidad a la radiacién de
las variedades tratadas, usando como criterio los efectos fisiolbgicos dados
en M. Realizar seleccién y anilisis de laboratorio para contenido de proteina
en individuos de las dos variedades irradiadas, con el fin de recuperar indivi-

duos de frijol (Phaseolus vulgaris L.), con un mayor potencial en el

mejoramiento de la calidad y cantidad proteinica, resultados que pueden servir
de apoyo a estudios mis amplios en trabajos para mejorar la calidad nutricional
del frijol.

Los tratamientos (dosis kR) se aplicaron en dos variedades de Phaseolus
vulgaris L. (var, Jutiapidn y var. Sn. Martin), irradiando lotes de semillas
dentro de un aparato que tiene una fuente de Co-60, el cual estd en la Direccién
General de Energia Nuclear del Ministerio de Energia y Minas (DINARD 5L).

En las generaciones Ml’ M2 los tratamientos fueron dispuestos en el
campo en parcelas experimentales de bloques al azar, con el fin de disminuir
los efectos de la heterogeneidad ambiental, aunque se recomienda como no nece-
sario en el estudio. En la generacibén M,, usando pardmetros biométricos, se
evaluaron los cambios anatbémicos y fisioldgicos producidos por las distintas
dosis de irradiacién. En la generacidén M,, se siguieron dos tipos de seleccién:
una para recuperar individuos con cambios estructurales o morfolégicos y otra
realizada al azar. En la generacidn M3 se observd la heredabilidad de 1los
cambios morfoldégicos mostrados en individuos provenientes de M2, y a la vez

se multiplicé el material seleccionado al azar. De estas plantas se escogieron



las mAs representativas y se llevaron a andlisis de proteina, para luego hacer
la seleccibén conveniente.

De los resultados se concluye que se debe partir de materiales genéticos
mejorados y a la vez es necesario llevar este material a una seleccidén de pureza
varietal, antes de someterlo a irradiacién. La irradiacién aguda en frijol
provocd en la M, los efectos fisiolbégicos y anatémicos que se manifiestan sblo
en esta generacién, como reduccién en altura de planta, disminucién del niimero
de semillas por dosis de tratamiento, escasa sobrevivencia a altas dosis, este-
rilidad, etc. Las dosis que alcanzaron un 207 de letalidad en Ml’ son 20 y
30 kR, especialmente en la var. San Martin. La dosis de 30 kR provocdé un 34%
de disminucién en altura de planta en la var. San Martin y menor emergencia
en el campo para ambas variedades, lo que indica que se pueden aumentar las
dosis si se compara com los efectds esperados para un LD50 o un GRBO—SO’
También en 20 y 30 kR se observé menor floracién en la var. Jutiapan. compa-
rando el testigo con las dosis altas, en cuanto al peso de 100 semillas en
M;, se dio una reduccién del 58% para la var. Sn. Martin y cerca del 50%Z en
la var. Jutiapén.

Se concluye que la metodologia de seleccién que se usbé en la M;, no
es la mis adecuada en trabajos con induccidén de mutaciones (Bulk/trat.), no
siendo necesario usar bloques al azar en M1 y M2, pero si es recomendable hacer
ensayos replicados de la M4 en adelante, De los resultados obtenidos en la
MZ’ se encontrd que la var. Jutiapin mostraba una mayor sensibilidad mutagénica
en el No. de cambios clorofilicos/100 plantas. La var. Jutiapdn mostrd mas
mutaciones y cambios morfolbgicos en la M2, pero se pudo constatar que la
mayoria de cambios obtenidos en la M2 no son mutaciones sino alteraciones
debidas a efectos ambientales en general. Sin embargo se obtuvieron buenos
resultados para precocidad y algunos mutantes de hoja ancha son reportados.

Aunque se reconoce que el contenido proteinico esti altamente influen-
ciado por el ambiente es conveniente indicar que en la var, Jutiapan, los
materiales irradiados tuvieron un mayor rango de contenido proteinico (del
16Z al 26%) que el testigo (del 20% al 23% para las dos variedades analizadas).

Finalmente se recomienda que, si el propdsito es el mejoramiento nutri-
cional del frijol u otro cultivo de grano, en grabajos posteriores se utilice

la metodologia de progenies u otras convenientes.



L. INTRODUCCION

Entre los cultivos de mayor importancia para la alimentacién de nuestro

pais, se encuentra el frijol (Phaseolus vulgaris L.) (7), por ser una

leguminosa de buen valor proteinico, lo cual eleva su importancia en el Area
rural, donde se consume mids que la carne en dietas combinadas con otros
granos (7,16).

Se conoce también la buena existencia de variabilidad de esta leguminosa
en el Area guatemalteca. Sin embargo en tanto se tenga una gran variabilidad,
es posible utilizar nuevas técnicas auxiliares por ejemplo en caracteristicas
como bacteriosis, virus o para mejoramiento nutricional y entre éstas técnicas
se dispone actualmente de 1la induccibén de mutaciones con sustancias quimicas
y el empleo de los radioisdtopos en la investigacidén agricola (rayos gamma,
Co~60).

En nuestro medio agricola, la nueva técnica de induccibén de mutaciones
por medio de radiacién gamma (34), puede convertirse en el futuro, en una
herramienta prictica del mejoramiento, no s6lo en frijol sino también en otros
cultivos, con relacién a la cantidad y calidad de la proteina, enfermedades,
etc. (8).

En el presente estudio, la induccién de mutaciones por radiacidén Gamma
(30), se hard sometiendo a un bombardeo radioactivo la semilla de dos var.
de frijol comin, haciendo uso adecuado del radioisétopo denominado Co-60, como
fuente de irradiacibén aguda para los distintos tratamientos en la variedades
de frijol: Sn Martin y Jutiapédn (18).

El material irradiado se evalué: en el campo en un mismo ambiente,
durante tres generaciones (MI’MZ’MB)’ en las que se estudid las variantes de
caracteres morfoldégicos y fenoldégicos, luego se 1llevd a los individuos
seleccionados a anilisis de laboratorio, con el fin de recuperar a aquéllos
que muestren mejores resultados en el porcentaje de proteina, como indices del

me joramiento de la calidad proteica en el Phaseolus vulgaris L. (5,20).




Hipdtesis a)=

Hipbtesis b)=

2. HIPOTESIS

La irradiacién de semillas de frijol con Co-60, causara
mutaciones morfolbgicas y fisioldgicas que incrementarén la
variabilidad genética original de dichas semillas. Por 1lo
tanto serd posible efectuar seleccidén con el propdsito de
obtener genotipos con caracteres morfolbgicos o proteicos

positivos.

Diferentes dosis de irradiacién con cobalto-60 tendrén
diferentes efectos sobre las semillas de frijol, existiendo
una dosis que producird un alto indice de mutaciones con

minimo efecto de letalidad.

3. OBJETIVOS

Objetivos Generales:

a.— Hacer seleccién en base a la variabilidad genética, producida por las

mutaciones inducidas, sobre dos variedades de Phaseolus vulgaris L.,

sometidas a irradiacidén aguda (Co-60), (15,30).

b.- Comprobar que el empleo de las radiaciones es Gtil en el mejoramiento

de los cultivos, ademAs incluir en la revisién de literatura, informacidn-

sobre usos de los isdtopos en la agricultura, como en otras ciencias

2n.

Objetivos Especificos:

a.- Evaluar la dosis de Krads que se usarin para identificar aquéllas que

produzcan mis mutaciones y letalidades del 207 (42).

b.,- Realizar seleccidén y andlisis de laboratorio de proteina en las dos
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variedades irradiadas, con el fin de recuperar individuos de frijol

(Phaseolus vulgaris L.), con un mayor potencial en el mejoramiento de la -

calidad y cantidad proteinica. Resultados que pueden servir de apoyo a
estudios mis amplios sobre el fitomejoramiento proteico y nutricional;
del frijol, por medio de mutaciones inducidas usando radiacibén, en el

agro guatemalteco (3,35).

Hacer seleccién de material que presente variantes en cuanto a precosidad,
tipo de hoja, grosor del tallo, coloracién del grano o mutaciones

morfoldgicas usando técnicas convencionales (19).

Impulsar el uso de los radioisbtopos en la investigacién agronbémica y

nutricional que en futuro se realice en el pais.

Reportar las diferencias en sensibilidad, que las variedades tratadas
muestren ante las diferentes dosis de irradiacién (Irradiacién aguda)
(18,21).



4. REVISION DE LITERATURA

En nuestro pais estamos actualmente ingresando al grupo de naciones que
utilizan la energia atémica con fines pacificos, especialmente en la agricul-
tura, la cual necesita diversificar su tecnologia, para hacer mis eficiente
la economia agricola nacional. De acid que es necesario tener conocimientos
badsicos o relacionados con esta nueva técnica y sus miltiples aplicaciones
en la agricultura, tomando también en cuenta que se hace necesaria la
investigacidén de estos aspectos en el agro guatemalteco. Asi con el fin de
dar un panorama de sus beneficios, la presente revisién de literatura, muestra
diversos estudios sobre el uso de radiaciones en el mejoramiento nutricional
de granos y a la vez reiine informacidén general sobre el uso de la energia

atomica al servicio del ser humano.

4,1 Los Radioisbétopos en la Agricultura al servicio de la humanidad

La energia atdémica es, para la mayoria, los reactores nucleares. Pocos
saben que hay otro aspecto de esa energia que ha transformado su vida cotidiana
en los dltimos 20 a 30 afios. En 1957 se creé el Organismo de Energia Atémica
y uno de sus objetivos iniciales mis importantes era fomentar el empleo de
los radioisbtopos y de las fuentes de irradiacién en la investigacibn, 1la
industria, la agricultura y la medicina. Hoy son contadas las personas que
aprecian hasta qué punto se ha conseguido ese objetivo. ¢Cuintas saben, por
ejemplo, que los radioisétopos y la irradiacién controlada se emplean para
mejorar los cultivos de plantas alimenticias, para conservar alimentos, para
descubrir aguas subterrineas, para esterilizar productos médicos, para analizar
hormonas, para radiografiar tuberias en el control de procesos industriales
y en el estudio de la contaminacién ambiental?

La primera aplicacién "praictica" de una sustancia radioactiva como
"trazador" la realizé George de Hevesy, uno de los primeros precursores del
empleo de los materiales radioactivos, principalmente para investigaciones

biolégicas y quimicas (33,35).



4,1.1 En alimentacidén

Existen diferentes métodos para aumentar el rendimiento de un cultivo,
utilizando radiacibén atémica, que producen variabilidad con el fin de:
a, Producir variedades de plantas alimenticias de elevado rendimiento y

con alto contenido de proteinas.

b. Producir variedades resistentes a las enfermedades y al clima o variedades
precoces.

C. Localizar y utilizar con eficiencia los recursos hidricos.

d. Determinar la absorcién de abonos y funcidn de

e. Combatir o erradicar las plagas.

. Evitar las pérdidas de las cosechas durante el almacenamiento.

g. Mejorar la productividad y sanidad de los animales domésticos.

4.1.2 Lucha contra los Insectos

Se ha estimado que, a escala mundial, las pérdidas de las cosechas,
ocasionadas por los insectos pueden ascender al 1% de la cosecha total, cantidad
igual al total de la cosecha de un pais como los Estados Unidos de América o
la Unién de Repiiblicas Socialistas Soviéticas., Por ello la técnica de los
insectos estériles (TIE), puede ser #til, como se ha comprobado en nuestro
pais, en trabajos realizados por MOSCAMED, La TIE consiste en administrar
dosis esterilizantes de radiacién ionizante a insectos machos criados en
laboratorio (35).

4,1.3 Mutaciones

En todas las partes del mundo se han realizado muchos millares de experi-
mentos durante los @ltimos 30 afios incluyendo actualmente a Guatemala para
obtener mutantes de semillas por irradiacién con el fin de conferirles las
propiedades deseadas. Esto es posible porque la irradiacién, se aplica adecua-
damente, cambia en general solamente ciertos aspectos de los caracteres
genéticos de la planta. No obstante, antes de obtener los resultados deseados
los progresos pueden ser lentos, pues existe gran nimero de variables y se

debe investigar todas las var., producidas. No obstante, el método puede



producir los resultados deseados con mucha mayor rapidez que los métodos tradi-
cionales en fitotécnica, sin sustituir a éstos sino como una herramienta tutil.
Por este método se han producido un considerable niimero de nuevas variedades
de plantas.

Hasta ahora se han cultivado en gran escala mids de 200 variedades de
plantas mutantes, las cuales abarcan una zona considerable de las tierras
cultivables (28,33,35).

Un buen ejemplo del éxito obtenido con la fitogenética mutacional es
la obtencién de Hungria de una nueva variedad de arroz resistente al afublo que
es una enfermedad muy nociva para el cultivo.

Se probbé primeramente una variedad francesa, Cesariot, que se sabia que
poseia una buena resistencia a ésta y otras infecciones. No obstante, la
variedad Cesariot maduraba muy tardiamente en Hungria y en los veranos frescos
no producian el rendimiento adecuado o fallaba por completo. La finalidad de
los cambios genéticos necesarios en este caso estd clara. Era necesario conse-
guir mutaciones que experimentasen una maduracion precoz, pero sin perder la
resistencia al afublo.

Asi mediante estudios mutacionales relativamente sencillos se resolvid
el problema inmediato: Se obtuvo una variedad mutante de arroz de maduracién
precoz, resistente a las enfermedades, que podia utilizarse directamente y
que también era til para ulteriores cruces genéticos. Este mutante se puso
en circulacién para su empleo a escala comercial en 1976 con el nombre de
"Nucleory-2A".

En muchos paises existen en cultivo docenas de otros mutantes igualmente
logrados. Por ejemplo, los cereales de tallo corto y rigido de alto rendimiento
(en los que los abonos prdducen mayor cantidad de grano en lugar de hacer
crecer los tallos o las hojas), que se utilizan en la 1llamada "Revolucién
verde".

La tnica fuente de esencia de menta en los Estados Unidos era la variedad
Mitcham antes de que contrajese la enfermedad denominada Verticillum. Todos
los intentos de producir variedades resistentes a la enfermedad mediante la
cria de hibridos fracasaron por ocasionar alteraciones inaceptables en el sabor
de la esencia. Mediante la fumigacion del suelo y la limitacién de los cultivos

se consiguid un éxito parcial en la lucha contra la enfermedad. Pero, por



irradiacién se obtuvo un mutante resistente a la infeccidén que conservaba el
sabor original de la esencia de menta. Actualmente este mutante es de uso
general y la economia conseguida mediante su introduccidén se eleva a millones
de dbélares anuales.

En varios paises se han producido satisfactorios mutantes de cebada.
De hecho, el 92% de la superficie cultivada con cebada en Checoslovaquia hoy
dia se siembra con mutantes inducidos por irradiacioén y con descendientes proce-

dentes de cruces con las variedades normales.

4,1.4 Conservacion de Alimentos

En un mundo que sufre hambre es un despilfarro excesivo permitir la
pérdida del 25 al 30Z de las cosechas debido al deterioro causado por los micro-
bios y las plagas, lo que es todavia mis lamentable es que esas pérdidas son
alin mayores en los paises en desarrollo. Muy a menudo, la prolongacién del
periodo de conservdcién de ciertos alimentos (tales como el pescado y la fruta)
durante algunos dias es suficiente para evitar su pérdida. Evitar el deterioro
de alimentos es de capital importancia, especialmente en paises de clima calido
y hiimedo.

Para la irradiacién de alimentos se distinguen cuatro niveles de
intensidad:

a. Dosis de irradiacién suficientes para reducir el ndmero de organismos
viables, este método se denomina "radappertizacién" (de Nicholas Appert,
que inventd el enlatado en 1960).

b. Dosis de irradiacién suficientes para reducir el nimero de microorganismos
patbgenos especificos no esporbgenos viables, este método se denomina
"radicidacién".

Ce Dosis de irradiacibén suficiente para mejorar las propiedades de conserva-
cién al causar una reduccibén considerable del niimero de microorganismos
especificos viables causantes de descomposicibén; este método se denomina
"radurizacién".

d. Dosis de irradiacidén suficiente para detener los procesos fisiolbgicos
mids bien que los microbiolégicos. A este grupo pertenecen la inhibicion
de la germinacién de las patatas y el retraso en la maduracién de los

frutos mediante dosis relativamente pequefias de irradiacién.



4.1.5 Recursos Hidricos

En los estudios sobre las aguas superficiales, los métodos nucleares
sirven para medir la escorrentia procedente de las lluvias y de la nieve, el
caudal de rios y otras corrientes, las pérdidas de agua de lagos, depdsitos
y canales, y la dindmica de lagos y depbésitos. Hoy dia no cabe practicamente
concebir la realizacién de estudios hidroldgicos sobre las aguas subterréneas
sin recurrir a las técnicas isotbpicas. Estas técnicas son sencillas y de

aplicacién relativamente ripida (33).

4,2 Radiaciones Alfa, Beta, Gamma

El hombre ha estado sometido siempre a las radiaciones naturales. Las
ha recibido del sol y del espacio extraterrestre, de las sustancias radioactivas
naturales que hay en nuestro planeta, de las estructuras en que habitamos,
y de los alimentos y del agua que consumimos. Nuestro propio cuerpo es radio-
activo (radiacidén de fondo) (35).

El término "radiacién" tiene un sentido muy amplio y aunque abarca emi-
siones como la luz y las ondas de radio, se suelen emplear por lo general para
designar a la radiacién "ionizante", es decir, la que puede producir particulas
cargadas (iones) cuando incide en una sustancia.

Hay varios tipos de radiaciones ionizantes: alfa, beta, gamma, rayos
X y neutrones, y cada una de estas radiaciones posee caracteristicas diferentes.
Los 4tomos que emiten radiaciones se denominan radioactivos.

La radiacién alfa, consiste en particulas de carga positiva y la emiten
elementos que se dan en la naturaleza, como el uranio y el radio, y también
elementos artificiales. La radiacién alfa no penetra mds alld de la superficie
de la piel y la puede frenar por completo una hoja de papel.

La radiacidén beta, consiste en electrones, es mds penetrante que la radia-
cién alfa y puede penetrar de uno a dos centimetros en el agua o en los tejidos
humanos. Basta para frenarla con limina de aluminio de unos pocos milimetros
de espesor.

La radiacién "gamma", puede ser muy penetrante y atravesar un cuerpo
humano de parte a parte, pero queda casi completamente absorbida por una capa

de hormigén de un metro de espesor.



Los rayos X constituyen una forma de radiacidén penetrante mis familiar.

Los neutrones pueden ser también muy penetrantes (27).

4.,2,1 {Qué es la dosis de Irradiacidn?

Recibir una dosis de irradiacion significa que uno ha estado expuesto a
las radiaciones, es decir, que ha absorbido energia radiante, ahora bien, como
ocurre con el café, el cofiac o los medicamentos, sus posibles efectos sblo
se podran evaluar si se sabe la cantidad de irradiacién recibida y 1la tasa y
forma en que se ha recibido. Por ejemplo, uno puede beber un vaso de Whisky
sin sentir ningln efecto, pero iqué pasari si uno bebe diez vasos? Para conocer
el resultado, hay que saber entre otras cosas si los diez vasos se bebieron
en el espacio de veinte minutos o de veinte dias.

La radiacién gamma de Co-60, normalmente utilizada tiene una energia
de un millén de electrones voltio (1° 33 Miu) y una longitud de onda de
10—10cm.

La unidad especial de dosis absorbida para cualquier tipo de material es
el rad, donde 1 rad, representa la absorcién de 100 ergios de energia radiante
por gramo de material o igual a 10-2 joule/Kg. (32,35),

En relacién a la unidad especial de exposicién a la radiacién (emitida)
se indica que es el roentgen (R), donde 1 R=2.85 x 10-4 coulomb/Kg aire. Para
fines practicos y trabajando con material bioldgico el sector de conversidn de
rad a roentgen es casi 1 siendo f= 0,965, por lo tanto se puede tomar una dosis
de rad equivalente a roentgen, pero se estima mAs conveniente utilizar 1la

terminologia roentgen (34,22).

4.3 Algunos aspectos sobre la Sensibilidad y Mutabilidad de dos variedades

de Frijol por influencia de rayos Gamma Co-60 y Etil-metan sulfontato

(EMS).

ComGinmente, la sensibilidad segin Yankulov (1980), se expresa con la
detencién del crecimiento y el desarrollo, y/o la disminucidén de la fetilidad
y del nimero de plantas sobrevivientes. Este estudio se determinbé baséndose
en el porcentaje de plantas sobrevivientes en la primera generacién, M1 (42).

En la generacién siguiente Mz, fueron sembradas todas las semillas de
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las plantas sobrevivientes, calculidndose la mutabilidad en funcibén del porcen-
taje de mutaciones clorofilicas producidas, ya que por estudios realizados se
sabe que éstas aparecen con una frecuencia similar a la de otros tipos de
mutaciones (Kawai 1969). Posteriormente se realizbd el anilisis bioestadistico
de los datos obtenidos (9).

Material Genético. Como material bAsico se utilizaron las variedades
de frijol negro Seleccién 11 y Bolita 41 (9).

La obtencidén de una correlacién entre la cantidad de mutaciones inducidas
y algunos de los caracteres que manifiestan la sensibilidad de las plantas
de una variedad, podria orientar a los mejoradores en la eleccidén de la dosis
mis efectiva de los agentes mutagénicos se recomienda, en las dos variedades,
el incremento de las dosis utilizadas provocd la disminucién del porcentaje
de plantas sobrevivientes.

En el analisis de la misma, resulta evidente que el porcentaje de dichas
mutaciones aumentd con el incremento de la dosis, mostrando la variedad Bolita
41 un porcentaje mayor de mutaciones con ambos mutdgenos (42).

Se pudo establecer una correlacidén inversa entre la supervivencia y las
mutaciones clorofilicas, siendo los valores de r: -0,94++ y -0,87++ para los
mutagenos quimicos y fisicos, respectivamente, una relacién similar fue estable-
cida por CONSTANTIN (1968), en un estudio acerca de la influencia de la humedad
de semillas de algodén sobre estos dos caracteres.

Para nuestro interés, el cambio de efectividad en un mutigeno con el
aumento de la dosis tiene gran importancia en los trabajos de mutagénesis,
porque eso determina su efectividad biolégica.

RAMULU (1971), observd en sorgo, una dependencia inversamente proporcional
entre la efectividad de los mutigenos y la dosis (14,53).

La efectividad menor de las dosis altas se debe al hecho de que con ellas
el porcentaje de plantas que mueren aumenta ripidamente, por lo que se pierden
muchas mutaciones.

Esto indica que el esfuerzo de los investigadores por aumentar ;1 porcen-—
taje de mutaciones mediante altas dosis de agentes mutagénicos, estd limitado

biolégicamente en forma especifica por cada especie y variedad (52).
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4.4 Componentes de Rendimiento y comparacién de Métodos de Seleccibén en

frijol (Phaseolus vulgaris L.) después del tratamiento mutagénico (Radia-
cibén Gamma Co-60)

En este experimento se usé la variedad de frijol (Phaseolus vulgaris

L.) Canario 107, con dos contenidos de humedad (9.1%Z seco y 20% hiimedo), al
momento de la aplicacién de la dosis de radiaciones gemma (Co-60), (0,4,12, y
20 kr), a razdén de 600 semillas por dosis (24).

Se usbé la siguiente Terminologia:

S= materiales seleccionados por vigor.
A= materiales seleccionados al azar.
Ts= testigo seco.
Th= testigo himedo.

rh= irradiado him.

Se pudo observar que la mayoria de estas medidas en los tratamientos con
irradiacién e inclusive algunos tratamientos del testigo, S, Ts A Th y S Th, son
superiores a la del testigo seco; aunque no hubo diferencias significativas
dentro de las mismas, estos datos Jalil y Yamaguchi (1965) (44).

Para el caricter peso de cien semillas, se observé que solamente una
media del tratamiento S 4000 rs fue inferior a la media del testigo seco, ésto
estd acorde parcialmente con los resultados de Rawlings, Hanway y Gardner
(1958), los cuales obtuvieron que la media de peso de cien semillas de todos
los tratamientos irradiados fueron mayores a la media de los testigos, no siendo
asi para los otros caracteres (23). Confirmacién al incremento de las medias
de la segunda a la cuarta generacién ha sido sefialado por Trujillo y Rios
(1972) en trigo, después del tratamiento de la semilla con Ems. El1 comporta-
miento de las medias, sin embargo, en la segunda generacién después del trata-
miento mutagénico depende también de las dosis de radiacién aplicadas y 1los
caracteres en estudio (Mellado, Trujillo y Méndez, 1972) (23,45).

Con el propbésito de evaluar una seleccibén temprana directa en base al
vigor de las plantas y una seleccibén completamente al azar se establecieron
las relaciones de ambos grupos, los valores de F de las relaciones de los selec-
cionados entre los de al azar son mayores pero al considerarlos en su conjunto,

no se presenta una diferencia notable de un grupo con respecto al otro (31).
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Esto muestra que es muy arriesgado realizar selecciones directas tempranas,
ya que los materiales aparentemente vigorosos y rendidores, se encuentran en
gran estado heterocigbético y bajo la influencia ambiental y que, por lo tanto,
es necesario considerar en general a un gran nimero de individuos con diferentes
expresiones fenotipicas y realizar las selecciones directas en generaciones
posteriores a partir de M3, donde puede tenerse la mayor seguridad de homoci-
gosis, igualdad de competencia ambiental y bajo consideracidén de los diferentes
caracteres involucrgdos en el rendimiento, para lo cual es necesario el
conocimiento previo de los mismos., Para nuestro caso deben tener especial
interés, el ntmero de vainas llenas totales. Por lo tanto una seleccibén en
M2 debe estar basada principalmente en materiales tomados al azar en donde
se incluyen plantas con todo tipo de expresién fenotipica en aquéllas que para
algﬁn" determinado carActer hayan mutado visiblemente y que sean, a la vez,
indicédores de variabilidad inducida, la cual debe ser evaluada para caracteres
de rendimiento y calidad en posteriores generaciones.

Olivares, Trujillo y Martinez (1973) consideran en su estudio sobre
seleccidén en trigo en caracteres de rendimiento (niimero de tallos, peso de
cien semillas, rendimiento promedio por tallo y por plantas), que una previa
seleccidén en M3 podrian ser apropiada para obtener lineas superiores en
M4 (31,37).

4,5 Diseiio de mejoramiento por mutaciones en frijol

En este experimento efectuado con cuatro variedades (14), de Phaseolus
vulgaris L., que fueron crecidas y autofecundadas antes del tratamiento muta-
génico, para asegurar su homocigocidad segin Hussein y Disouski (1976). Las
semillas bien desarrolladas de la misma edad fueron seleccionadas para 1los
tratamientos mutagénicos (0,4,6,8 y 10 Kr. radiacién Gamma, Co-60 en el 1lab,
de Energia Atémica de Egipto en el Cairo. Otras fueron tratadas con EMS).
Por tratamiento se tomd una muestra de 100 semillas. Luego la semilla de cada
una fueron crecidas en una porcelana conteniendo 10 surcos, cada uno con 10
plantas. Todas las plantas M1 supervivientes, hasta la madurez se cosecharon
individualmente, para crecer la generacién MZ“ Las plantas M1 con buena ferti-
lidad y vigor fueron seleccionadas. Las semillas de cada planta Ml fueron

sembradas individualmente como una familia M2 de c/var. progenitora, fueron
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crecidas. 10 fam. como testigo. El tamafio de c/fam. M2 varié, entre 15 y 20
plantas, dependiendo del nimero de semillas disponibles de c¢/planta Mlo Durante
la generacién M2’ todas las plantulas mutantes clorofilicas y aquéllas con
crecimiento anormal fueron desechadas. Hubo mucha variacién en varios caracte-
res durante la generacidn M, y la seleccién pudo hacerse para un nimero de
mutantes que se han continuado por autofecundacién por varias generaciones
(2,17).

Los caracteres estudiados fueron:
- Nimero de semilla por planta (sdélo en M5)°
- Peso de semilla por planta (en M5 y M6)°
- Ctdo. proteico por 100 gr. de harina (en M5 y M6).
- Rendimiento por planta (M5 y M6)'

El contenido proteico fue estimado usando el met. de analisis de
"Kjeldahl". Una muestra de 25 semillas al azar de c/mutante y de las lineas
parentales correspondientes fue molida para la harina (16).

Es interesante notar que la mayoria de mutantes seleccionados y continuan-
do en este estudio fueron inducidos por irradiacidén gamma, mientras que sblo

un mutante fue inducido por EMS (14).

4.6 Evaluacion comparativa de frecuencias de mutaciéon y comportamiento

genético de mutantes inducidos por irradiacién Gamma aguda y cronica

en frijol comiin, Phaseolus vulgaris L.

Antes de resumir el procedimiento experimental, del presente trabajo,
es necesario describir claramente los términos Ml’ M2 (generaciones) etc.,
usados comiinmente y que se refieren a las plantas irradiadas y crecidas (créni-
cas), siendo éstas las Ml' La progenie de estas plantas son M2, las siguientes
son la M3, asl sucesivamente.

300 semillas fueron irradiadas para cada dosis y luego sembradas, cose-
chdndose hasta la madurez de las semillas, La mitad de las semillas se
observaron en el invernadero y la otra en el campo hasta la M3. Las observa-
ciones de mutaciones fueron llevadas en el invernadero y generalmente fueron
clasificadas en dos categorias principales: 1las mutantes clorofilicas que
cambien el color de la hoja y el tallo y mutantes morfoldgicos que cambien el

hdbito de crecimiento, el color y el tamafio de la planta o forma (29).
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Para la irradiacidén crénica, las plantas de frijol fueron crecidas
concéntricamente alrededor de una fuente de Cesio-137 en el campo Gamma, desde
su germinacién a la cosecha.

Gaul (34), senald que para medir la frecuencia de mutaciones inducidas
por radiacién, el método de "Nfimero de mutaciones por 100 plantas MI" no es
un criterio vilido debido que subestima la frecuencia a medida que aumentan
las dosis de radiacidén. Sugirié que nfimero de mutantes por 100 plantas M,
es un método mejor para esta medida. Se usbd el segundo método para el cilculo
de la frecuencia de mutaciones. Los resultados también muestran que la fre-
cuencia de mutacién inducida por radiacibébn crénica, son tan altas como las
inducidas por radiacién aguda.

Las mutaciones observadas en el experimento fueron clasificadas en dos
categorias: clorofilicas y morfoldgicas. Un total de 130 mutaciones fueron
aisladas, de la irradiacidén aguda de la semilla y 195 de las plantas irradiadas
crébnicamente. Del tratamiento agudo de las semillas el 417 de las mutaciones
fueron clorofilicas, mientras que las irradiadas crénicamente, el porcentaje
de mutaciones clorofilicas fue mucho mas alto (77%).

Hasta el momento todas las mutaciones inducidas observadas han sido de
naturaleza recesiva; no se han encontrado mutaciones dominantes en este trabajo.
Normalmente un solo cambio en un gen recesivo daria origen por herencia mende-
liana simple a 3 normales y un simple mutante, en la progenie autofecundada.
Asi fueron crecidas 50 semillas de cada planta M2’ para determinar la proporcién
de la segregacién. Estadisticamente, si una planta heterocigdtica segrega
de 13 a 37% de mutantes se considera una herencia mendeliana simple y no es
rechazado por la prueba de Chi-cuadrado, proporcién 3:1. Si una planta segrega
por encima o debajo del 13%Z 6 37%, se considera, que es una desviacién de lo

esperado normalmente.
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Cuadro No. 2

Tratamiento No. de mutaciones aisladas
Clorofilicas Morfolbgicas Total
No. yA No. Z
Irradiacién
Aguda 53 40.8 77 59,2 130
Irradiacién
crbnica 150 76.9 45 23.1 195

4,7 Resumen sobre técnicas nucleares utilizadas en granos

4,7.1 Consecuencia de la radiacién gamma en el contenido de proteina

en soya.

Entre las generaciones M4-M5 de las lineas anteriores seleccionadas en
el frijol de soya, expuestas a 15 Krad, como dosis gamma, se obtuvo un incre-
mento en el contenido, de proteina, de aproximadamente un 10% (16). El
incremento en el contenido de proteina no parece estar relacionado o a expensas
del contenido de aceite.

No se reporté un cambio significativo, o que se haya notado en el color
de la semilla, en el peso de 100, resistencia al encajamiento o sea resistencia
contra la dehiscencia de la planta, sensibilidad en su fotoperiodo de o por
planta individual.

Un nimero de anilisis de aminodcidos, llevado a cabo con un analizador
de aminodcidos (16,17), sobre semillas individuales en las lineas. De acuerdo
con Crocomo, Sodek y Da Cruz (1973), las lineas revelaron un pequefio incremento
de lineas en comparacién con el testigo. La técnica usada en la preparacién
de la muestra para el andlisis no dio un resultado exacto del contenido de

Cisteina y ctdo. de methionina. Los datos sin embargo, fueron no muy extensos,
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debido a que sdlo 12 determinaciones se han efectuado hasta ahora, sobre el
espéctrum de aminodcidos (37).

4,7.2 Induccion de mutaciones en el contenido de proteina de arroz

(Oryza sativa L.).

Un nimero bastante grande de mutantes con contenido alto de proteina fue
hallado por Tanaka (1969), almacendndolos en su banco de germoplasma, como
mutantes morfoldégicos derivados de una vieja variedad Nrin 8, en donde se irra-
diaron semillas de la var. Nihombare, expuestas a rayos gamma, con dosis de
20 y 30 Kr. de las cuales se aislaron mutantes, con un alto ctdo. de proteina,
obteniendo una productividad alta, lo cual es un éxito.

El método de pedigree fue empleado para seleccionar las variantes con
alto ctdo. de proteina en las generaciones M2 y M3. Cerca de 6,000 plantas
M2 y 440 lineas y 201 plantas M3 producieron alto ctdo. de proteina, en las
semillas de arroz, café, se obtuvo mis del 117 de proteina, con una humedad
del 12% (26,40).

4,7.3 Mejoramiento de la proteina en el frijol de soya (Glycine max.

L.), usando mutaciones.

De acuerdo con Smutkupt y Gymantasiri (1973), las mutaciones en el frijol
de soya, coordinadas por un proyecto de investigacibén tiene como objetivo,
la produccidén del mejoramiento en la cantidad de proteina, asi como el mejora-
miento de las caracteristicas agrondmicas (4).

La semilla de soya de Sansai en Tailandia, en una var. local y la var.
S.J.2., una var. mejorada, fueron tratadas con rayos Gamma, con 5 dosis; 5,
10, 20 y 30 Kr. como dosis agudas.

En el manejo del mat. tratado, fue utilizada una seleccidn, ambas var.
fueron analizadas por su contenido de proteina y también para su rendimiento.
Fue hallado que 4 lineas Sansai originadas de plantas Ml’ anormales, tenian
un contenido de proteina, con un rango del 43 al 46%Z. En otras lineas Sansai
teniendo un alto contenido de proteina variando de 47 a 507 (en base a mat,
seca) obteniéndose, rendimientos mids bajos, comparados a las plantas o de las

plantas testigo. Las linea con mis alto rendimiento de la var. S.J.2 se
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seleccionaron en la M5. Semillas de 1la M7 fueron analizadas para el contenido
de proteina. Las lineas tratadas tuvieron un rango de proteina de 37.56% a
42,33%Z con un promedio de 39.57. S6lo 7 lineas se sacaron de las 15 lineas

mostradas como superiores en contenido de proteina arriba del promedio.

4.7.4 Experiencias del mejoramiento en frijol (Phaseolus vulgaris L.) y

soya (Glycine max. L.) usando mutaciones inducidas.

Este trabajo fue realizado por Rubaihayo (1973) en semillas de frijol
de ejote blanco, comestible, denominado Banja 2 y México 142, también en frijol
de Soya en la var. Kukulasa 4, las cuales fueron sometidas a distintas dosis
de radiaci6én Gamma.

La generacién Ml’ fue sembrada en septiembre, observidndose algunas desvia-
ciones morfoldgicas en cada semilla. La generacién M2 fue plantada en abril
de 1973 y se observaron varios mutantes morfolégicos en cada plantacidén. Algunos
de los efectos de la radiacién observada en 1la Ml' no fueron llevadas a la
generacidn Mz, éstos son algunos efectos: cambio en color de la vaina, enanismo,

entre otros observados (8,39).

4.8 Recomendaciones sobre Métodos para determinacidén de Nitrbgeno total en el

mejoramiento de la proteina en su calidad y cantidad.

En junio 1968 un grupo de fitomejoradores, quimicos, fisicos y nutricio-
nistas, fueron empleados en conjunto por la FAO/IAEA. (Divisidén de Energia
Atémica para la Agricultura y la Alimentacién). E1 panel se llevbé a cabo en
Rostanga Suecia. En resumen se llegd a dos conclusiones generales, que fueron
dadas por el Panel de Rostanga (16).

a. El incremento en la proteina existente en los paises un desarrollo es
posible por medio del mejoramiento de la proteina en la semilla de cereales
y leguminosas, por cambio o procedimientos genéticos, es decir por medio del
mejoramiento en la planta.

b. Que el factor mis limitante en el fitomejoramiento, en su esfuerzo por
mejorar el ctdo. de proteina, es la falta de métodos de selecciédn adecuados
para escoger el ctdo. de proteina y su calidad. Las recomendaciones siguientes

son un sumario de las discusiones, que en gran parte concuerdan con los trabajos
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realizados por Tulman, Neto y Sarafi en 1975 y 1973, respectivamente., Asi
se hace un esfuerzo para comparar métodos en cuanto a su exactitud analitica

y reproduccién (16).

4,8.1 La Digestién Kjeldahl

Este método es uno de los mis usados com@nmente (Apéndice I). Depende de
la conversién que se da de el Nitrégeno a sales de amonio, luego de esta diges-
tién el amonio puede ser determinado por: Destilacién del amonio en Acido bdrico

y Nitritacién con un 4cido stindar, usando indicadores (cualitativamente).

4.8.2 Combustién de Dumas.

Este método se basa en la combustién de material bioldgico con un catali-
zador de Cu0 y con tem. de casi 800 gra. Centi. y con una absorcidén de gas
N, producido por efectos fisico-quimicos. Pueden darse algunos problemas como

los siguientes:

a. Una incompleta combustibén si la coccidn no es fuerte.
b. Se puede dar una mixtura pobre de las muestras y los catalizadores.
4.8.3 Activacibdn por alta energia de neutrones.

El procedimiento de andlisis, se basa en la reaccién del N14, (n, 2n) N
y requiere, de un recurso de 14-17 MV neutrones. Con un generador de neutrones
comercial ahora en el mercado en tiempo de activacidén es de 100 seg. y el tiempo
por anilisis puede ser de 60 seg. La exactitud y la reproductividad del método
ha sido probado por un buen nimero de experimentadores en la unidad de activa-
cién en operacidén, para el andlisis de N, sobre alimentos, dentro de una escala

amplia de trabajos en E.E.U.U. (R.A. Luse).

4.8.4 Activacidén por medio de energia baja de neutrones.

Tiwari, ha investigado la posibilidad de usar Nl4 (N térmico) N15, en

la reaccién para determinacién del N en la semilla. La carrera de los rayos
gamma, emitidos en cantidades de 10_4 seg. y que requiere una alta resoluciodn

de Ge (LI) detectores para resolver su complejo espectro, asi también un cristal
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de Mal como detector puede ser usado para contar los 10.8 MeV rayos gamma de N.
Se estima sobre bases tedricas que unos 400 andlisis se pueden realizar/

dia a un costo de 1 a 2 dblares por anilisis.

4.8,5 Activacidén o estimacidén con energia alta de rayos Gamma.

Este método se basa en la reaccién nuclear del N]'4 (gamma n,) N]'3 y ha

sido encontrado muy manejable para la estimacibén de proteina en los cereales.
Usando un Betatron 18-MeV (35 rad/min a 1 m. de distancia) en un tiempo de
10 min. es posible el andlisis. De acuerdo con los resultados del método
Kjeldahll, son muy buenos, pero por el rutinario anilisis de N su costo, en
cuanto al Betatron y los detectores serdn muy altos para tratar de comparar

o hacer competitivos a este método.

4.8.6 Induccién de electrones por emisibén espectroscdpica.

Este método se apoya en la emisibén de electrones (IEE o "ESCA") de 1las
capas exteriores en los Atomos por incidencia de radiacién X o Gamma. El
nimero de electrones emitidos con cierta energia es medida sobre o en base
a el nfmero de Atomos de determinado tipo, (i.e. elementos) presentes en la
muestra. El equipo, comercialmente es posible encontrarlo y nos puede dar
una determinacién cuantitativa de "N", "S" (sulfuro), Carbono y otros elementos,
para que se pueda determinar también la relacién S/N 6 N/C, automiticamente,
dado que el equipo es usualmente manejado por una computadora. La presente
experiencia, nos indica que el "N" puede ser determinado o ser medio en un
tiempo de 10 seg., el S" en cerca de 5 min. y el C" en cerca de un minuto.
La muestra puede ser finalmente molida y entregada a la radiacién X en una

capa delgada (o cinta engomada).

4,8.7 Reaccién del biuret.

El agente biurético (Sulfato de Cu, en solucidn alcalina), reacciona
especificamente con la unién de péptidos, y forma un complejo coloreado que
nos indica generalmente el ctdo. de proteina. Esta prueba tiene fuente de

error, dado que varias proteinas de semilla, producen diferentes coloraciones
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o valores del color (112).

4.9 Recomendaciones sobre métodos para determinacién de aminoicidos en 1la
calidad proteinica de la semilla.

4,9.1 Hidrolisis de proteinas para aminodcidos generales,

Este primer paso es necesario para la mayoria de técnicas de anilisis,
debiéndose llevar cuidadosamente sobre los subsecuentes anilisis de aminoacidos,
los cuales deben ser exactos. Tres tipos de hidrolisis son utilizados para
este tipo de propbésito particular: acidez, alcalina y enzimidticas. Otros
agentes (orgdnicos) para hidrolisis (&cido Tolueno-Sulfénico) ha sido reciente-
mente sugerido, sin embargo, la alta concentracién de polisaciridos en las

semillas interfieren con la determinacién del Triptéfano.

4,9.2 Pruebas de crecimiento microbiano.

El crecimiento de ciertos organismos (Leucococus, Lacto-bacillus y Strep-
tococus), en un medio donde faltan aminodcidos y estin suplidos por un solo
aminoAdcido, se puede comprobar en la muestra, su contenido de aminodcido.
La técnica tiene la ventaja de un alto grado analitico y una exactitud que
requiere sbélo un simple equipo. Sin embargo, un control estricto de los proce-
dimientos microbiolégicos es esencial para obtener resultados significativos,
La aplicacién de las pruebas de replicas (usualmente 4) y la comparacién
frecuente con los Stédndar, es requerida. Anteriormente la Hidrolisis de la
muestra es necesaria. Esta técnica generalmente es utilizada para uno o varios
aminodcidos en lugar de todos los aminoicidos de 1la composicidén proteica
(Bolinder) (16).

4.,9.3 Reaccidn con 2 cloro-3,5-dinitropiridina.

Este método requiere de una hidrolisis inicial de 1la semilla cultivada
con papaina, después de que los hidrosilatos son mixtados o revueltos con fosfa-
tos en una centrifuga, entonces el precipitado es tefiido con un reagente,

Y luego extractado con Acetato Etilico (supernatant). Estos pasos hacen el
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método algo laborioso pero ha sido utilizado en el CYMMYT, en selecciones para

alto ctdo. de lisina en maiz (G. Janson).

4,9.4 Determinacién por medio de una capa fina en cromatografia (Electro-

foresis).

Los aminodcidos bésicos, pueden ser fAcilmente separados uno de otro,
por la acidez y neutralidad de los aminoicidos. Usando en esta técnica capas
finas de cromatografia o de electroforesis sobre una capa fina de Acetato.
Este método requiere primeramente la hidrolisis de la muestra. La cuantifica-
cién con un densimetro pueden permitir una buena exactitud y una relatividad
analitica alta (M. Denic) (16).

4,9.5 Reaccién con &cido indolacético.

Este método es corrientemente de bajo desarrollo, pero nos puede dar
una determinacién de "Metionina", asi como Cisteina o Metionina sola cruda
en una sustancia o suspensién harinosa por una alcalinizacién con Acido indola-
cético, pH. baho y temp. de 40-60°C. Para usar reagentes marcados radioactiva-
mente, la extensién de la alkylacién (por 1lo tanto el grupo o cantidad de
methionina mAs cisteina), puede ser determinada por la cantidad de nievels
incorporados dentro de las proteinas de la semilla. Investigaciones mis amplias

son necesarias para poder standarizar tal metodologia (G. Janson).

4,9.6 Combustién para el total de sulfuro.

Como el contenido de Sulfuro en los aminoAcidos Methionina y Cisteina,
dan cuenta de por mds del total del sulfuro en las semillas, su informacién se
debe estimar como muy buena en cuanto al total de sulfuro o azufre en 1la
semilla. Esto se puede realizar por combustién a alta temp., como en un mechero
de induccibén y ser medido de acuerdo al sulfuro que se oxide. FEl equipo comer-
cial es posible hallarlo y nos permite un tiempo de andlisis de 10 min. por

muestra (R.A. Luse).
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4,9,7 Reaccibn con &cido glyoxilico para Triptéfano.

El reagente de Hopkins-Cole, es muy usado para la determinacién del
Tryptéfano libre o del triptdéfano unido petidicamente en la proteina pura
soluble, ha sido encontrado para miltipes usos, este reagente luego de ciertas
modificaciones para la determinacién de 1los enlaces del Triptéfano en 1la
proteina de la semilla es usado. Bajando el contenido de Acido sulféirico en
el medio se evita la decoloracién de la harina de semilla a un T° elevada

necesaria para la reaccidén (G. Janson).

4,10 Fisiologia de la Planta

Cultivos de hAbitos determinados con baja produccién de hojas y poco
tiempo de floracién en cuanto a rango. La compatibilidad y eficiencia de la
fijacién-N y tierra Nitrogenada utilizada por las leguminosas en otras 4areas,
donde bAsicamente la investigacibén fisioldgica es necesaria y relevante para
el mejoramiento de las leguminosas. Los cereales y leguminosas sin duda va
a contribuir a darnos una gran cantidad de proteina para su consumo en el mundo.
Sin embargo la cosecha de las raices, casaba, camote, papas, que son alimentos
imprescindibles para millones de personas, también deberian incluirse en los
programas de mejoramiento y seleccidn de proteina. Considerando la importancia
de la proteina de las semillas para la nutricién animal y humana en el mundo
(6,27). Existe una sorprendente falta de informacidén acerca de los procesos
de la sintesis de la proteina en las semillas. Los conocimientos de los meca-
nismos genéticos y fisioldégicos envueltos, nos pueden ayudar a poner en pleno,
los esfuerzos para mejorar la proteina de las semillas y puede llegar a darnos
mejores bases especificas. En poco tiempo la investigacidén dirigida para
definir las necesidades de nutricién, la produccién proteinica, la utilizacidn

a nivel local, serian mAs ayudativas al cultivarlas para enfrentar tal problema.

4,11 Sugerencias para el Fitomejoramiento en la calidad proteinica de

lepuminosas o gramineas.,

a. Cuando se produce para una mayor cantidad o una calidad mejorada de

proteina existente en el rendimiento alto de var. de cereales y leguminosas el
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mejorador puede considerar las necesidades nutricionales de la poblacién local
y buscar aquellos mejoramientos que van a darnos un beneficio grande en cuanto
a la dieta del consumidor (17,22).

El incremento de proteina/Ha., es generalmente mAs importante que el
incremento en el % de proteina por héctare. Puesto que la calidad proteinica
se debe mantener, tomando en cuenta que las var. de grano, leguminosas, son
de bajo rendimiento, su mejoramiento, su desarrollo fitogenético deberia incluir
un aumento tanto de produccidn asi como el mejoramiento de su calidad proteica,
(incremento de aminoAcidos esenciales deficientes, asi como su digestibilidad,

y disminucién de antimetabolitos).

b. Se debe observar también que la seleccién mayor de una poblacidn, nos
da la pauta de encontrar mAs mutantes proteicos mejorados en su rendimiento

y calidad.

o El mejorador debe tener a mano o contar con colecciones extensas de germo-
plasma con fines de hibridacién y otros programas de mejoramiento. Las colec-
ciones pueden ser seleccionadas por su calidad de proteina. Es recomendable
estudiar la correlaciéon que puede ser medida ficilmente entre el contenido
de proteina o calidad y caracteres como tamafio de la semilla o forma, nimero

de semillas por planta de las hojas, alturas de planta, etc.

d. Es bien conocido que las condiciones ambientales influencian la calidad
y cantidad de la proteina de la semilla., Estas diferencias en la planta indu-
cidas por una des-uniformidad del ambiente (diferencias de clima, é&poca,
ambientes, etc.) pueden ser mayores que las diferencias de o producidas por

mutaciones genéticas (inducidas).

4.11.1 Lineamientos para colaboradores del programa cultivo de 1lineas
mutantes,
a. El sitio de siembra seleccionado debe ser, en un suelo caracteristica-

mente representativo de la regién de donde se cultivé el grano, Debe ser
muestreado el local o terreno, a fin de evitar lo menor posible una obvia
variabilidad del suelo. El sitio no debe localizarse sobre viejas parcelas

o lotes experimentales donde se hayan aplicado, diferentes clases de fertili-
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zantes en distintas cantidades en otros afios. Un 4rea con alta cantidad de
residuos orginicos no es conveniente. El sitio o terreno debe localizarse de
tal manera que no existan influencias, extrafias por ejemplo de A&rboles, de
caminos y que el perimetro del terreno sea amplio en espacio y también en sus
limites. Si el riego es una practica del cultivo, el Area experimental debe

tener facilidades de irrigacidn.

b. En cuanto a pricticas culturales; el suelo debe prepararse para la siembra
de la semilla de acuerdo a las mejores praActicas de la regién. Evitar el daiio
por insectos, pAjaros, roedores, etc. El uso de herbicidas, pesticidas y fungi-
cidas debe ser minimizado, dado que estos quimicos pueden desuniformizar el

ctdo. de N" en la semilla.

C. Para el A4rea experimental entera, la cual se tomaridn para andlisis
muestras de grano, la aplicacién de fertilizantes, deben ser 3iguales en

porcentaje o cantidad, tiempo y método.

d. Para la Replicacién y Control; cuando se separan las lineas mutantes
de una gran cantidad de material existente se recomienda un disefio en bloques
al azar y por lo menos 4 replicas a usarse. Las parcelas replicadas no
necesitan ser mAs grandes de 9 met?, pero deben tener por menos 1 mt’. En
el caso de lineas M3 o M4, donde el nimero de parcelas replicadas no sea posible
sembrarlas, se hace usualmente en lineas de 1 a 2 mt. de largo. La linea
testigo (var, parentales) deben incluirse a intervalos regulares (ejem. c/10
parcelas o surcos). Es recomendable que la mejor corriente varietal, o 1la
que tenga mayor habilidad combinatoria, deben ser incluidos en los tratamientos,
para dar una comparacién. También las producciones de las replicas deben de
llevarse a cabo en base a varias localidades y para diferentes épocas o nimero

de afios.

e. El espaciamiento normal entre surcos y entre plantas debe ser seguido,
también entre planta, de acuerdo al cultivo y la regidn, pero tomando en cuenta
que se debe hacer espaciamiento para obtener uniformidad de las plantas, a
fin de evitar las influencias nocivas sobre el contenido de proteina, en el

frijol se recomienda distanciar doble entre plantas.



25

4,12 Evaluaciones del fitomejoramiento para proteina de algunas var. brasileiias

usando radiacién Gamma.,

Este trabajo fue realizado en el Centro de Energia Nuclear para la Agri-
cultura, Piracicaba Brazil, por "Crocomo y colaboradores, sobre variacién en
el contenido de proteina de algunas var. brasilefias, de frijol. Los resultados
de estas investigaciones muestran que el promedio del contenido de proteina
de las 8 var. era 24%, siendo el rango de 22.7 a 26.7%Z. El contenido de
proteina de las plantas simples de estas var. mostraron un promedio de 237,
siendo el rango de 16.7 al 31.9%7. Andlisis de progenies de plantas simples
mostraron que por lo menos en 3 variedades, Carioca, Pirata y Rico 23, 1la
variacidén debe por lo tanto ser eficaz o efectiva. Andlisis de 3 pequeiias
colecciones analizando 201 lineas ensefiaron un promedio de contenido de 24.37%
con un rango de 14.1 al 35.87. Andlisis de aminoidcidos de semilla en vaina o
en bolsa, de cada una de las 8 variedades, muestran un contenido de Lisina,
con un rango de 4.9 a 7.3%, con un promedio de 6.72Z y el contenido de Methio-

nina con un rango de 0.6 a 0.8%, con un promedio de 0.7% (6,7,8).
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5. METODOLOGIA

5.1 Localizacién de las generaciones Ml’ Mz, Mé

Las dos variedades de frijol irradiadas serdn sembradas en un terreno de
la zona 12 de la ciudad de Guatemala, campos de la Direccién de Energia Nuclear

(antigua planta Gulf). El terreno a ser utilizado en la M1 tendrd un Aarea

Ly M3 serd de 1350 m’,

La ciudad de Guatemala se encuentra a una altitud de 4.900 P.S.N.M.,

de 118.65 m” y el 4rea de las generaciones M
con una temperatura promedio de 21°C,

5.2 An8lisis del suelo.

Se tomaron dos muestras de suelo, del terreno donde las var. fueron
sembradas y después de analizadas en el laboratorio de Suelos del ICTA, dieron

los siguientes resultados:

Cuadro No. 3 ANALISIS QUIMICO DEL SUELO

Muestra pH. ppm. meq/100 ml de Suelo
P K Ca. ' Mg,

1 6.5 4.25 118 11,85 2.16

2 6.6 4.50 113 13.83 3.12

- Para fines de fertilizacién=
pH; ligeramente acido P; bajo, K; bajo, Ca; alto Mg; adoc.
- Relacidén Ca: Mg, es aceptable
- Relacién Ca: K, es muy alto indicéndonos que habria una respuesta alta
a la fertilizacidén con K.
- Relacién Mg: K, es alta, confirmindonos una respuesta al K.

- Correlacién pH: P nos indica que el P esti disponible en minima cantidad
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para el cultivo, con buena respuesta a la fertilizacidn

con P,

5.3 Fertilizacion

En las generaciones Ml’ MZ’ M3, al momento de la siembra (en 10 m’) se
aplicarin:
0.75 Lb. de N (UREA)
0.70 Lb, de P (EN T.S.P.)
1.00 Lb. de K (FERTILIZANTE)

Treinta dias después de la siembra se aplican:

0.75 Lb. de N (UREA)
Se coloca el fertilizante en bandas laterales a lo largo de los surcos,

separado de las semillas 5 cms y enterrados 7 cms de la base de los tallos.

5.4 Tratamientos e irradiacién

Fuente: Radiaciones Gamma de Co-60
Irradiador: Dynarad 5L

Intensidad: 290 krad/hora

Material a irradiar: 2 lotes de semillas de frijol,

Cuadro No. 4 TRRADIACION AGUDA DE LA SEMILLA

Tratamiento Dosis Tiempo de exposicidn
A 0 0
B 8 1 min. 39 seg.
C 15 3 min. 6 seg.
D 20 4 min, 8.4 seg.
E 30 6 min. 12 seg.

5.5 Materiales Genéticos

Se sembraridn semillas irradiadas de 1las siguientes var., de frijol,
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mejoradas por el ICTA:

ICTA/Jutiapén;  D-35=DOR 42=FF1012 - CB-CB-CM (2) / CM (4), derivada del cruce
de ICA Pijao X Turrialba -1, tolerante al virus del mosaico dorado, maduracién
moderadamente tardia, hdbito II, flores de color plrpura, vainas de color verde
palido al momento de la madurez. Se adapta a climas intermedios, especialmente

en zonas donde el periodo de lluvias no es corto, o donde se dispone de riego.

Cuadro No. 5 CARACTERISTICAS DE COMPONENTES DE RENDIMIENTO
DATOS EN MONOCULTIVO VAR, JUTIAPAN.

GENOTIPO Habito Sem/ Peso de Tallo Vainas/ Total
vaina 100 sem. tallo

ICTA-

Jutiapén II 6.8 18.3 8.0 9.2 19.2

San Martin: Seleccién de la coleccidén criolla conocida como San Martin vaina
blanca de San Martin Jilotepeque, Chimaltenango, Var. precoz de hibito III
con flores color pirpura, vainas de color rojizo palido adaptadas al altiplano

central tolerante a antracnosis.

Cuadro No. 6 CARACTERISTICAS DE COMPONENTES DE RENDIMIENTO
DATOS EN MONOCULTIVO VAR. SAN MARTIN.

GENOTIPO Habito Sem/vaina Peso de Vainas/planta
' 100 sem.
San Martin III 5.0 26.0 ‘ 12

Estas dos variedades, se estudian durante 3 generaciones. Las genera-
ciones M1 y M2 serdn o son sembradas en un disefio de bloques al azar. La M3
se sembrard en plantas/surco, con el fin de incrementar el material seleccionado

en la M2 y poder asi efectuar anilisis de proteina en el laboratorio.
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5.6 Siembra
5.6.1 Preparacién del terreno.

Inicialmente se chapeari el terreno. Luego se hace una aradura, seguida-
mente se hacen 2 6 3 pasadas de rastra. La preparacidén del terreno para las
tres generaciones sera mecanizada.

El terreno a utilizar serd o es un terreno afin no sembrado con cultivos
anuvales, a fin de cumplir con las recomendaciones dadas por el organismo (FAO/
OIEA), para los colaboradores del programa en el cultivo de lineas mutantes
(15,16).

Antes de sembrar se tratard el terreno con Furaddn % 5 granulado o

Volatén granulado, para controlar plagas del suelo (Ver apéndice).

5.6.,2 Cultivo generacién M.

Se utilizardn 2 semillas por postura, elimindndose una plantula para
asegurar una poblacién homogénea (15). Con un total de semillas a sembrar
de: 600.

Una onza = 100 semillas,

La siembra se hace a mano dejando entre surcos 0.50 m. y entre plantas a
0.30 m, La profundidad de siembra se hace a 0.15 m. Se hace una resiembra a

los 15 dias de la siembra.

5.6.3 Cultivo generacién M2.

Se utiliza una semilla por postura, a fin de obtener una poblacién homo-
génea y representativa de los posibles mutantes a recuperar durante 1la
evaluacidn del cultivo.

Total de semilla a sembrar = 3,000/var, 600 semillas/tratamiento.

No. potencial de plantas a tener, incluyendo testigos= 6000/var.

60 onzas= 3.75 lbs. (6,000 semillas aproximadamente).

La siembra es manual, con una distancia entre surcos de 0.60 m. y una
distancia entre plantas de 0.20 m. siendo las medidas recomendables para este
tipo de experimento (15,16).

La profundidad de siembra recomendable es de 0.10 m, promedio (ver
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distribucién en el numeral 5.10.3), dejando unos quince dias para la siembra.

5.6.4 Cultivo generacién M3.

Para la siembra se toman de cada planta seleccionada e identificada de
2 a 3 vainas (22), del mismo nudo o inflorecencia, para que sean representa-
tivas del mismo evento mutacional guardando un orden por familias, derivadas
de semillas con una misma mutacién o mutaciones. Se disponen en lineas de
siembra o lotes distribuidos al azar en bloques o repeticiones, por 1las
gradientes del suelo, aunque se considera opcional tal medida, debido al caric-
ter primordial de reproduccidn, del material mutante morfoldgico y seleccionado
de la generacién M2, para su anilisis de laboratorio en la Ms.

Se toman 10 semillas a sembrar por planta seleccionada.

Las distancias de siembra son las mismas para surcos y de 0.10 m. entre
plantas.

En base a la cantidad de individuos mutantes morfoldgicos y no morfoldgi-
cos seleccionados se hace el disefio de siembra para la M3, presentando en la

figura No. 1.

5.7 Metodologia de Seleccién

Durante el desarrollo de las generaciones Ml, M2 y M3 se 1lleva un récord
de los cambios observados en las plantas, respecto a las siguientes caracteris-
ticas agrondémicas, con el fin de seleccionar los mejores genotipos:

- % de germinacién
- Dias al inicio de floracién
- Dias a madurez fisiolégica

- Dias a cosecha

- Alturas de la planta, a los 15 dias, a la floracién y a la madurez.
- Tamafio de hojas a la madurez

- Porcentajes de mutantes clorofilicas

- Color de 1a flor

- Color de semilla

- Brillo de la semilla
- Peso de 100 semillas (14% de H®)
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- Color de vaina madura
En base a la bibliografia consultada (16,44,52) y fitomejoramiento, se

efectla para M2’ dos tipos o formas de seleccidén (38), descritas como sigue.

5.7.1 Seleccién de Mutantes Morfolégicos.

Durante el crecimiento y cultivos de los distintos tratamientos de 1la
M

en relacién a la poblacién control. Serdn enmarcados como mutantes, en relacién

gs S€ observan y aislan los cambios morfolégicos considerados como mutantes,

a la poblacién control. Seradn enmarcados haciendo uso del reconocimiento en
la variacién de las caracteriaticas y/o cambios agronbémicos (parametros
biométricos), mencionados inicialmente y para lo cual se usan cuadros especia-
les, para cada cambio morfoldgico detectable (Cuadros 13 y 15) (35).

Tomando en cuenta que en la generacién MZ se espera que se presenten
los efectos mutagénicos, llamados quimera (22), se procura detectar y recuperar
los siguientes mutantes morfolébgicos (14):

Tipos de Mutantes Morfolbgicos a recuperar:

- Mutantes Enanas.

- " Precoces.

- " Para color de flor.

- " Crecimiento semideterminado o indeter.

- " De vainas anormales, compactas, muy grandes.
- " Deformes.

- " De hoja anormal, fina y pequeiia,

corrugadas grande y gruesa.

- " Tardias.

- " Clorofilicas y amorfas.

- " Para color de vaina y grano.

- " De tipo no previsto.

5.7.2 Seleccién Individual de Mutantes no Morfolégicos.

Se programbé y planificé una seleccidén general de posibles plantas M2,
con mutantes nutritivas, basandose en su desarrollo, vigor, rendimiento, aspecto

general satisfactorio, con el fin de someterlos también a anilisis proteinicos.
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Cada mutante aislado o seleccionado se identificard con el objetivo de
llevar completo un pedegree a las sucesivas generaciones, ademas de poder
llevar un mejor control para su cosecha y ubicacién en el campo. Esta identifi-
cacién servirid también en los andlisis de laboratorio y otras evaluaciones.

Las caracteristicas morfoldgicas observadas como mutantes en los
individuos seleccionados en la generacidn MZ’ se anotan y se ratifican en la
siguiente generacién M3, observando si mantienen su uniformidad o por el

contrario se pierden.

5.7.3 Seleccién Individual en la generacidn Ms.

Se efectud una seleccién en los individuos o reproducidos de individuos
morfolégicos y de la seleccién de plantas no morfoldgicas, aislando aquéllas
que son maAs representativas del caradcter mutable y por su mejor desarrollo.
Para llevarlos a andlisis de proteina. También para evaluar lineas de pureza

genética en sucesivas generaciones.

5.8 Cosecha
5.8.1 Procedimiento cosecha M1°

Todas las semillas de las plantas de la generacién M1 sobrevivientes a
los distintos tratamientos de irradiacién Gamma, se cosecharon masivamente
(bulk), por tratamiento y por bloque (22). De c/u de estas cosechas se anotara
el peso de 100 semillas y se seleccionard al azar las semillas para sembrar
la M2. Se guardan en bolsas de papel, previamente identificadas.

5.8.2 Procedimiento cosecha M2.

Se cosecha al inicio los individuos, seleccionados e identificados como
mutantes morfolégicos, guardidndose en bolsas cada uno.

Seguidamente en base a la identificacién de los individuos '"no morfo-
légicos" (identificacién dada en apéndice 2), sigue cosechando en forma
individual, separindolos en bolsas y respectivamente indentificados (14).

El resto de plantas de cada variedad, se cosechan por tratamiento y por

bloque en forma masal.



5.8.3 Cosecha M3. (Ver seleccidén individual en M3)°

S.9 Andlisis de Laboratorio

Para fines del presente estudio se harin Gnicamente andlisis de proteina,
en base al método Micro-Kjeldahl, en el laboratorio de quimica analitica de
la facultad de Agronomia, aprovechando para standarizar el método en 1la
facultad. Sus pasos son descritos con mis detalles en el apéndice No. 2 de
este trabajo (14).

El material genético seleccionado en la M2 e incrementado en la M3, ser—

vir4 para hacer los andlisis de proteina (16).

5.9.1 Andlisis de laboratorio posibles.

a. Quimicos:
' - De proteina.
- De aminoicidos, metionina, triptéfano, cisteina.
b. Fisicos:
- Digestibilidad.
- Tiempo de coccidn, sabor, espesor del caldo.
Cabe mencionar que por falta de recursos y equipo no se podran efectuar

todos los analisis.

5.10 Diseno Experimental "

Para las generaciones M, y se usard un disefio de "Bloques al Azar".
Cada tratamiento tendrd cinco repeticiones (14,22). La M3 se sembrari en
planta/surco, con la finalidad de incrementar el material genético seleccio-
nado (10,53).

5.10.1 Modelo estadistico.
Yij= M+ Ti + Bj + Eij
Yij= Observacién en la unidad experimental del bloque j con el trata-

miento i
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M= Media global

Ti= Efecto del tratamiento i

Bj= Efecto del bloque j

Eij= Error experimental en la unidad experimental del bloque i con el

tratamiento j.

5.10.2 An&lisis estadisticos del estudio,

Los resultados del estudio se evaluardn estadisticamente de acuerdo al
disefio utilizado en el campo y al andlisis que cada objetivo del proyecto
requiera. Para este trabajo recurrimos a la valiosa colaboracién del Centro
de Estadistica y Cilculo de la Facultad de Agronomia, Universidad de San Carlos
de guatemala.

Se someteran a:

a.- Andlisis de Varianza, con el fin de determinar diferencias entre trata-
mientos.
b.-~ Pruebas de medias, para determinar diferencias de efectividad entre

medias de mutaciones de los tratamientos.
c.~ Andlisis de tendencias, Regresién y correlacién del modelo 1lineal,
geométrico, cuadratico, logaritmico y gamma de las variables, respuesta

que tengan diferencia significativa y las diferentes dosis de kR.

d.- Porcentajes.
e.— Promedios.
5.10.3 Distribucién de los tratamientos de las generaciones Ml’ M2, M3o

La distribucién de los tratamientos en el campo, del experimento o
parcelas experimentales, se muestran en las siguientes figuras, se incluyen

1a Ml’ M2 y M3 respectivamente,



FIGURA No. 1
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5.10.4 Distribucidén especifica de la generacién M2°

Las lineas de progenie seleccionadas de las dos var. de Ph, vulgaris

L., serdn crecidas en cinco repeticiones de c/tratamiento, con las siguientes

caracteristicas:

a.- El tamafio de las parcelas es de 3.6 X 4 mts. (4 m’), con 120 semillas
o plantulas por parcela.

b.- El largo de los surcos es de 4 m. en c/parcela o repeticién (15,16,49).

c.-~ Los surcos se ubicaron perpendicularmente a 1la gradiente de pendiente

y heterogeneidad del suelo, segiin el muestreo de suelos.

d.- El nlmero de surcos por parcela es de seis, dejando el tiltimo y primero
de cada parcela o repeticidn, como surcos marginales para evitar el efecto

de borde.

e.- Las repeticiones serdn aleatoriamente dispuestas en el campo, en cada

bloque (cinco bloques/var.).

f.- Ellargo de cada bloque es de 18 m. X 4 m. de ancho, espaciados entre

si por una calle de 1 m., ubicada a lo largo de cada bloque (ver figura

No. 2).
g.- Extensidén del disefio= 18 m. X 50 m. = 400 m®,
Area marginal= (7 X 50) m, + (4 X 25) m. = 450 m®,
Superficie total e 1la
parcela experimental = 1350 m®.

h.- Sigue distribucidén en la figura No. 2.



FIGURA No. 2

DISTRIBUCION DEL DISENO EN EL CAMPO DE LA
GENERACION: M
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FIGURA No. 3

LINEAS DE SIEMBRA PARA CAMBIOS MORFOLOGICOS
VAR JUTIAPAN, GENERACION: ‘M3
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FIGURA No. 4

SIEMBRA DE LA SELECCION INDIVIDUAL DE MUTANTES
NO MORFOLOGICOS, GENERACION: M
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio, luego de haber realizado el trabajo de campo, dejo
una serie grande de resultados, los cuales para su discusién se presentan
siguiendo un orden por generaciones, de Ml a M3 y sus factores mis importantes
y de intere$ en ambas variedades, siguiendo los objetivos del trabajo de Tesis.

Algunos resultados son similares en presentacién y anilisis estadistico,
los asi considerados no se presentan en su totalidad en la parte de discusién,
pero se pueden encontrar y andlizar de acuerdo a la seccién de apéndices.

En sintesis se presentan los resultados en cuadros, figuras y anilisis
estadisticos, con 1la siguiente orientacién, para Ml’ se hace una discusidn
profunda sobre efectos fisioldgicos de todas las plantas sembradas y sométidas
a distintos tratamientos radioactivos, tales como germinacidn, sobrevivencia,
letalidad y otros.

En M2 se enfoca mds hacia la aparicién de mutaciones morfoldgicas o tipos
de mutaciones (ver metodologia de seleccién). Su relacién con el quimerismo
en Ml’ tazas de mutacién, su consideracidén real, con la interaccién del ambien-
te. Frecuencias de mutantes clorofilicas y su repercusién en la sensibilidad
de las variedades en estudio; finalmente sobre el tipo de seleccién para
proteina.

En M3 se refiere mids a la observacién de las caracteristicas transmitidas
de la anterior generacién (Mz) y su heredabilidad genética. También se analizan
los contenidos proteinicos de los individuos seleccionados y se dan cuadros
de resultados discutiendo, las variaciones encontradas. Se dan sugerencias
para realizar estudios futuros siguiendo metodologias apropiadas en induccién
de mutaciones.

El tipo de Disefio experimental utilizado, fue el de bloques al azar,
considerado adecuado para reducir los efectos de heterogeneidad ambiental;
sin embargo se reconoce que no era necesario para un estudio de esta naturaleza,
al menos durante tres generaciones.

Se elaboraron 25 ANDEVAS con datos transformados, 12 anilisis de medias
(Tukey) y 7 andlisis de regresién y correlacién distintos modelos, porcentajes

y promedios (ver metodologia y apéndice No. 4).
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6.1 Efectos anatémicos y fisioldgicos en la generacidn Ml.

Entre las variables estudiadas para medir los distintos efectos fisio-
1égicos estidn: la altura de planta a los 15 y 45 dias del ciclo vegetativo
del cultivo, porcentaje de germinacién, dias a la floracién, dias a la madurez
fisiolégica, dias a la cosecha, No. de plantas sobrevivientes, porcentaje de
mutantes clordticas, etc. (Ver inciso 5.7). Listas de estas variables aparecen

en los cuadros No. 21 al No. 29 (apéndice No. 3), y apéndice no. 4.

6.1.1 Alteraciones y caracteristicas genéticas de las variedades en

estudio.

Antes de discutir cada uno de los efectos fisioldgicos, se considera
de interés hacer una breve mencidn sobre algunos aspectos de mejoramiento rela-
cionados con las variedades en estudio.

Ambas variedades se propagan esencialmente por autofecundacién, con un
porcentaje pequeiio de cruzamiento natural, siendo cerca de un 5Z. Debemos
mencionar ademAs que sus gendotipos por lo tanto son altamente homocigotos,
especialmente en la var. Jutiapin, mejorada por cruces y autofecundaciones,
siendo menos para la var. San Martin, que es derivada de selecciones de un
material criollo. También sabemos que la base del mejoramiento en cultivos
no produce variabilidad sino que actfia sobre ella. Por lo que segin trabajos
realizados en induccién de mutaciones es aconsejable partir de materiales
mejorados a los cuales se desea incorporar caracteristicas deseables (50),
tales como resistencia al frio o al calor, mejoramiento proteico, etc. No
con ésto debemos descartar la metodologia normal de mejoramiento, sino adherir-
nos a ella, presentando una herramienta dtil en la obtencién de variabilidad
por induccidén de mutaciones de forma prictica y con el provecho de sus ventajas,
al ser adecuadamente conducidas.

Las mutaciones observadas en la M2 son ocasionadas por agentes mutagéni-
cos (fisicos o quimicos) al entrar en contacto con la semilla original (M1)°
Fn este caso se usaron rayos gamma (Co-60), tratando lotes de semillas con
diferentes dosis de radiacibén. Cabe mencionar que las variedades que se usaron
no tenian un buen porcentaje de pureza genética. Debido a la inexperiencia

en el campo de mutaciones inducidas y tiempo limitado para el estudio, ésto
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repercutié mAs adelante en los resultados de la generacidn M2. Otro aspecto
importante no contemplado fue el anilisis de plantulas a nivel de invernadero
con el fin de determinar la mejor dosis de irradiacibén. Sin embargo se consi-
dera que estos aspectos tuvieron poca repercusién sobre este trabajo, ya que
el estudio de los cambios fisiolégicos ocasionados por la radiacién en la M1
nos permiten escoger la mejor dosis y dar algunas recomendaciones para futuros
trabajos con el frijol. Ahora bien los cambios en la M2’ estidn relacionados
con la dosis que se use y la mejor dosis se puede determinar a partir de los
indices GR50 6 LD50. Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto podemos decir
que ademis del efecto mutagénico que es transmitido para otras generaciones
(M2, M3), las radiaciones pueden producir efectos fisiolédgicos y anatdédmicos,
que se manifiestan dGnicamente en la generacién M1 (quimerismo) .

Estos efectos anatdémicos y fisiolégicos serdn analizados seguidamente
para las diferentes dosis, en relacién a aquéllas que causen dréstica reduccién
en la sobrevivencia de la planta (+ del 20%Z), esterilidad, peso de semilla,
No. de semillas por planta, plantas con manchas cloréticas, reduccidén en la
altura de la planta y emergencia o germinacidén en condiciones de campo y de
laboratorio (ver del Cuadro No. 7 al No. 12).
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CUADRO No. 7

NUMERO DE SEMILLAS POR PLANTA EN M

1

Sem/plant No.plant Sem/plaut|Plantas
Tratamiento| yu¢iapan | x Trat. % Sn.Martin|¥ Trat. %
Testigo 84 63 100 70 69 100
8 kR 88 66 105 . T3 69 104
15 kR 58 60 69 T4 63 105
20 kR 40 57 48 55 61 T8
30 kR 41 53 49 56 37 - 80
CUADRO No. 8

NUMERO DE PLANTAS SOBREVIVIENTES A LA FLORACION M1

Trat. Bloque 1 Bloque II|Bloque ITI Bloque IV | Bloque V

Var. JUTIAP 5}_4 :

—— - e o — - -

0 kR 13 14 12 14 10
8 kil 13 - 15 12 12 . 14
15kR 13 14 14 13 9

20kR 13 14 12 8 10
30kR 14 4 11 13 11

Var. Su.Marpin:

0 kR 14 14 14 14 13
8 kIl 14 14 14 13 14
15kR 14 12 14 12 11
20kt 13 - 10 13 14 11
3OKQJ T 9 T 6 8

= Bl tratamiento mds fuerte ha afectado la sohrevivencia.
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1ra. GENERACION EN LA VARIEDAD
JUTIAPAN
CUADRO No. 9
NUMERO DE SEMILLAS
BLOQUE | | BLOQUE 11 | BLOQUE 111 | BLOQUE v | BLOQUE v | Total de
Semillas
Testigo 587 1555 Lo7 1242 1500 5291
8 Kv 170 1316 1145 758 1425 5814
15 Kv 496 810 904 839 313 3470
20 Kv 775 337 715 350 85 22€2
30 Kv 876 150 452 31 655 2164
PESO DE 100 SEMILLAS EN GRAMOS
BLOQUE | BLOQUE 11 BLOQUE 111 BLOQUE 1V BLOQUE V
Testigo 19.1 19.5 23 23.5 20
R Ky 20 18.5 18 18 21
15 Kv 26 19.5 19.5 16.5 21.5
20 Kv 23.1 19.5 21.5 20.5 21
30 Kv 20.5 19 21.5 21.5 20.5




CUADRO No. 10

"PESO EN GRAMOS DE LAS SEMILLAS DE

LA VARIEDAD JUTIAPAN

45

Total Peso
BLOQUE | BLOQUE It BLOQUE ! | BLOQUE 1V BLOQUE V | Semillas Libras
(Gramos)

Testigo 112.1 303.2 93.61 291.87 300 1100.78 2.42
8 Kv 234 243,85 206.1 136.44 299,25 1119.29 2.5
15 Kv 128.96 179 176.28 138.43 67.3 689.97 1.52
20 Kv 179.0 65.7 153.7 71.75 19.55 4L89.7 1.1
30 Kv 179.6 28.5 97.18 6.66 134,3 LLe ., 24 0.9R8

8.52
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6.1.2 Bajo porcentaje de germinacién en el campo, letalidad, reduccidn en

crecimiento y desarrollo de las plantas.,

Segin Yankulov, Isasi y Abreu (1980) (53). Estos efectos se manifiestan
solamente en la generacidn M. la reduccién en la altura de plantulas, es
un indice que se usa para determinar la mejor dosis de irradiacién; sin embargo
en el presente estudio ésto no se realizé. Pero si se hicieron mediciones
alrededor de los 15 dias, cuando la primera hoja termina su crecimiento y luego
su altura de planta en la época de floracidén, siendo los mismos resultados
para la altura a la madurez fisioldégica o en época de cosecha del cultivo
(apéndice No. 3).

La altura de plantulas y altura a la madurez fisiolégica es un método
sencillo para determinar el efecto de un tratamiento mutagénico en una semilla
(34). Generalmente si la dosis es alta unido a este efecto también se espera
un retardamiento de la cosecha. Si se sigue el criterio GRSO, o disminucién

en un 507 de la altura de la planta o bien el criterio LD o letalidad para

’
un 50% de los individuos tratados (34). Hemos enfocado the criterio debido
a que no observamos tal incidencia de 1letalidad o crecimiento en el campo,
por lo que podemos decir que nuestras dosis no han alcanzado ninguno de 1los
criterios. Sin embargo nuestro estudio estaba orientado a detectar menores
efectos (31), (Cuadros 23,28).

La semilla de plantas sometidas a dosis altas y bajas no presentan ninguna
diferencia en cuanto a su apariencia y tamafio. en la M1 se hizo mayor resiembra
en las dosis altas, especialmente en los tratamientos de 20 y 30 kR, como es
de esperarse. Esta letalidad no se manifest6 en la siguiente generacién.
Esto estd de acuerdo con la literatura consultada.

De acuerdo al anilisis estadistico (apéndice No. 4) en la var., Jutiapén
no hubo diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo, pero
si son altamente significativos para la var. San Martin, especialmente el trata-
miento de 30 kR que provocé un 34Z de la disminucidén de la altura (Cuadro No.
28). Considerando ademids la altura de planta, las variedades San Martin y
Jutiapén tuvieron un GR de 30 y 20 respectivamente, un GR=50, es considerado
el 6ptimo. Esto significa que en ambas variedades podemos aumentar la dosis
en investigaciones futuras, guardando las mismas condiciones en que fueron

tratadas estas semillas. De acuerdo a Gaul, (1963) (34), en trabajos con radia-
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cidn gamma para obtener suficientes mutantes, las dosis adecuadas en cereales
son aquéllas que causan de un 30 a 507 de reduccidén del crecimiento en las
plantas (GR). Existen investigadores que prefieren usar dosis bajas pues las
altas estdn generalmente asociadas a aberraciones cromosdémicas, letalidades
y esterilidad.

6.1.3 Sobrevivencia, Esterilidad, Peso de 100 semillas, Nimero de semillas

por planta y Manchas clorbticas.

En la sobrevivencia y la emergencia de plantulas en el campo se observd
que las mayores dosis afectaban en mayor grado; es decir que existe una correla-
cidén directa entre las dosis y los dafios que causan (Cuadro No. 8). En el
caso de la prueba de germinacién en el laboratorio de las semillas irradiadas,
en donde se probaron alrededor de 12 diferentes dosis (de 8 hasta 40 kR) no
hubo diferencias significativas entre los tratamientos. (Esto no estd de

acuerdo con lo reportado para Phaseolus vulgaris por otros autores. Posible-

mente se incurrid en algiin error de dosimetria ya que una dosis de 40 kR deberia
de haber causado una alta letalidad).

En cuanto a sobrevivencia, no se encontré mayor efecto significativo
para Jutiapin (Cuadro No. 8), este dato fue influenciado por la resiembra de
la Ml' En los tratamientos de 20 y 30 kR, se realizé mayor resiembra. No
sucedié asi en la var. San Martin como se mencioné antes (apéndice No. 4,
Andevas 22,23). Se reconoce que la resiembra desvirtud parte del analisis
en lo referente a la influencia de la irradiacidén sobre las caracteristicas
estudiadas. En la M1 se presenta muy poca manifestacién de manchas cloréticas
o clorofilicas, se observd que la mayoria de estas plantas no sobreviven para
la siguiente generacién y son completamente estériles, muriendo a los pocos
dias de haber emergido. Esto concuerda en parte con Blixt, Ehrenberg y Gelin
1960 (2); Zacharias y Ehrenberg, (1962) (54). Blixt observé, en Suecia, manchas
clorbéticas en arverja y notd que éstas eran mids tipicas de la Ml’ pero también
vio que la mayor parte de las plantas clorofilicas de 1la MZ’ eran obtenidas
de plantas que tenian estas manchas (51). Por lo tanto se puede recomendar
que se seleccione las plantas M, que presenten mids manchas y sectores clordti-
cos y ver qué sucede en la MZ' comparadndolas entre ellas mismas y con el

testigo.



CUADRO No. 11

RENDIMIENTO QUE SE OBTUVO

EN LA 1ra.

GENERACION EN LA

VARIEDAD SAN MARTIN

NUMERO DE SEMILLAS
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‘ Total de
BLOQUE | BLOQUE I1 BLOQUE |11 BLOQUE IV BLOQUE V Semillas
Testigo 282 1441 1304 491 1287 4805
8 Kv 849 1067 1019 690 1390 5051
15 Ky 826 912 900 1060 941 4639
20 Kv 631 602 873 707 554 3367
30 Kv 161 325 539 376 674 2075
PESO DE 100 SEMILLAS EN GRAMOS
' BLOQUE | BLOQUE 1|1 BLOQUE [11 BLOQUE IV BLOQUE V
Testigo 26.6 28.5 26.5 26.5 27.5
8 Kv 31 26.3 27.5 29.5 27.5
15 Kv 30.5 28 28 29.5 29.5
20 Kv 31 27.5 30.9 29.5 26.5
30 Kv 37.5 29 28 28 29




CUADRO No. 12

PESO EN GRAMOS DE LAS SEMILLAS DE LA

VAR1EDAD SAN MARTIN
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Total Peso

BLOQUE | BLOQUE 11 BLOQUE 111 ] BLOQUE IV BLOQUE V | Semil ias Libras
(Gramos)
Testigo] 75 410.68 345.56 130.1 352.9 1315.28 2.9
8 Kv 263.2 280.6 280.2 203.55 382.25 1409.8 3.1
15 Kv | 252 255.4 252 312.7 277.6 1349.7 3.0
20 Kv | 195.61 165.5 269.76 208.6 - 146.8 986.27 2.2
30 Kv 60.4 151 105.3 195.5 606.45 1.3

94.25

12.5
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Comparando dos repeticiones del tratamiento de 15 kR, en el peso de 100
semillas, una de 26 gr., y otra de 16 gr/100 sem., se observd una variacién
alta (Cuadros No. 9 y 11), se supone que ésto es debido al efecto fisioldgico
de la radiacidén en la M1 y al efecto del ambiente. Es decir en las dos varie-
dades no se halld diferencia significativa para el peso de 100 semillas por
planta. Probablemente fue el No. de vainas el que disminuyd. Esto se puede
relacionar también con la baja ester{lidad a mayores dosis. Si el No. de
semillas/tratamiento tuvo una diferencia significativa, pero no el peso de
las mismas, de ésto puede concluirse que en todos los tratamientos, se obtuvo
un nimero de semillas por vaina, esperariamos mayor peso de semillas para
algunos tratamientos, si se hubiese alterado el niumero de semillas por vaina.
El ndmero reducido de semillas/tratamiento observado en 1la Ml’ para 20 y 30
kR (Cuadros No. 7, 9 y 11) en ambas variedades (apéndice No. 4, andevas 18,25)
se debid al No. de plantas sobrevivientes. Lo mismo -ocurrié en altura de
planta, en la var, Jutiapén.

Al analizar la floracidén en la var. Jutiapin se observd una menor flora-
ciébn en los tratamientos de 20 y 30 kR, ésto pudo ser debido a una caida de
la flor. Esto no tiene ninguna relacién con el No. de semillas/planta. Por
lo tanto el No. bajo de semillas en los tratamientos de 20 y 30 kR se debe
al hecho de que hubo un menor No. de plantas sobrevivientes y una alta oborcién

de flores, especialmente para la var. Jutiapén.

6.1.4 Consideraciones finales,

Tomando en cuenta las dosis mAs altas a que fueron sometidas las semillas,
su efecto no se compensd con los abonos. La tendencia més marcada fue 1la
disminucién del No. total de semillas por tratamiento, especialmente el de
30 kR tanto para la var, Jutiapdn que disminuyd en un 507, como para la San
Martin que mermbé hasta cerca del 58%.

Se pretendia que los datos de sobrevivencia presentados en Cuadro No.
8 y apéndice No. 4, adevas 22 y 23; fueran usados como criterio para seleccionar
la dosis mAs adecuada (LD50). Sin embargo se ve que las dosis mis altas no
alcénzaron establecer este criterio y por lo tanto se recomienda en futuras

investigaciones hacer un andlisis méds exacto de la dosimetria.
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FIGURA No. 5

RENDIMIENTO EN SEMILLAS COSECHADAS DE LA Ml
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3
/7
14/
Y
‘ s 14/
47
244 s ‘ ___'_"
. e s4/ - -
m —_— -
4] S 744
-t ! 14¢ - --
-t r s S
hal - 777 - .
=] 111
© - -
/5] 744
177 3 ¢
Y - 747
© S I I PP I -
/2] ) 117 -
(V) ;. -
r~t /
= _ ce- /44 - .
= 1/ .. u - al
1{ s - A
10/ - - A $ 149 ’
14 - X sr0 .
o ¥
{ 147 i V2772 T B
s - b0
- L 5 - ¢ 4%’
)77 s’ * 7/ )
P _ * s/ - - ¢ )’
€ ¢ v
0 8 15 20 30 0 8 15 20 30

Tratamientos-kR




EFECTOS EN LA GERMINACION DE LA GENERACION M

52

FIGURA No. 6
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6.2 Cambios genéticos en la generacién M,.

En esta generacion es donde aparecen las mutaciones de diferentes tipos,
que son identificadas por distinto fenotipo en algunas o mds caracteristicas,
en relacién al testigo. Estos cambios provienen de las alteraciones causadas
por el agente mutagénico en el ADN de la planta (22,34,47).

En general el embridén de una semilla lleva en si varias células iniciales
para la formacién de una planta completa o partes de la misma. Al ser irra-
diadas estas células pueden ocurrir mutaciones al azar, que generaran variacién
y heterogeneidad dentro de la poblacién y segregacidén en las siguientes genera-
ciones. Es de interés mencionar en esta discusién, que durante el desarrollo
de las células iniciales afectadas, se pueden dar en la planta dos tipos de
seleccién: diplontica o intrasomAtica y haplontica o gamética. La diplontica
actia desde la irradiacién de la semilla y la haplontica ocurre desde el inicio
de formacién de los gametos (22). Asi{ suponiendo que tenemos condiciones
normales sin seleccibén, la ocurrencia de una mutacibén recesiva seria de 0.25,
segin las leyes de Mendel, pero si ocurre una mutacidén recesiva en dos células
iniciales, posteriormente su tasa de segregacién seria de 0.125, ésto serd
discutido con mayor amplitud. Nuestro enfoque se basa en que debido a dichos
factores, las mutaciones morfolégicas esperadas en una poblacién no muy grande
serdn escasas o de tasas bajas. Otros tipos de mutaciones que son mencionados
por varios autores, entre ellos Tullman Neto (51), son las mutaciones cloro-
f{licas, relacionadas con la eficiencia mutagénica o sea con la efectividad

del mutagénico para producir mutaciones (18,21).

6.2.1 Mutaciones Clorofilicas.

Este tipo de mutacién no presenta mayor utilidad a simple vista, en su
mayoria son plantas con franjas clorbticas, albinas, plantas verde claro,
carentes de cloroplastos o bien como pudimos observar plantas completamente
amarillas, con poco vigor y desarrollo. Kawai (1969), Halsel y Mikaelsen
(1968) consideran que son muy importantes por su relaciéon con la eficiencia
mutagénica. Al analizar en ambas variedades la cantidad de mutaciones cloro-
f{licas/tratamiento y la frecuencia de mutaciones clorofilicas/100 plantas,

en forma general, se observd que al incrementarse la radiacién, también se
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incrementaba el No. de mutaciones clorofilicas. Esto se notd hasta la dosis
de 20 kR, luego se dio decrecimiento en la frecuencia mutacional de 30 kR (Cua-
dro No. 16 y apéndice No. 4). Esto concuerda con los resultados obtenidos
por Moh y Alan en 1969.

Como se dijo antes las mutaciones clorofilicas pueden usarse como un
indicador de la dosis mAs adecuada a usar. Asi en nuestro caso la dosis de
20 kR tuvo una mayor frecuencia de mutaciones clorofilicas. Podria existir
alguna asociacidén entre alta frecuencia de mutaciones clorofilicas y porciento
de proteina, pero a la fecha entre los investigadores no hay un completo acuerdo
acerca de ésto, Por lo que es un criterio 4til para sugerir la dosis, sin
embargo no es absoluto.

También se realizb un andlisis de regresién y correlacién entre las muta-
ciones clorofilicas y los cambios morfolégicos positivos (Cuadro No. 13,14
y 15). En cuanto a ésto sabemos que la frecuencia de mutaciones inducidas
dependen de la naturaleza del genotipo a irradiar. En el presente caso ambas
variedades se comportaron diferente en lo que respecta a la cantidad de muta-
ciones clorofilicas por 100 plantas. La var. Jutiapin estadisticamente tuvo
mayor frecuencia de mutaciones clorofilicas por 100 plantas y mostré un mayor
{ndice de caracteristicas positivas. Esto estd en concordancia en lo que se
dijo antes, en cuanto a la correlacidon que existe entre estos dos aspectos.

Chomon (1972) demuestra que no hay correlacién entre mutantes clorofili-
cas y mutaciones viables., Kawai (1969), menciona que los tratamientos con
dosis altas no han producido mutantes con buena productividad. Tullman Neto
(51), menciona que no seria ventajoso utilizar altas dosis, con frecuencia
alta de mutaciones, si nuestro objetivo es la productividad o aspectos comer-—
ciales.

Tomando en cuenta todos los datos la var. Jutiapin fue la que se mostrd
menos sensible, sin embargo fue la que mostrd mayor nfmero y frecuencia de
mut./clorofilicas/iOO plantas. Esto pudo deberse a fallas en el proceso de
seleccidén de semillas MZ‘ Hubiese sido mucho mds efectivo sembrar todas las
semillas provenientes de plantas Ml’ para tener mayor oportunidad de conseguir
las mutaciones o cambios buscados. Cabe mencionar que el contenido de humedad
en las semillas originales de ambas variedades no se estimé, por lo que no

podemos decir o discutir acerca de su influencia en la frecuencia de mutaciones
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corofilicas obtenida.

6.2.2 Mutaciones y cambios morfolégicos en la generacidn M,.

La mayoria de mutaciones inducidas son recesivas, debido a ésto se obtie-
nen en M2' otras en M3 (31,40,48).

Se obtuvieron varios cambios en las plantas Mz, a los que se llamaron
cambios morfoldgicos, pero como discutiremos éstos en su mayoria no se conside-
ran mutaciones. La mayor parte de los cambios morfoldgicos se obtuvieron en
la var. Jutiapdn (Cuadro No. 14).

Empezaremos analizando el cambio en el cardcter o tipo de hdbito de las
variedades en estudio. En relacién al hibito se le llamé inicialmente semide-
terminado, debido a la presencia de una flor minfiscula en la punta de la guia
y conservando sus caracteristicas en forma de arbusto, Esto difiere de su
clasificacién en la var. Jutiapdn como de Tipo II (Arbusto-indeterminado).
Ahora bien se observd que el hibito Postrado-indeterminado o tipo III, es muy
similar en la Jutiapdn. Por ésto nos inclinamos a creer que estos cambios
en M2 se debieron a efectos ambientales en general (figura No. 2), ésto puede
explicar la similitud de caracteristicas en el hibito de crecimiento de las
plantas observadas. Ademi&s en mutaciones inducidas se espera que la tasa o
frecuencia de mutaciones morfoldgicas sea menor al 12.5% debido a efectos qui-
méricos. No sucedid asi en cambios observados (no mutaciones), los cuales
ocurren en una frecuencia alta. En el campo se observé que estos cambios apare-
cian por sectores, es decir por ejemplo en el bloque I y tratamiento de 15 kR,
se seleccionaron 65 plantas, asi se dio también para 8 kR y 20 kR (Cuadro No.
14), Esto no concuerda con el criterio de frecuencia de mutaciones inducidas
esperadas. Con la caracteristica de hdbito de crecimiento se observé asociada
la precocidad en floracién y madurez de plantas de este tipo. Observandose
bastante uniformidad o alta homogeneidad, ésto permite concluir que los genes
para precocidad poseen una alta homocigosis, Pero se recomienda que estas
plantas de acuerdo con la seleccién de proteina se evalllen en M,, en su fecha
exacta de maduracidén, comparidndolas con el testigo. Los precoces de la var.
Jutiapdn son altamente significativos en comparacién al testigo.

En la var. San Martin se obtuvo una precocidad significativa con un rango

de 2 a 3 dias (Cuadro 15). En relacién a ésto es recomendable para ambas
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FIGURA No. 7
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variedades, seleccionar los individuos mis precoces y evaluarlos en su rendi-
miento en sucesivas generaciones, o establecer bien su precocidad, con el fin
de que se puedan poner a disposicidn de mejoradores.

El color de la vaina era otro cambio estimado morfolégico (apéndice
No. 4, andeva 8 y cuadro 13). Las plantas diferian del color verde normal a
un marrbén oscuro, pero se establecié que provenian de plantas con las mismas
caracteristicas en Ml’ lo que indica presencia de impurezas, en el material
original, Se recomienda hacer seleccidén de pureza, en futuros estudios.

En relacidén a mutantes para color de flor y testa de la semilla no se
obtuvieron en nuestro estudio (9), pero si se recuperaron algunos mutantes
para hoja ancha en la var. Jutiapidn (apéndice No. 4, andeva 10 y cuadro 13),

derivadas de mutaciones cromosdmicas o macromutantes (26,42).

6.2.3 Consideraciones especificas sobre caracteres genéticos morfolégicos,

proteinicos y de seleccién en induccién de mutaciones.

a,) Cuando se da el caso que existan varias células iniciales, en el embridn
del individuo tratado con dosis altas de radiacién, podriamos obtener mis de
una mutacién en una célula, por ejemplo, una seleccidén y una mutacidén para
precosidad. Esto puede darse y es un riesgo del aumento de dosis, por ello

muchos investigadores no usan dosis altas (48).

b.) Como se vio, el niimero de cambios morfolégicos es muy alto y se nota
también que el nimero de semillas irradiadas en 1la M1 fue bajo. Concluimos
que no todos los cambios son debidos a mutaciones inducidas. ahora bien como
se explica esta variabilidad. En cuanto a ésto se menciona lo siguiente: desde
un inicio las variedades no fueron aisladas (fig. 2), aumentando de esta forma
la posibilidad de cruces naturales, también el efecto de un distinto ambiente
para la var., Jutiapdn, pudo causar alteraciones. Se incluyen las mezclas de
semillas en la var. original y el tipo de muestreo aplicado en semillas M2
(Bulk/tratamiento). Constituye algo no usual en la metodologia para mutaciones
inducidas. Sin embargo se obtuvieron cambios positivos, por ejemplo en pre-
cocidad, hoja ancha y contenido de proteina. Ademids se obtuvo conocimientos
de la aplicacién de los daiios fisiolégicos causados por la radiacibén en My

en ambas variedades.



CUADRO No. 13

INDIVIDUOS MORFOLOGICOS POR TRATAMIENTO

ANALIZADOS PARA PROTEINA Var. JUTIAPAN
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Trat.
Ind. 0 kR 8 kR 15 kR 20 kR 30 kR
-Control 8 0 0 0 0
BILICHIAN 0 26 41 65 0
minados
~Clorofi-
licos 0 2 4 4 -0
Anormales
—~Hoja Ancha
gruesa. 0 2 2 0
-Colorxr de 0 0 0’ 0 0
flor
~Coloxr de 0 0 0 8 3
vaina
-Color de
8 28 47 71 3
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CUADRO No. 14

INDIVIDUOS A ANALISIS DE LABORATORIO
INCLUYENDO MUTANTES ANORMALES

Tratamientos -
Individuos 0 kR 8 kR 15 kR 20 kR 30 kR
(Var.
Jutiapan 8 28 47 82 3
Morfolo-~
i Var.
g1co8.  |on,'artiy 8 4 0 3 1
Jutiapai 3 5 6 6 4
Selecci
on %0 lsn.Martip A 4 6 5 3
vorfol. &
,' analisis en duplicados y triplicados.

CUADRO No. 15

CAMBIOS MORFOLOGICOS/TRATAMIENTO ANALIZADOS
PARA PROTEINA VAR, SAN MARTIN

Tratamientos.
Individqu 0 kR 8 kR 15 kR 20 k2 30 kR
- Control 8 0 0 0 0
- Precoces’ 0 4 0 2 1
-*Clorofil. 0 0 3 6 2
Anormales
[~ Otros 0 0 0 0 0
Tot. 8 4 3 8 3

¢ no se tomaron en cuenta para analisis de laboratorio.
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CUADRO No. 16

MUTACIONES CLOROFILICAS EN M2
VAR. JUTTAPAN Y SAN MARTIN

Jutiapan Sn, Martin Jutiapan Sn, lartin
Tratamiento| mut/100 wut/100 No. de No de
en ki plantas plantas mutantes mutantes

0 0] 0 0 0

8 0.47 1) 2 0

15 0.70 0.76 3 3

20 2.3 1.4 9 6

30 1.5 0.73 6 3 -

- Te= 2.94 es sicnificativo (5%). Existe noca diferencia entre var.
- Te= 2.4 N.S. para analisis de diferencia con No. de mutantes.

CUADRO No. 17

RESULTADOS ESTADISTICOS PARA‘PRECOCIDAD

kedia de floracién, Var. Jutiapan= 48 dfas (85% floracién)
Se efectua una prueba de T. =X - Uo

SX.
Media precoces= 39 dfas ; Tec= -10.87; altamente signific.

R

Fedia de cosecha, var. Jutiapan= 93 dias .
Media cosecha de precoces= 84 dfas .
Te= -23.53; altamente significativo.

Media de floraciém, Var. Sn. Martin= 31 dfas (85% floracién)
Se efectuz ura prueba de T = X - Uo
Sx.
Media precoces= 27 dfas ; Tc= -8.96; Significativa al 5%
edia de cosecha, var. Sn. Martin= 90 dfas.
Media cosecha precoces= 87 dfas j Tc= -16.00; Significante
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c.) [Es sugerido por Konsak y Mikaelsen (1977), en relacién a una metodologia
adecuada de seleccién y cultivo del material irradiado; es conveniente hacer
una cosecha individual, luego propagar el material M2 en progenies o lineas,
utilizando de 20 a 40 semillas por planta, la razbén se debe a que en su mayor
parte las mutaciones son recesivas, por lo que al aumentar la poblacidn, esta-

remos aumentando la posibilidad de encontrar mutaciones.

d.) Consideramos hacer una breve resefia del problema de mutaciones y quime-
rismo (22). Imaginamos el embridn para facilitar el caso. Si se tienen dos
células iniciales y una ha cambiado para manifestacidén recesiva en un gen

(Aa) asi: ver figura 8.

FIGURA No. 8
CAMBIOS QUIMERICOS

, Aa AA
_ Mutacion L/4r)4>
-~ Normal {}7-“

{Qué sucede al sembrarla en Ml? En la formacidén de una parte de la planta
tendrd genotipos Aa y otra parte AA. Luego en MZ’ si en la planta tenemos
en total 40 semillas o vainas, entonces en las 20 semillas afectadas se tendréd
o espera una distribucibén con 5= AA; 10= Aa; 5= aa, y en las 20 semillas norma-
les se esperan sdlo genotipos AA (todos). Ahora bien al hacer la suma de fre-

cuencia de genotipos tendremos:

Sumatoria: 5 AA + 20 AA = 25 AA.
Asi tenemos: 25 AA
10 Aa

5 aa.
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Esto en toda la planta, entonces en lugar de observarse un 25%, segln
las leyes de Mendel, se tieme un 12.,5% de mutacién recesiva. La proporcion
disminuye mAs ain, si se aumenta el No. de células iniciales afectadas, por
lo tanto también disminuye la proporcién de mutaciones recesivas, ésta es la
situacidén del quimerismo. Pero no siempre en un embridn se espera esta propor-
cién debido a que se puede ver afectado por la muerte de células iniciales,
en tal caso la célula de mutacién recesiva o heterocigota es de proporcién
normal. Un tanto relacionado a ésto es el hacer seleccién para productividad

en generaciones avanzadas (31,34,37).

6.3 Variacidén en proteina para las muestras analizadas.

Seglin trabajos hechos para proteina se muestra que el porciento de pro-
teina estd sujeto a la influencia ambiental. Puede notarse su variacidn afio
con afio o de generacién a generacibén, por lo que se recomienda, hacer un estudio
replicado en las generaciones avanzadas (M,, MS)’ ésto es con el objetivo de
comprobar la persistencia de la caracteristica en cada generacién e ir haciendo
seleccién en aquellos individuos que mantengan su porciento proteico (48).
Otro factor a tomar en cuenta es la digestibilidad que posee la proteina, es
conveniente que sea alta.

Con respecto al método utilizado (apéndice No. 2), la digestibén Kjeldahl
(9), en su fase de molienda de la semilla, se recomienda que el tamiz a usar
para obtener la harina de semilla sea bastante fino (X= 40 mallas/pulg.) y
si se incluye la céscara, deberd homogenizarse bien la mezcla. Cabe decir
que el embrién es la parte mAs rica en proteina, aportando aproximadamente
el 48%, los cotiledones un 22% y la céscara un 6%.

Es conveniente ademds estandarizar el método usando una proteina de refe-
rencia como la caseina (Dr. Bresani del INCAP, comunicacién personal) o bien
tomar un frijol standard, digiriéndolo siempre que se analicen muestras, en
forma peribdica, pudiéndose conservar almacenado en forma de harina.

En cuanto a la seleccidn del material analizado se pueden escoger algunos
individuos con bajo porciento de proteina, con la visién de que a menos proteina
sea mayor el porcentaje de metionina, por lo que es conveniente hacer seleccidn
de individuos con un 227 de proteina. También se recomienda no hacer andlisis

de taninos y fenoles, debido a que si se cocina el frijol y remueve el caldo,
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se quita los efectos de flatulencia, Si se puede evaluar el material seleccio-
nado, para tiempo de coccidén, por ser mis importante en la calidad proteinica
del frijol.

6.3.1 Evaluaciones en generacidn Ms.

Dentro de los individuos variantes seleccionados en Mz y reproducidos
en M3, resultd una variacidén para menor y mayor cantidad de proteina en por-
ciento. Muchos resultados mostraron significancia con respecto al rango de
proteina en el testigo (ver apéndice No. 2), por ejemplo en J/8/15 se presentd
un 17.2% de proteina y el menor que se obtuvo fue de 167 de proteina en J/15/64.
Mientras que otros dieron valores mds altos como la muestra J/20/129 y 1la
J/20/128 con 247 y 26% de proteina respectivamente y pertenecientes a los
precoces indeterminados.

Basados en estos resultados se recomienda hacer una seleccidén considerando
el nivel intermedio y unos de menor %, para llevarlos a andlisis de aminoicidos,
Digestibilidad, coccidén y nueva evaluacidén de proteina. Se pueden hacer andli-
sis de NPR o eficiencia proteica, luego analizar este material con mezclas
de otros granos en cuanto a contenido de aminoidcidos deficientes y comparar
con el valor nutritivo de la leche.

Se presentan en la tabla de anilisis de proteina (apéndice No. 2), los
individuos analizados con un rango de 16 a 267 de proteina. De acuerdo a este
rango se tomaran aquéllos que tengan de un 23 a 26%, para una nueva evaluacidn
replicada en M4. Luego los mejores individuos se llevardn a otro ensayo en

M Dichos individuos provienen en su mayor parte de la var. Jutiapén.

> En la seleccidén al azar de las variedades, no se encontrd grandes o mayo-
res resultados, a excepcidén de algunos de 24 y 25% de proteina (apéndice No.
2), ésto debido al bajo nimero de plantas analizadas o seleccionadas. Se in-
cluyen miles de individuos para trabajos con proteina, segin Parodi (36),
Konsak (20). Sin embargo los valores mis altos son significativos por lo que
se llega a la conclusién de que tanto los individuos variantes en morfologia
como los no morfoldgicos seleccionados al azar, pueden ser afectados por la
radiacidon en el porcentaje de proteina., Esto también demuestra que las muta-
ciones para el caracter de proteina pueden darse muy al azar en ambos tipos

de seleccidn,
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7. CONCLUSIONES

Se debe partir de materiales genéticos mejorados para realizar estudios

de mejoramiento con mutaciones inducidas por irradiacién.

La induccibén de mutaciones usando radiacidén gamma (Co-60), es una herra-
mienta atil en la obtencidén de variabilidad para el mejoramiento de

plantas.

La irradiacién aguda en frijol (Phaseolus vulgaris L.), provocd dos tipos

de efectos: en Ml produce efectos fisioldégicos que sb6lo se manifiestan
en esta generacibén, como reduccién en altura, estimulacién del coleopti-
lo a dosis bajas, disminucidén en el nimero de semillas, sobrevivencia,
esterilidad y plantas clorofilicas. Luego en Mz; se observan los efectos
mutagénicos, en forma de macro y micro mutantes, como mutantes para ta-

mafio de hoja, color de grano, precocidad y variacidén proteica.

Los efectos fisioldgicos de Ml’ son de buena utilidad para determinar
la dosis a usar en base a los criterios LD50 y GRBO—SO' En nuestro caso
las dosis gge alcanzaron un 20% de letalidad en M1 son 20 y 30 kR, espe-
cialmente en la var. San Martin, y menos susceptible la var. Jutiapan.
El tratamiento de 30 kR en la var. San Martin, llegd a provocar un 347
en disminucidén de altura en plantas, con menor emergencia en el campo.
Esto indica una mayor sensibilidad de la var, San Martin que en la var.

Jutiapdn se pueden aumentar las dosis.

En la var. JutiapiAn se observé una merma en la floracidn, especialmente
a dosis de 20 y 30 kR.

En los resultados de tratamientos y cantidad de mutaciones clorofilicas/
100 plantas, se observdé que al incrementarse la dosis de radiacién, se
aumentaba también la frecuencia de mutantes clorofilicas, pero sdlo hasta
20 kR, en 30 kR se observdé una disminucién. También se considera que
aunque es un criterio muy @til para determinar eficiencia mutagénica
y determinar dosis, no es absoluto. En nuestro caso coincide en la dosis
a 20 kR, comparando el criterio de GR30_50 en M1 ésta no es una conclusidn

definitiva.
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En ninguna de las dos variedades se encontrd diferencia significativa,
para el peso de 100 semillas, debido a la alta dispersién de datos, pero
en general si hubo una reduccién del 58% para la var. San Martin. Proba-
blemente fue el No. de vainas el que disminuybé. Esto se relaciona con
la poca esterilidad y el menor nimero de plantas sobrevivientes a mayores
dosis. Se agrega que en toda la poblacién no se alterd el nimero de

semillas por vaina.

La germinacién en laboratorio, donde se probaron dosis de 0 kR a 40 kR,

no se observd ninguna diferencia significativa entre tratamientos.

Si se desea causar efectos leves se recomienda utilizar dosis bajas,
por su menor pérdida de mutaciones y su menor muerte de células, pero
si se desean efectos dristicos asociados a aberraciones cromosdmicas
y esterilidades, se recomienda usar dosis altas. Los dos criterios son

usados por los investigadores, segiin los objetivos de sus estudios (34).

La seleccidén del material a sembrar en MZ’ no es la mAs adecuada para
trabajar con induccién de mutaciones (Bulk/trat.). No es necesario uti-
lizar bloques al azar, durante las generaciones M1 y M2. Si es recomen-
dable inicgé} ensayos replicados de la generacidn M4 en adelante. La
var, menos sensible (Jutiapin), en Ml’ mostrd en M2 mayores cambios morfo-
l6gicos, no mutaciones. Esto pudo deberse a que hubo mezcla de semillas
en las variedades originales al no haber hecho seleccién en 1la Ml’ a

la ocurrencia de cruces naturales o a otros factores ambientales.

La mayoria de las mutaciones observadas en la M2 pudieron deberse a efec-
tos de la irradiacién. Se esperaban tasas bajas de mutaciones (génicas,
cromosdémicas o extranucleares). Se encontrd un mutante de hoja ancha

estimada como mutacién cromosébémica.

Se obtuvieron cambios positivos en contenido de proteina, aunque ésta
caracteristica estd influenciada por el ambiente. En los anilisis de
My se noté una variacidén en general del 167 al 26%. Tanto los individuos
con variantes en la morfologia como los aparentemente normales seleccio-

nados al azar, mostraron variacién en su porcentaje de proteina.
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8. RECOMENDACIONES

En futuros experimentos, se espera en Ml’ se tengan plantas de mayor
competencia. Se tiene que el nfimero de ramas secundarias es mayor, por
eso se recomienda sembrar a menor distancia. Si es posible hacer un
estudio quimérico sobre la concentracidén de mutaciones en los nudos de

la planta.

Es aconsejable en trabajos de mutaciones inducidas por radiacién gamma
(Co-60), partir de materiales mejorados, a los cuales se desee incorpo-
rar caracteristicas deseables. También es recomendable trabajar en
especies de cultivos con poca variabilidad en el area, arroz, uva, etc.
Siempre es conveniente, al irradiar semillas, saber el contenido de

humedad, por su repercusién en los efectos fisioldgicos en Ml'

Es necesario realizar un anadlisis a nivel de plantula en el invernadero
de material irradiado para determinar la mejor dosis de irradiacién de
acuerdo a los objetivos buscados en el estudio. Generalmente se reco-
mienda usar aquellas dosis que cause en la plantula una reduccién del
crecimientd ¥e 1a primera hoja del 502 - 607 o una letalidad del 50%
al 70Z.

De acuerdo a la seleccidén para proteina, se recomienda que las plantas
precoces y con cambio en el hAbito de crecimiento, sean evaluadas en
M4, para confirmacién de dichas caracteristicas. Ademis evaluar compo-
nentes de rendimiento o bien seleccionar por precocidad, almacenarlos

y ponerlos a disposicién de mejoradores.

Se recomienda hacer un aislamiento de las variedades en el campo al
inducir mutaciones, haciendo una cosecha individual en Ml' También es
conveniente propagar este material en M2’ usando la metodologia por
progenies o bien el sistema de vainas por planta. Se recomienda ademis
hacer un trabajo sobre seleccidén en pureza varietal y seguidamente un
estudio preliminar de dosis en base a los criterios de GR30—50 y LDSO’

para todo cultivo de granos.

Basados en los resultados y para fines del proyecto de mejoramiento nutri-
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cional del frijol, se recomienda hacer una seleccibén, considerando un
equilibrio proteina-rendimiento, es decir escoger individuos de un 23 a
26%, de bajo contenido proteico e intermedios. Para proteina evaluar
en ensayos replicados, notando su variacién de generacién a generacidnm,
digestibilidad o eficiencia proteica (NPR), tiempo de coccibén y compara-
cién al valor nutritivo de la leche. No es necesario hacer anilisis

de fenoles y taninos.

En nuevos estudios para mejoramiento proteico, por induccibén de mutacio-
nes es conveniente irradiar y cultivar grandes poblaciones de plantas.
Esto también es aplicable a la biisqueda de resistencia a enfermedades
y en otros casos se pueden usar cruzamientos o técnicas tradicionales

del mejoramiento.

En cuanto a andlisis bioquimicos y trabajos de irradiacién es indispen-
sable, cumplir con todas las precausiones y cuidados de laboratorio.
En este sentido, se recomienda a la DGEN colocar el aparato irradiador
(fuente de Co-60) en un sitio adecuado y protegido. En relacién a los
anilisis de proteina o bromatoldégicos, se estima necesario y conveniente,

contar con ¢uy laboratorio debidamente equipado y con personal capacitado.

Es recomendable que el material de campo sea almacenado convenientemente
en bodegas que contengan al menos un deshumidificador, estanterias,
bolsas y cajas donde guardar e identificar el material obtenido. Ademis
es necesario fumigar con cierta frecuencia para evitar la pérdida de

dicho material.

Es muy conveniente para trabajos de mejoramiento contar con uninvernadero
sencillo con sus accesorios, incluyendo un humidificador, un equipo de

aereacién (ventilador), macetas, mezcladores de material orgénico, etc.

Se recomienda ampliar los estudios para plantas con propagacién asexual,
especialmente para frutales como durazno, melocotén, manzana y uva.
Seria conveniente hacer estudios replicados en distintas localidades en

cultivos de grano.
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9.1 APENDICE No. 1

GUIA DE CUIDADOS TECNICOS Y CULTURALES
CALENDARIZADOS DURANTE LAS GENERACTIONES MI’M2'M3'

Preparacién del Terreno:

Pasada de chapeadora.
Aradura.

Pasada de rastra- surqueo (2 veces).

Labores Agrondémicas:

Tratamiento del suelo Insecticida (plagas del suelo)

- Herbicida (Preemergente)

- Afalon
Siembra:
Var. Jutiapén.
Var. San Martin.
Fertilizaciones: - 12 Fertilizacién var. Jutiapan, var. San

Martin
- 28 Fertilizacién var. Jutiapin, var. San
Martin

Tratamiento de plagas y enfermedades.
No. aplicaciones de insecticida + fungicida de acuerdo al apareci-

miento de infestacidn e infeccibén o morbosidad del cultivo.

Limpias manuales:
Aporques
Riegos: Al existir * un 40 de H° del suelo p.m.p.=

20% H° en suelo, textura franco arcillosa.

Aplicaciones de Pesticidas en forma preventiva.



9.2 APENDICE No. 2

METODO MICRO-KJELDAHL

Reactivos y soluciones:

a)
b)
c)
d)

e)
£)

g)

Aparatos:

a)

b)

c)

Digestion:

a)
b)

Ac. Sulfdrico, 1.84 gravedad esp. N- libre.

Oxido merclirico rojo N-libre.

Sulfato de potasio N-libre.

Sol. Hidr6éxido de Sodio-Tiosulfato de sodio:

Disuelva 60 grs. NaOH y 5 gr. de N328203.5H20 en agua y diluya

a 100 ml. con agua desmineralizada. También puede hacerse afiadiendo

25 ml. de tiosul., al 257 en 100 ml. de solucién de NaOH al 50%.

Sol. de Ac. Borico; al 4% 6 6%.

Sol. indicadora:

(1)- Solucién de rojo de metilo-verde bromocresol; mezclar una
parte 0.2% alcalina de solucién rojo de metilo con 5 partes
de solucién verde bromocresol 0.2% alcalina.

(2)- Rojo de metilo-azul de metileno; mezclar 2 partes 0.27 alca-
lina de solucidén 0.27% de azul de metileno.

Acido clorhidrico: 0.02 N- 0.04 N preparar tratando que todos los

decimales de la normalidad sean anotados.

Digestor: de gas o electricidad, para calentar un balén de 30 ml.,
causando que 15 ml. de H20 a 25 gra. centi., lleguen a su punto
de ebullicién entre 2 y 3 minutos.

Aparato de Destilacién: De una pieza, parnas Wagner, recomendado
por el comité de aparatos microquimicos.

Balones de digestién: Use balones de tipo soltys o balones Kjeldahl

regulares, de 30-60 ml., para micro muestras.,

La muestra a analizar se debe moler a un calibre de 20 m mesh.

Pesar la muestra molida 0.1 gr.
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c) Agregar 1.1 gr. de muestra digestora KZSO4 (1gr.) + HgO (O.lgr.)

bien triturada, o bien, mezcla de sulfatos de Fe, Cu, K en relacidn

t.1:.05.
d) Agregar 2.5-3 ml. de Ac. sulffirico (concentrado).
e) agregar 4-7 perlas de vidrio para homogenicar la ebullicién.
f) Colocarlo en el digestor, previamente calentado, a los (#3 de

manija) 15 minutos subir a # 5 y dejarlo por 2 horas hasta que
la muestra esté cristalina. Para mds rapidez, se puede utilizar

agua oxigenada, grado reactivo, sblo cuando se usa HgO rojo.
Destilacién:

a) El agua destilada del balén del Micro-Kjeldahl debe estar caliente
para que inicie con facilidad la ebullicién de la muestra.

b) Lavar bien cada balén con agua destilada y colocarla en la copa
del aparato, esperar que caiga toda la muestra y se le afiade 10
ml. de sol. alcalina (NaOH + Na282 03). Esto se debe hacer con
sumo cuidado, ya que la reaccién que se produce es muy violenta
y puede ocasionar la pérdida de la muestra.

c) Se recibe el destilado en 15 ml. de Acido bdrico al 4% con 5 gotas
de indicador.

d) Se refnen 40 ml. del destilado (solucién con amoniaco). Debe

variar el 4cido de morado a celeste.

Titulacidn:

Recogido el destilado se titula con A&cido clorhidrico 0.01 a 0.04 N,
aqui vira la solucién de celeste a salmén. Se anotan los ml. gastados,
porque se esti cuantificando la cantidad de amoniaco.

a) Calculos:
ZN= V-B X N X 14.007 X 100
Peso muestra (mg.)

ZN=  Porcentaje de Nitrdgeno total.
V= ml, gasto de HC1 B= ml. gasto testigo en blanco.
El resultado se multiplica por 6.25 (constante) para obtener el 7 de

proteina en la muestra.



CUADRO No. 18

ANALTSTS DE PROTEINA USANDO EL METODO MICRO/

KJELDAHL PARA 208 MUESTRAS SELECCIONADAS
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huestra | ;980, 1FL. GBSEO 1 4w % % Proteina | Observ.
1 0.1024 5.3(~2) 2.514 20.53 Cifras
0.1041 | 10.6 4.0616 sigiitica-
2 Q1032 1qa1 3.8588 24.0 tivas tres.
0.1011 9.9 3.8414
3 0.1043 9.4 3.4715 21,14
0.1058 9.3 3.39°3 Ejemplo de
4 0.1059 | 9.2 3.3426 20.89 la toma
0.1041 9.4 3.4933 original de
5 0.1049 9.1 3.3262 21.3 datos.
0.1041 9.4 3.4933
6 0.1037 9.3 3.4166 21.04
0.1050 9.0 3.3173
T 0.1052 8.7 3.17°99 19.4
0.1053 8.6 3.0802
8 0.1037 10.9 4,°177 26.5
0.1045 11.1 4,2672
9 0.1032 9.5 4,6000 ?3.3
0.1048 9.3 3.4232
10 01048 9.3 3.4232 20.83
0.1031 8.8 32413
Testigol blanco X= 2ml, con 0,0333N IICl.
Testigo Sam Martin= % de Hroteina |[X= 22.8 %
T estigo Jutiapan = % de Hroteina [X= 21.5 %
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Coutinuacién de Analisis de Proteina. Precoces -Tipo III-Jutiapan.

% de Pro- % de Pro- %de Pro-
T denti?. teina.X.. | Identif. tetna X identif. teina X

J/8/11 20.9 J/15/46 20.6 J/20/80 21,8
3/8/12 19.7 " /AT 2.7 " /81 ——
J/8/13 19.1 " /48 20.8 " /89 19.8

"/14 25.6 " /49 0.5 " /83 21.4
" /15 17.2 " /50 20.5 " /88 29,0
" /16 20.6 " /51 21.7 " /86 20.4
"/ 17 17.6 " /52 24,0 " /87 21.7
" /18 18.0 " /53 19.4 " /88 21.4
" /19 21.1 " /54 21.6 " /89 21.6
" /20 20.5 " /55 21.1 " /90 19.7
"o /o1 23.5 " /56 23.1 "o /91 20.7
no /22 20.8 " /57 23.6 " /92 19.5
no /23 23.5 w58 20. 3 " /93 19.1
"o /24 23.6 " /59 22,0 " /94 23.2
" /23 21.2 " /60 20.9 " /98 21.4
" /26 20.7 " /61 19.0 " /96 19.4
"o /27 -—— " /62 21.7 " /97 20.4
"15/29 24.0 " /63 18.8 " /98 19.9
" /30 16.4 " /64 16.3 " /99 21.6
" /31 23.3 " /65 19.7 " /10N 19.3
"o /32 .9 " /86 | "0.3 " /101 18.9
" /33 32.0 " /67 21.7 " /102 20.3
" /34 22,1 " 20/68 19.8 " /103 20.8
" /35 24.3 " /69 3.1 " /104 20,2
" /36 17.7 " /70 7.7 " /105 19.8
" /37 22,3 " /71 21.4 " /106 0.9
" /33 22.1 no /72 21.1 " /107 19.5
" /39 21.9 " /13 20.4 " /108 17.7
" /40 18.4 " /74 19.9 " /109 18.6
"o /41 20.7 " /75 _— " /110 18.8
"o /42 19.6 " /76 20,8 " /111 18.7
" /43 21,8 " /T 22,9 " /112 21,1
" /44 21.8 " /78 16.7 " /113 20.8
" /45 21.3 L " /79 18.3 n /114 | 17,6 —
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% de Pro-[ " de Pro- % de Pro-
teina X .| Tdentif. { . . “3 Identiff teina X
Tdentif. etha - eina )
J/20§115 18.1 Hoja <nchia-Gruesa GSeleccién-No \Morfolog.
J/20/116 18.0
J/20/146 |  23.5 348/169 4.8
" /117 16.0 .
/147 18.0 " /17(’ f)O 7
" /118  19.3 , , 20.
' /145 23.4 "
, /171 17.8
" /119 19.8 ,
! /149 23.0 " ”
/172 21.0
"o /120 16.0 Foe 2 96 | N s
" /121 0.7 o " " /173 20,4
J/15/17 .
w129 01,5 Color de [Vaina. "/ ’j17; 19.9
22.8
" 2 21.2
/123 J/20/150 29,8 " /17 "
" /194 21.3 [AY) 23.6
A " /151 26.6 "o /177 23.3
‘ ) " /152 25.22 "o /178
n /126  n0.4 18.1
" /153 94,0 " /17q 17
no /121 01,3 * -5
’ " /154 | 17.0 " /181 -
" /19& 24,0 il e O
- T " /155 25.7 " /182 25,2
~ "
" /129 26.0 " /156 605 1 " /183 22.7
" /1'3 17.6 e /184 25.6
’ " /157 25.0 " /185 21.4
" s ] ” 2] o
. ”j S AN B R T
13 20.4 " /159 24,0 " /189 19.8
Fe= 6 (gltameiite " /160 6. 4 Fe= 1,97 | N.S.
'hific.) ISR L |
Tc=".86 | altamente Sn)/8/19¢ 21.5
Lo Pl tt "o /191 21.8
Clorofilicos sighitTliqativa. " /192 20.9
Anormales./Jutiapan " /193 21.4
Precoces {Sn. Martin " 15/104 20.°2
J/8 /133 22,8 " ;195 25.3
' " 196 22,2
" /134 23.3 J/8/161 23.4 " 7197 19.9
" /135 23.6 " /16° 3.4 " /198 22,2
" /199 21.3
" /136 24.8 " /163 20.8 "0 /200 o9, o
" /137 22.0 " /164 21.5 " /201 4.8
" /138 23.0 Y e 2 /202 21.2
ST e /166 ;..5.0 " /?ns (1'5
" /139 23,9 " /187 06 . 7 "o /205 29,7
) " /206 23,8
" /140 21.9 " /168 3.0 " /,0)07 21.3
" /141 22.9 Fe= 1.16 | 1.S. Te=.,67 N.S.
" /142 25.6 " /204 21.5
rc= 2,24} N.S.




CUADRO No. 19

9.3 APENDICE No. 3

GERMINACION DE LA VARIEDAD JUTIAPAN EN EL CAMPO

No. de Plantas

BLOQUE i id
0Q I Germinadas % de GerminacioOn
Tratamiento A 28 100
Tratamiento B 28 100
Tratamiento C 28 100
Tratamiento D 28 100
Tratamiento E 28 100
BLOQUE II
Tratamiento A 27 96
Tratamiento B 28 100
Tratamiento C 28 100
Tratamiento D 28 100
Tratamiento E 19 67.8
BLOQUE III
Tratamiento A 28 100
Tratamiento B 24 85.7
Tratamiento C 28 100
Tratamiento D 20 71.4
Tratamiento E 26 92.8
BLOQUE 1V
Tratamiento A 28 100
Tratamiento B 24 85.7
Tratamiento C 21 75
Tratamiento D 13 46.4
Tratamiento E 17 60.7
BIOQUE V
Tratamiento A 25 89.3
Tratamiento B 28 100
Tratamiento C 25 89.3
Tratamiento D 20 71.4
Tratamiento E 17 60.7

Lectura: gunio 3, 1982, 7 dias despues de la siembra.,
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CUADRO No. 20

ALTURA DE PLANTAS DE LA VARIEDAD JUTTAPAN¥

Plantas Izgquierda _ Plantas Derecha

BLOQUE I 11 213 lalsle |7 11231456 |7

Tratamiento A 23 16} 14|13} 9 | 15 30| 22| 7 | 30| 30} 30} 30
[ Tratamiento B Te30] 20| 30| 291 30 | 30 371 301 331 231 30] 22

Tratamiento C 25 28| 32| 13| 15] 25 | 26 33| 311 38| 23] 40 37
Tratamiento D 30 20] 20| 15] 27| 25 291 30| 28] 271 32| 24 23
Tratamiento E 24| 30)] 10| 20 20| 23| 26 171 191 28] 8 | 20[ 20| 30

BLOQUE II
Tratamiento A 25| 25| 25| 26} 25| 26 | 26 26| 311 33| 26| 26] 29| 29
Tratamiento B 15[ 24| 22| 22| 20| 22 | 25/20] 24| 29] 20} 25| 25| 24| 29
Tratamiento C 22] 25| 22115 251 28] 31| 10} 15] 27| 2d
Tratamiento D 13[ 15] 10]15] 22| 22 | 25 12| 14] 10l 30 23] 23] 29
Tratamiento E 12 23] 15| 13

BLOQUE III
Tratamiento A 15| 15| 14| 10| 14 221 9 | 14] 14| 13] 19] 27
Tratamiento B 23] 30| 23| 17] 25 17 | 20 24| 17] 17] 23] 25
Tratamiento C 24] 25| 23] 25| 24| 23 | 25 T~ 17 17| 231 13| 27 | 28
Tratamiento D 15| 25| 20| 25| 25 | 20 9 1 15[ 10] 17| 19] 17
Tratamiento E 5] 8 | 15| 16| 16| 23 0] 20] 10] 18] 12

BLOQUE 1V
Tratamiento A 30 27| 27| 26] 27| 26| 28 14| 10] 12 24| 29| 20} 10
Tratamiento B 18 101 121 161 25| 23 | 24/24] 25| 9 | 20} 20
Tratamiento C 14 20] 20] 14| 14| 15 201 301 191 21| 1a| 11 ] 12
Tratamiento D 71 9 | 10 231 24| 22| 191 18
Tratamiento E 300 27] 271 26| 27| 26 | 28 7] 10l 5 |5 |89

BLOQUE V
Tratamiento A 29 23] 2423} 25]23]22 201 28] 16}
Tratamiento B 24| 24| 24| 281 25 | 24 | 20 351 20| 10] 251 261 11| 11
Tratamiento C 700 10| 221 23 70] 20] 15] 231 21
Tratamiento D 12 16| 1212 12112 |12 12] 10] 7
Tratamiento E 2d 18| 20[ 18| 22 | 22 | 20 20 20! 10| 10

*aplturas tomadas a los 45 dias después de la siembra del nivel del suelo al pun-
to de crecimiento (cogollo) de la planta.
Altura en cms.




CUADRO No. 21

FLORACION DE LA VARIEDAD JUTIAPAN¥*

Nro. de Plantas

BLOQUE | con Flor % de Floracion
Tratamiento A 8 57.1
Tratamiento B 13 92.8
Tratamiento C 15 100
Tratamiento D 12 85.7
Tratamiento E 8 57.1

BLOQUE 11
Tratamiento A 15 100
Tratamiento B 15 100
Tratamiento C 9 6L4.3
Tratamiento D 9 64.3
Tratamiento E -1 7.1

BLOQUE 111
Tratamiento A 7 50
Tratamiento B 12 85.7
Tratamiento C 10 71.4
Tratamiento D 8 57.1
Tratamiento E .. 28.6

BLOQUE 1V
Tratamiento A 12 85.7
Tratamiento B 8 57.1
Tratamiento C 8 57.1
Tratamiento D 5 35.7
Tratamiento E 2 14.3

BLOQUE V
Tratamiento A 9 64.3
Tratamiento B 13 92.8
Tratamiento C 6 h2.9
Tratamiento D 2 14,3

E 8. 57.1

Tratamiento

* Lectura tomada el

13 de julio de 1982.
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CUADRO No. 22
GERMINACION DE LA VARIEDAD SAN MARTIN EN EL CAMPO

No. de Plantas . . 2
B UE I %

L.OQ Germinadas de Germinacidn
Tratamiento A 27 96.4
Tratamiento B 28 100
Tratamiento C 22 78.6
Tratamiento D 20 71.4
Tratamiento E 9 32.1

BLOQUE II
Tratamiento A 25 89.3
Tratamiento B 30 100
Tratamiento C 23 82.14
Tratamiento D 16 57.1
Tratamiento E 8 . . 28.6
BLOQUE III
Tratamiento A 27 . 96.4
Tratamiento . B 28 100
Tratamiento Cc 26 92.8
Tratamiento D 21 75
Tratamiento E 20 71.4
BLOQUE IV .
Tratamiento A 27 96.4
Tratamiento B 27 96.4
Tratamiento C 27 96.4
Tratamiento D 23 82.14
Tratamiento E 17 60.7
BLOQUE V
Tratamiento A 24 85.7
Tratamiento B 28 100
Tratamiento C 23 82.14
Tratamiento D 21 75
Tratamiento E 11 39.3

Lectura: Junio 3, 1982; 7 dias después de la siembra.
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CUADRO No. 23
ALTURA DE PLANTAS DE LA VARTIEDAD SAN MARTIN*

" 'Plantas Izquierda Plantas Derecha

BLOQUE I 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Tratamiento A 20| 28| 25} 25 10| 10| 10 15120110 |9 9 251 30
?:atamiento B 25| 281 28] 35 34 ] 26| 24 201 311}132]130] 30] 351 30
Tratamiento C 161 23| 20{ 20 32| 30| 30 2011211419 4 29 | 30
Tratamiento D 20| 16} 201 20 20| 18} 20 25| 6 20 ] 28] 20} 30
Tratamiento E 9 23 o 8 8 |30]10] 22

BLOQUE II
Tratamiento A 32| 34 34} 32f 32} 32| 34 19119 |16 | 22| 32 34 ] 12
Tratamiento B 25} 321 30] 30 26} 32130 | 29{120}]24|35] 24] 25| 30
Tratamiento C 20| 244 24| 23] 25] 25} 1 2020130} 30] 22| 30
Tratamiento D 20} 20| 20| 22} 221 20 6 21} 20| 22
Tratamiento E 7 20] 15¢f 9 23 1.7 7 [ 11

BLOQUE III
Tratamiento A 30] 10} 20} 28] 28| 28] 30 - 351 20|25 31} 33] 30} 33
Tratamiento B 251 24 | 28| 20 281 25[ 28 | 241 28f32]28}f 30f 12] 30
Tratamiento C 22] 241 221 18 181 20| 20 - 301 3314020 20] 21} 15
Tratamiento D 22| 20 28] 20 241 20| 24 13| 3018110} 12} 10
Tratamiento E 181 24| 16| 18] . | 1. 19}10] 10

BLOQUE VI
Tratamiento A 241 24 | 24 '3g: 22| 221 22 301-23430)13] 25{ 20} 10
Tratamiento B 241241241 3 241241 — 381 15 | 30 | 29} 29] 29] 30
Tratamiento C — 24| 24 26} 26| 25124 22 | 31]26{38}]22]| 22
Tratamiento D" 201 251 231 201 251 25| 23 | 10] 10|15 | 14} 30f 30} 30
Tratamiento E 20| 25| 14] 19 . 251 14

BLOQUE V
Tratamiento. A | 30| 30.{30] 30 28|20} | 30]:201301] 12} 20} 20 21
Tratamiento B —321.301 30 30[ 30| 30] 30 | 31]30]129 |30}:22] 40} 32

- Tratamiento.. C 2al 26128 30 | - [ 21}10]20}24] 28] 391} 14

Tratamiento D 201 151 16| 171~ | | | 21]20f20f12] 19 17} 17
Tratamiento E 151 20} 28] . _ N 8 12118 ]119¢ 10

+ Alturas tomadas a los 45 dfas después de la siembra; del nivel del suelo al pun
to de crecimiento (cogollo) de la planta.
Altura en cms.




CUADRO No. 24
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9.4 APENDICE No. 4

CUADROS GENERALES DE ANDEVAS, Ml’ MZ’ M3.

kndeva.No.

1:

"Sobrevivencia™; plantis con fruto lleno,
estzdo de ejote y a la madurez, M,

L]

Fecha: 26/Nov./82. San Martin.
Fc.= 0,63 ; CV= 7% No significative.

hndeva No.

"Sebrevivencia"; plantas con fruto lleno, estado de
ejote y a la madurez o cosecha. 22/Nov./82. M, .
Jutiapdn; Fc+= 1.46 ; CV= 4% ; Ft= 3.001 ; N.S.

ndeva No.

"% de emergencia en campo"; Var. Jutiapdn, M.
3/Jun./82; 7 dfas despues de siembra.
Fc= 3.5 ; CV= 7% ; Significative, ver Pnueba Tukey.

nndeve No.

"% de Emergencia para la var. San Martin. 3/jun/82.
Fe= 25.27 CV= 6% ; Significativo (ver Tukey)

pndeva No.

"Lifecto en altura™, M, var. Jutiapdn. 10/ jun/82.
dates sinilares a los 47, 47 dfas d.s. ( cms.)
Fe= 2.4 CV= 15% ; No ®ignificativo.

pndeva No.

Efecto en altura", My, var. san Martin. 10/Jun/82
datos similares a 45,47 dias desp. de siembra, (cm.)
Fe= 15,17 CV= 12% ; Significative al 5 %

Andeva No.

Produccibén cambios morfolégicos", M,, var. Jutiapdn.
Fe= 3.5 CV= 32% Significativo (ver Tukey).

andeva No.

Cambios en color de vaina", M,, var. Jutiapén.
Fe= 1.79 GV= 31% ; No significativo.

ndeva Ne.

vonsiderado no necesario , “Yolor de Flor.

Andeva No.

10:

Mutaciones en Hoja Ancha. var. Jutiapdn.
Fe= 7.5 CV= 32% ; Significativo.
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Continuacién Andevas,

indeva No. 1li: Mutaciones Clorof{licas-Anormales,M2, var. Jutia.

hndeva. No. 12: vambios en el tipo de habito, M,, var. Jutiapdn.

Fc= 1.88 CV= 504 ; N. S.

Andeva

No. 13: Cambios/trat. en var. San martin , M2

l‘c= 105 CV‘:‘- 2970 ; N.S.

Andeva

No. 14: Cambios en precocidad, var. San Martin M2 .

Fc= 0.67 CV= 29% N.S.

Andeva

no. 15: MNutaciones clorofilicas-~anormales, San lMartin, M2.

FC: 104 CV= 26o53% ; No S;a

hndeva

No. 16: "Numero de demillas", M,, Var. Jutiapan.

rc= 3.44 <¢V= 31 Signifficativo.

Andeva

No. 24: "Esterilidad" No. sem/planta, M,, Jutiapan.

fAindeva No. 17: "Peso de 100 semillas", en gramos, M., Jutiapédn.
Fc= 0.969 CV= 10% ; N. S.

%ndeva No. 18: "Numero de semillas", M,, var. San Martin.
Fc= 4.44 CV= 18% Significativo-.

Andeva No. 25: "BEsterilidad", No.sem/planta, M, San Martin.
Fe= 1,19 CV= T% N. S.

Andeve No. 19: "Peso de 100 semillas", M,, en gramos, San Martin
Fe= 1.74 CV= 15% ; No. S.

Andeva No. 20: Peso total de semillas, var. Jutiapan.

Andeva No. 21l: Peso de total de semilles, var, Jutiapan.

Fe= 3.0 CV= 31% ; No significativo.
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Coutinuacién Andevas.

ANDEVA No., 22 : "Sobrevivencia", No. de Plantas con flor, _60%

My, a los 45 dfias, Jutiapan.
\ Fc= 0.81; CV= 12%; No significativo.

Andeva No. 23 : "Sobrevivencia", No. de plantas con flor, 60%
Ml, a los 45 dias d.s. , San Martin,
Fe= 27.43 ; CV= 5%: Significativo

Andeva o, 26 : "EStilidad", % de Floracidn, Ml, var. Jutiapan,.
Fe= 4.25 CV= 21% ; Significativo.

CUADRO No. 25

CUADIOS GENERALES DE ANALISIS DE MEDIAS PORl LA

DUUEBA DE TUKEY DE Hl’ M, .

gnueba de Tukey del Andeva No.3: "Sohrevivencia", Zmergenc’a/Jut.

No existe difereiicia entre media

Prueba de Yukey del Audeva No 4: "% de Emergencia', San. artinu.

~and

Media= 1= 9.68 a

med 2: 10.01 a

med 3: 9.340 a b

med 4: 8.54 b

med 5: 6.78 c

Prueba de Tukey, Ainndeva Ko, 6: Prueba de Tukey, Andeva ho. 7

MED 1: 23.94 a Med 1: 1.08 a
Med 2: 28.04 a Med 2: 2.78 a
Med 3: 23.58 ab Med 3: 3.10 a b
Med 4: 19.56 abec Med 4: 5.02 b
Med 5: 15.96 c Med 5: 2,03 a b

Prueba de Tukey del “ndeva No. 10: l\utacioiics Honja 4ncha.

La media 4, es diferente de todas , las demds.




Continuacion !'ue

bas Tukevy,

Lrueba de Tukey del Andeva No,16: MNimero de semillas/Jutiapan.
No Existe diferencia entre medias.

Prueba de Tukey, Andeva x0.18 Prueba de Tukey, Andieva No. 21
VED 1: 29.80 a ‘ted 1: 15.58 a b
Med 2: 31.45 a Med  2: 16.7T4 b o¥ ¢
Med 3: 30.45 a Med 3: 16.45 b ¢
tled 4: 26.96 a b Med 4: 14.00 a c
ed 5: 19,88 b Med 5: 10.85 a

CUADRO No. 26, .

ANALISIS DE REGRESION-CORRELACION, Mé

Enalisis para lutaciones Clorofilicas vrs. Camhios Positivos

Variedad Jutiapan ; Modelo Gamma:
Regresion Error Total B1=13.25847477
GL 2 Gl 2 Gl 4 B2=66.5271805
SC 1708.965G633 SC 278.2224035 SC 1987.1870 [R2=0.85999923
o 85474m281d6 CM 139.1107018 Parametros A= 0.927
FC 6.142466438 BO= 27.4°1131
Analisis; Trat. vrs. Mut. Clorf, :n, Martin.; odelo Gaima
Regresion Error Total Bl= 1.933845
GL 2 GL "2 GL 4 B2= 0.934836
SC 992.4922 SC 780.03689 SC 1772.592 R2= 0.559929
CM 496, 2461 Cm 390.01844 Parame tros R = 0.748°84
P
Analisis; Trat. vrs. llut. Clorf. J..tiavan; ‘'olelo Geometrico
Rezresion Error Total Bl= 0.06752
GL 1 GL 3 GL 4 B°= 0.0008
CM 2,.384745 Cm 0.219152 Parametros R= 0.89537
FC 10.88171 o= 0.171

‘Analisis; Jut.

vrs. 3n M,artin

BO= 0.17893 ; Bl= 1.41 B”= 0.001

Modelo Lineal
2= 0.840904

R= 0.91703
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