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RESUMEN

La ampliacién de la variabilidad genética por mutaciones induci-

das por radiaciones, es comin en programas de fitomejoramiento.

Las semillas tratadas con radiaciones, sufren dafios fisioldgi- .
cos que disminuyen la efectividad mutagénica del agente, por lo que se ha
introducido el uso de radiprotectores, sustancias quimicas que protegen
a los organismos tratados, de los efectos secundarios producidos por las
radiaciones ionizantes, permitiendo que un mayor niimerc de plantas expre-

sen los cambios genéticos producidos por el agente mutagénico.

En los experimentos que se resefian, se usé la cebada variedad
himalaya como material bioldgico, en virtud de que existen amplios ante-
cedentes de su uso como vegetal superior en investigaciones de mutagéne-

sis y de radiobiologia.

En' el presente trabajo se trataron semillas de Hordeum vulgare
variedad himalaya con diferentes dosis de rayos gamma de 60 Co. Las se-
millas fueron pretratadas con agua AET y L-cisteina con el objeto de eva
luar sus efectos protectores contra el dafio fisiol6gico. Los tratamien-
tos se disefiaron siguiendo un modelo factorial completamente al azar de
3 x 9 con3 repeticiones. Las plintulas de la generacidén Mi fueron eQalug_
das al término del crecimiento en condiciones de laboratorio con luz,
temperatura y humedad controladas, mediante el porcentaje de la germina-
cidn, la altura del coledptilo y la plantula, asi como el niimero, tamafio,
longitudes y anchos cellulares de los colebptilos, a fin de cuantificar el

efecto de las radiaciones y las sustancias protectoras.

Este trabajo demuestra que el tratamiento administrado ofrece
proteccidn a altas dosis de radiacidn, de 100 a 1400 kr, expresado lige-
ramente en la altura de la plintula y notablemente en el promedio de la
altura de los coledptilos. Esta proteccidn se expresébtambién en la lon
gitud y ancho de las células de los coledptilos. Asi mismo la proteccidn
se expresd en el porcentaje de supervivencia, cuando las dosis de radia-

cién estuvieron entre 100 y 600 a 1400 kr, en comparacidén con el control



donde la mortalidad de 100% se obtuvo desde la dosis de 1200 kr.

A fin de tener pardmetros de comparacidn se obtuvieron las
DLSO y fueron de 852.79 kr para el lote tratado con agua y de 1125.46 y
1088.55 kr para los lotes tratados con AET y L-cistefna.

Se discuten los posibles mecanismos radioquimicos y bioguimicos
o metabdlicos en donde actflan los protectores en el material irradiado.
Se coincide con otros autores en la opinidn de que la elongacidn celular
es un proceso sobre el cual la radiacidén tiene menos efecto en relacién
a la divisidn celular, debido a la proteccidn brindada por las sustancias
estudiadas. También se vieron favorecidos otros procesos enzimdticos,
que elevan significativamente la supervivencia del material tratado con -

las sustancias protectoras.



INTRODUCCION

La evolucién biclBgica es el proceso de cambio y diversifica-
cidén de los organismos a través del tiempo. Los cambios evolutivos afec-
tan todas las caracteristicas de las formas vivas: su morfologia, fisiolo
gia, comportamiento y ecologfa.

Estos cambios fundamentalmente son genéticos, cambics en los ma
teriales hereditarios, que transmitidos de generacidn en generacién y ma-
nifestados en el fenotipo interaccionan con el medio ambiente, determinan
do lo que el organismo es.

Esta evolucidn sélo puede ocurrir si hay variabilidad heredita-
ria, cuya primera fuente es la mutacidm.

El modelo de Watson y Crick, planteado para la estructura mole-
cular del ADN ha dado un sustpéto formal a la teoria de las mutaciones
explicando satisfactoriamente los fendmenos moleculares involucrados-asi -
comoe sus implicaciones biolégicas.

La mutacién es considerada como un cambio en la estructura qui-
mica del ADN, por lo tanto es mutacidn, todo cambio cualitativo y cuanti-
tativo en el material hereditario.

Estas alteraciones pueden llevarse a cabo en 3 niveles.

1) Al cambiar el nfimero de los cromosomas: pleidias o aneuploi-

dias.

2) Cuando se altera la estructura de los cromosomas como en las

translocasiones, inversiones, fusiones, fisiomes, etc.

3) Al alterar la informacién de los cromosomas por mutaciones

puntuales.

La variabilidad obtenida por mutaciones inducidas, no difiere
de la causada por mutaciones espontineas durante la evolucidn. Los méto-
dos usados para inducir mutaciones en los programas de fitomejoramiento,
incluyen bdsicamente los mismos mecanismos que ocurren en mutaciones es-
pontaneas .

Los programas de fitomejoramiento incrementan notoriamente la

frecuencia de mutaciones (Sigurbjdrnsson y Micke, 1974).



En este tipo de programas, las mutaciones pueden obtenerse de

muy diversas maneras: (Sigurbjdrnsson, 1977).

1.~ Buscando la mutacidén puntual.

1) Mutantes usados directamente como variedades mejoradas.

2) Haciendo cruzas de mutantes con variedades parentales.

3) Cruzando dos variedades que aparentemente llevan el mis-
mo mutante, ete.

II.- Buscando mutaciones cromosémicas.

1) Por el uso de translocasiones, transfiriendo caracteres
de otras especies o géneros.

2) Diploidizacidn de poliploides, ete.

I1I.- Por el uso de agentes mutagénicos.

1) Uso de radiacidén para produccidn de haploides y sexuali-
dad transitoria.

2) Uso de mutdgenos fisicos o quimicos para aumentar o ba-
jar la frecuencia de quiasmas.

3) Para obtener mutaciones inducidas en estudios especiales
de genética o procesos fisioldgicos, morfolégicos o bio-

quimicos en plantas de importancia agron&mica.

De hecho se ha considerado que el fitomejoramiento inducido por
el uso de radiaciones, constituye una rama muy importante de la radiobio-

logia (Sigurbjérnsson y Micke, 1974), Tablas 1y 2.

1.- Caracteristicas fisicas de la Radiacidén usada como Mutdgeno

Los principales tipos de radiacién usadas como agentes mutagéni
cos en los programas de fitomejoramiento, son las radiaciones ionizantes
como rayos X y gamma, que son radiaciones electromagnéticas que contienen
gran cantidad de energia, lo que les confiere una propiedad de ionizacidn
y excitacidén sobre &tomos y moléculas. Las longitudes de los rayos X es
entre 3 x 109 ma 3 x 10712 m, las de los rayos gammas son de 3 ¥ 10712

m, y poseen mis energia por fotdn que los rayos X.



TABLA 1, LISTA DE VARIEDADES PRODUCIDAS POR MUTACIONES INDUCIDAS

POR DIVERSAS CLASES DE MUTAGENOS FISICOS

Nueva variedad

Rayos Gamma
del 60 Co

Caracteristicas mejoradas
de la variedad

Fuente de inofrmacién

g

Tripo Panadero

Sonora Sharbati

Semillas.
20 Xr

' y ]

Color ambar del grano
Tallo corto
Maduracién temprana
Alta calidad de pro-
terina y lisina

Swaminathan 1967

Sinvalocho Gam-
ma,

Semillas.
20 Kr

Mis resistencia a la ro
ya negra del tallo y de
la hoja

Favret y Ryan 1962

Novosibirskaia

Semillas
20 Kr

Aumento en la resisten-

cia y calidad de la leva-

dura.

Cherny et al., 1970

Incremento caract. agro
némicas

Resistencia a enfermeda
des.

Mayor contenido protef-
nico

Parodi et al.,1970




TABLA 1.

LISTA DE VARIEDADES PRODUCIDAS POR MUTACIONES INDUCIDAS

POR DIVERSAS CLASES DE MUTAGENOS FISICOS

Nueva variedad

Rayos Gamma

Caracteristicas mejoradas

del 60 Co . de la varjedad . ......... . .. ...
Arroi
Iratom 38 - Variedad tempranera por Shamsul 1970
3 a 4 semanas y 2% més en ‘
proteina que la variedad
madre,
PARC-2 40 Krad - Granos més largos con me Santos et al., 1970
nos ireas de blanquesines
- Alta calidad comestible
Pelita I/1 - Madurez temprana Ismachin y Mickaelsen
- Produccifén varias estacio 1976
ciones del afio.
- Mayor resistencia de la ho
ja a enfermedades
Nihanbare 20-30 Krad - Aumento de proteina por Tanaka 1976

Unidad de 5rea_




TABLA 1. LISTA DE VARIEDADES PRODUCIDAS POR MUTACIONES INDUCIDAS

POR DIVERSAS CLASES DE MUTAGENOS FISICOS

Fuente de informacién

Nueva variedad Rayos Gamma Caracteristicas mejoradas
del 60 Co . de la variedad :
Avena
Iratom 38 - - 2% de incremento en pio- Shamsul 1970

tefna con relacibn a la
variedad progenitora.

Parc I 40 XR - Granos més grandes y del Santoset al., 1970
gados con menos Adreas - ‘
blancas,

Cebada

Gamma No. 4 ~ Variedad de tallo corto

Yammaguchi 1969




TABLA

2 Variedades obtenidas por medio de mutaciones inducidas

PERIODO DE OBTENCION

NUMERQO DE VARIEDADES OBTEN!DAS

Plantas de Plantas
Cosecha Ornamentales
Antes de 1951 3 -
1952 - 1956 ] -
1957 = 196l i
1962 - 1966 18 15
1967 - 1971 5 25
1972 - 1973 1 7
TOTAL 98 47

Tomada de SigurbjSrnsson y Micke -1974

A ey



Otro tipo de radiaciones son las corpusculares, compuestas de
particulas subatdmicas como electrones, rayos e y neutrones. La energia
de electrones y protones se puede incrementar con el uso de méquinas ace-
leradoras, pudiendo inecluso acelerarse elementos que han perdido uno o
més electrones orvitales. Tanto las radiaciones electromagnéticas como
las corpusculares producen ionizacidn y excitaciones en el material en

que inciden presentdndose diferencias en los mecanismos de interaccidn.

En la interaccidn de los rayos X y gamma con la materia, pueden
ocurrir tres procesos: el efecto fotoeléctrico, el efecto compton y la
produccidn de pares del tipo electrdn-positrdén. E1 efecto fotoeléctrico
se presenta cuando la radiacién electromagnética incidente, cede toda su
energia a un dtomo y &ste al expulsar a un electrdn queda ionizado, mien-
tras que el electrdn expulsado provoca a su vez, ionizaciones secundarias

que pueden ser mis trascendentes que la ionizacidn primaria.

El efecto compton puede considerarse como el choque elistico
del fotdn incidente con los electrones orvitales, una fraccifn de la ener
gia del fotdn se utiliza en expulsar un eléctrén, la otra se dispersa con
una energia menor, es decir con una longitud de onda mayor y propagédndose

en una nueva direccidn.

La produccidén del par ibénico electrdn-positrén, donde la inter-
accidn se realiza con el nficleo atémico, el proceso es complejo y consis-
te en la conversidn de la radiacidn incidente en un electrdn Yy un posi-
trén, produciéndose de esta forma la conversidn de energia en materia.
Las radiaciones corpusculares difieren unas de otras en tamafio y carga,
pero el mecanismo por el que pierden energia al interaccionar con la mate
ria es el mismo. La excepcidn a estos mecanismos lo constituyen los neu-
trones, que al no poseer carga, sacan a los protones de los niicleos atd-
micos, los que disipan su energia por diversos procesos. Las particulas
cargadas interaccionan en forma ineldstica con los electrones de los 4to-
mos que atraviesan a los cuales expulsan, produciendo iones, A su vez
los electrones expulsados pueden producir mds ionizaciones. Puede tam-

bién ocurrir el fendmeno de excitacidn electrdnica cuando la energia sumi



nistrada al &tomo por la particula cargada no es suficiente para producir
la ionizacidn y el electrdn s8lo se desplaza a un nivel de mayor energia,

quedando un &tomo excitado.

La densidad de ionizacibn es expresada en valores de LET (trans
ferencia linear de energia), que es la energia disipada por unidad de lon

gitud a través del trayecto de las particulas ionizadas.

Los rayos X y gamma son ejemplos de radiaciones de bajo LET,
donde las ionizaciones son muy esparcidas a lo largo del camino de la on-
da. Contrariamente a lo sucedido con las particulas ionizadas como los
rayos o{ , protones o neutrones donde las ionizaciones ocurren mucho mis

densamente a lo largo del camino de ionizacién. (Reyes y Flores, 1972).

2, Efecto Quimico de las Radiaciones Ionizantes

Las radicales OH hidroxilo son agentes fuertemente oxidantes
que se proéucen con la radidlisis del agua. E1 electrdn libre puede po-
larizar un nimero grande de moléculas de agua, por lo que se le llama
electrdn hidratado. (Ahnstrdm, 1977).

Radiaeidn

e —e @ aq
€8 — o H'+ O

La recombiracidn entre radicales libres resulta en la produc=

e aq + e ag H2 + OH™

H' + He — 1,

OH: + OH+ — H202



Para los radicales libres hidroxilo (OH*) que se l;x"oducen en
sistemas biolégicos, las.bases ﬁﬁricas y pirimidicas constituyen uno de
sus blancos mids importantes (Schmidt y Borg, 1976). A los radicales OH se
adjudican los dafios producidos por las radiaciones y también la peroxida-
cidén de los lipidos que se encuentran en las estructuras membranosas (Ta-
ppel, 1972), Vladimirov y Archakov, 1972). Cuando la radidlisis se efec-
tia en presencia del oxigeno, se forman radicales perdxido (H02) que pue-

den reaccionar con las moléculas de dcidos grasos

H02' + RH* ——» H202 + R

con 02 en el medio se forma un nuevo radical
RDZ: R+ 02 ———— RO2

que puede reaccionar con otra molécula de &cidos grasos

RO2 + RH ~——————» ROOH + R*

Los radicales obtenidos pueden reaccionar entre si y con iones

metdlicos de valencia variable formando productos moleculares activos.

3. Muerte reproductiva e interfdsica

La accidn letal de las radiaciones ionizantes se mide normalmen
te en pérdida de actividad mitética. La evidencia indirecta de estos re-
sultados, son las aberraciones cromosémicas encontradas en varios siste-
mas. Asi Grote y Rewell (1972), encuentran en cultivo de células irradia
das de hamster, una absoluta correlacién entre la aparicidn de fragmentos
y la pérdida en la habilidad de las células para formar colonias, las que
después morian. Sin embargo, en células de lineas tumorales, se observd
resistencia y tolerancia a la pérdida de material cromosdmico sin morir.
Aunque parece evidente que la pérdida de una cantidad considerable de ma-
terial genético conduce a la muerte celular, ésto no sucedia en células
que no se estaban dividiendo; significando lo anterior que la muerte in-

terfdsica requiere una dosis mayor que la muerte durante la etapa de re-



produccidn.

La muerte interfisica en células irradiadas es acompafiada por
la salida de varios componentes al medio, de tal manera que puede regis-
trarse liberacidn de histonas, enzimas nucleares, disminucién de sintesis
en ATP, alteracidn de la permeabilidad de la membrana, desorganizaciSn nu
clear, ete. en células irpradiadas (Sutherland et al., 1967; Ahnster,
1977).

4. Dafio al ADN

La irradiacidn de ADN ya sea en solucién o en estade sdlido,
produce un gran nfinero de cambios quimicos, como liberacidn de fosfatos
y de bases. Las bases son modificadas por deaminacién, por rompimiento
de la estructura ciclica y por formacién de perdxidos. En la desoxirri-
bosa se lleva a cabo la oxidacidn del grupo alcohol y también son comunes
los rompimientos de los enlaces de carbén. Por ejemplo, un ataque a una
desoxirribosa, permite un rompimiento de una cadena y pueden también en-

contrarse rompimientos en ambas bandas.

Como ya se dijo, hay una serie de cambios quimicos en la irra-
diacidén de AIN y es dificil dilucidar cudl de ellos es mds importante en
. el material biolégico, ademds de que el espectro original de cambios qui-

micos, es alterado por las enzimas reparadoras.

También es interesante analizar que cierto niinero de cambios
quimicos en la regidn central del ADN permitirdn su rompimiento. En el
caso del rompimiento de una banda, la integridad de la cadena se manten-
drd; si hay dos rompimientos en bandas opuestas, puede resultar en un rom

pimiento de doble banda, entonces la molécula se partiri en dos piezas.

Fragmentos de las mol&culas de ADN pueden seleccionarse de
acuerdo a su tamafio por ultracentrifugacidn. Un método muy sensible para
encontrar el rompimiento de las bandas del ADN es el estudic de sedimenta
cidn. ) '

Para evaluar los rompimientos de una banda en el ADN, tiene que

3
i
1
;



separarse la doble espiral, lo que se obtiene por sedimentacidn en condi-

ciones alecalinas.

Asi fue posible medir los rompimientos sencillos y dobles en la
cadena de ADN provocados por los rayos X, asi como tambi&n verificar que
los rompimientos de doble banda eran letales a un fago integrado en &l
(Freifelder, 1965). Sin embargo, los rompimientos de una sola banda y
que se producian diez veces mds frecuentemente que los primeros, eran apa
rentemente inofensivos. McGrath y Williams (1966), probaron en bacterias
irradiadas que la extraccién de ADN se llevaba a cabo en un gradiente de
sacarosa alcalina, asi que la inducecidn de rompimientos podia estudiarse
en un rango de dosis donde la bacteria sobrevivia y asi demostraron que
la bacteria era capaz de reparar rompimientos de una bandaj Dean et al.,
(1966), demostraron que los rompimientos de doble banda también son repa-
rables y propusieron que una diferencia de radiosensibilidad podria deber

se a la capacidad del organismo para reparar rompimientos de doble banda.

Hay indicaciones de que los rompimientos de deoble banda repre-
sentan el dafio mis importante inducido por la radiacién del ADN, y proba-
blemente el responsable de las lesiones que traen como consecuencia un
efecto letal en bacterias y organismos superiores, provocado por radia-
ciones. (Ahnstrém, 1977).

Lo anterior se apoya en el hecho de que las células irradiadas
en etapa G2, producen aberraciones cromosdmicas detectables en las mito-
sis subsecuentes, mientras que tratadas con sustancias qufmicas radiomi-
méticas o rayos UV, dnicamente se provocan aberraciones cromatidicas. Si
suponemps que los cromosomas de estas células en etapa G2 contienen una
espiral de ADN superenrollada, las aberraciones cromosémicas indicarian
dafio en la doble banda, en tanto que las cromatidicas indicarfan rompi-

miento de una sola banda.

5. Influencia del LET y efecto del Oxigeno

La presencia del oxigeno aumenta el efecto letal y mutagénico



de la radiacidn ionizante. FEsto se explica por el hecho de que el oxige-
no reacciona con la radiacidn, produciendo radicales los cuales incremen-
tan la produccidn de productos y modifican el aspecto de cambios quimicos.
Un componente del efecto del oxigeno es probablemente solo quimico aunque

parece que tambign interactiia por la via fisico-quimica.

Con la ayuda de la resonancia del espin electrdnico, se puede
demostrar la aparicidn al azar de los electrones no apareados en las molé
culas. El ADN irradiado a bajas temperaturas, da un espectro que indica
la posicién aleatoria de los radicales libres. Cuando el ADN se calienta,
el espectro cambia y se transforma en un estado similar al obtenido al
irradiar solamente timinas, lo que hace suponer que procesos similares po
drian llevarse a cabo en sistemas bioldgicos; es decir, que los radicales
presentes originalmente en el ADN, por ejemplo en la regidn central de la
espiral y con posibilidad de provocar un rompimiento de la banda, pueden
ser transferidos al residuo timinico o alin a los componentes proteinicos
de los cromosomas. En ambos casos el dafio serd inofensivo. Si el oxige-
no estd presente puede reaccionar con el radical primario y fijar el dafio

en una posiecién mds vulnerable (Ahnstrdm, 1977).

Cuando se comparan los efectos de los rayos gamma, por ejemplo
con neutrones rdpidos, se encuentra que la dosis de rayos gamma tiene que
ser mayor que la de los neutrones para inducir un determinado efecto bio-
1l6gico. La efectividad biolégica relativa (RBE) de los neutrones es ma-

yor.

Varios investigadores han demostrado que el RBE es funcidén del
LET, aunque los valores mdximos de RBE varian, dependiendo del efecto y

del organismo estudiado (Okada, 1970).

6. Reparacidén del ADN

Es sabido que el dafio primario inducido por la radiacién ioni-
zante es modificado por procesos de reparacién enzimdtica y sélo una pe-

quefia fraccidn del dafio es detectada como un cambio biolégico (Lea, 1955).

Es posible que las bacterias ‘que han recibido una dosis letal




de luz UV, se recuperen si antes de la resiembra se iluminan con luz visi-
ble. Se encontrd que el principal evento letal producide por la radiacién
UV, fue la formacidn de dimeros de timina en el ADN. Estos fueron monome-
rizados in situ y una enzima fue responsable del efecto de reparacidn.

La enzima requirid para llevar a cabo su funcién de una fuente de energia
que fue la luz visible. Este efecto se conoce como reparacidén por foto-
feactivacién. Pronto se reconocid que la bacteria podia llevar a cabo la
reparacidn en ausencia de luz (Howard-Flanders y Boyce, 1966) no, solo

por la reparacién por fotorreactivacién.

La reparacién en la oscuridad no alterd los dimeros sino,que
fueron sustituidos por nuevo material. En este proceso se involucraron
varias enzimas, primero una endonucleasa que hace un corte adyacente al
dimero de la banda que contiene el defecto. Una exonucleasa digiere la
parte externa de la banda defectuosa y nuevos nucledtidos son colocados
por una polimerasa en el asa asi formada en la cadena, ﬁomo paso final la
nueva pieza sintetizada es reunida a la banda de ADN por un ligasa, lo

que es conocido como reparacién por escisidn.

En estudios de reparacidn del ADN después de radiacidn ionizan-
te han sido observadas reparaciones de rompimientos de una o de dos ban-

das.

En c8lulas de bacterias y de animales, esta reparacidn es efi-
ciente y es un proceso muy ripido. Es interesante hacer notar que una
fraccidn del rompimiento permanece no reparado. Esta fraccién no repara-
da es significativamente mayor después de que la irradiacidn se ha lleva-
do a cabo con neutrones rdpidos, si se comparan con el efecto de los ra-
yos gamma (Ahnstrdm y Edvardsson, 1974). Aparentemente lo anterior se de-
be a que después de la irradiacién con neutrones rdpidos se produce un in-
cremento en la densidad de ionizacién mds alta, originando un dafio locali-

zado mds amplio y por lo mismo, mds dificil de reparar.

Existe también una clara diferencia entre el tipo de reparacidn
por escisién despuds de la irradiacidén con UV, a la que se realiza des-

pués de la radiacidn ionizante. Cuando un dimero de pirimidina es susti-




tuido por material nuevo, varios cientos de nucledtidos pueden ser inser
tados por cada dimero sacado. Después de la radiacidn con rayos gamma
sélo son insertados algunos pocos nucledtidos por lesidn. Esto indica
que se involucran enzimas de reparacién diferentes, dependiendo del tipo

de dafio que se ha realizado.

7. Materiales bioldgicos y Condiciones de Tratamiento usados en Mutagé-
nesis.,

Aunque todas las partes de las plantas pueden ser irradiadas:
semillas, polen, plantas completas o cortes, tubérculos, bulbos, estolo-
nes, tejidos u Srganos en cultivos artificiales, ete., las semillas son
el material mds favorecido para irradiar en programas de mutagénesis pa-
ra fitomejoramiento. Nilap et al. (1961), han puntualizado las ventajas
de usar semillas de cebada lo que puede aplicarse a otras especies. Las
semillas ademis de ser ficiles de manipular, se pueden desecar, remojar,
calentar, congelar, mantener por grandes periodos al vacio, en atmésfera
de oxigeno, nitrdgeno, etc. Cuando estdn secas son casi inertes bioldgi-
camente y las severas condiciones ambientales, no causan dafio biolbgico
significativo. Ello constituye una caracteristica muy favorable, ya que
en algunos programas de fitomejoramiento son necesarias condiciones muy
rigidas para controlar los factores que modifican el dafio induecido por ra
diaciones. (Konzak et al., 1972 y Gaul et al., 1972).

8. Razdn de Dosis

La razdn de dosis implica el tiempo en el cual se da una dosis
de radiacidén y tiene un efecto cualitativa y cuantitativamente significa-

tivo en los resultados obtenidos.

La frecuencia de los cambios genéticos causados por un impacto
sencillo de radiacidn se comporta en relacidén linear. Muchas aberracio-
nes cromosdmicas requieren dos o mis éventos si son causados por rayos X
o gamma. Su frecuencia presenta una respuesta curvilinea en relacidn al

incremento de la dosis. Muchos autores han probado el efecto de la razdn



de dosis en diferentes materiales biolégicos (Sparrow et al.,, 1961;

Nishiyama et al., 1966).

La respuesta a la razbn de dosis es usada como un criterio para
distinguir eventos de impacto sencillo o m@ltiple (Smith y Rossi, 1966),
a diferentes razones de dosis en un rango de 10.3 a 1738 rad/min, aplica-
do a semillas heterdzigas de diversas especies. E1 andlisis estadistico
de los resultados no mostrd relacidn entre la razén de dosis dentro de es-
te rango y la produccién de secciones amarillo-verdosas en ﬁléntulas de
maiz. Esto apoya la interpretacidn que esas secciones coloridas son pro-

ducidas por eventos de impactos sencillos.

9. Sensibilidad a la radiacidn y factores que la modifican

La respuesta de las cé&lulas a los mutdgenos fisicos en las plan-
tas superiores es influenciada, en grado variable, por numerosos factores
bioldgicos, quimicos, fisicos y ambientales. Estos factores modifican la
efectividad medida en mutaciones por unidad de dosis y la eficiencia con-
siderada como la frecuencia de mutacién o de dafio u otros efectos como

aberraciones cromosdmicas producidas por el mutégeno.

Los mecanismos por los cuales estos factores influyen en la fre-
cuencia de mutaciones y aberraciones cromosdmicas no son conocidas afin,
pero se puede afirmar que estos factores pueden ser controlados para cobte-

ner Sptimos resultados en los tratamientos mutagénicos.

Algunos de los factores mds importantes que se deben de ‘contro-
lar durante la irradiacién de las semillas son el oxigeno y el contenido

de agua.

Oxigeno.- Es uno de los factores que modifican en mayor medida
el dafio genético y fisioldgico inducido por los rayos X y gamma en las se

millas irradiadas.

Los mecanismos por los cuales el oxigeno aumenta el efecto fisio
1l6gico y genético, involucran la interaccién de los radicales libres in-

ducidos por la radiacidén y el oxigeno, para producir alta reactividad y



productos radioquimicos que provocan dafios fisiolfgicos en las semillas

irradiadas.

El aumento del dafio provocado por la radiacidn gamma en presen-
cia de oxigeno es mayor en semillas muy Secas con un porcentaje de humedad
= 3%. Para semillas con este porcentaje de humedad la ﬁroﬁorcién de au-
mento producido por el oxigeno OER en la reduccidn del crecimiento de las

pléntulas, fue de 1.3 en cebolla y 16.7 en arroz (Conger et al., 1972).

En general una gran eficiencia mutagénica es decir menor dafic a
la plédntula y mayor frecuencia de mutaciones puede ser obtenida, si el

efecto del oxigeno se minimiza.

Datos experimentales en cebada, muestran que los mejores resul-
tados de la irradiacidn, se dan cuando ésta va acompailada por atmdsfera
de anoxia de nitrbgeno o de vaclo parcial o ajustando el contenide de
agua entre 12 y 1u%.

Contenido de agua.- Es probablemente el factor secundario mds

importante. Bajo condiciones atmosféricas normales, las semillas con con
tenido de agua menor al 1lu4% son mis sensibles a la radiacién X o gamma a
medida que el contenido de agua disminuye. En semillas de cebada el OER
para producir dafio en la plantula aumenta de 1 a 9 conforme el contenido
de agua en la semilla disminuye de 13 a 2%. En cebada se han obtenido va
lores mdximos de OER de 10 para la induccidn de mutaciones puntuales y de
15 para aberraciones cromosdmicas (Conger et al., 19663 Nilan et al.,
1965). Para efectos sobre la altura de la plintula en cebada, se han ob-
tenido valores miximos de OER de 10 para contenidos de humedad de 2% (Ni-
lan et al., 1964).

Tambi&n se ha demostrado en semillas de cebada, que pequefios in
crementos en contenido de agua de 10.7 a 11.0%, reducen la respuesta al
tratamiento de oxigeno posterior a la irradiacién cerca de 3 veces (Con-
ger et al., 1968).

Se ha mostrado en semillas de cebada y de otro tipo de semillas

como Trifolium, Brassica, Festuca, Medicago, etc., que puede equilibrarse




no sblo el contenido de agua en diferentes rangos sino también la radio-
sensibilidad, cuando se ha equilibrado la humedad relativa (Osborne et al.,
1963, Osborne y Lunden, 1965).

El contenido de agua en embriones de cebada es ligeramente me-
nor que el de las semillas completas, cuando han sido equilibradas para
un contenido de agua determinado por desecacidn o almacenaje a diferentes

humedades relativas (Conger y Carabia, 1972).

No se ha encontrado aumento del dafio por oxigeno cuando las se-
millas de cebada se irradian con neutrones monoelergéticos de 14 MeV
(Harle, 1965, Conger y Constantin, 1974), es decir, al tratar semillas de
cebada con neutrones rapidos, el control del oxigeno y del contenido de

agua no son trascendentales.

10. Efectos Mutagénicos

En la Generacidén M1.- Los mutdgenos fisicos o quimicos tienen

tres tipos de efecto importantes :

1) Dafio fisioldgico (dafic primario).
2) Factor de mutaciones (mutacién puntual o génica).

3) Mutacidn cromosdémica (aberraciones cromosémicas).

En los programas de mutagénesis el término M1 implica la genera
cidn tratada, es decir las plantas obtenidas de las semillas que se irra-
diaron. )

El factor de mutacidén puede transferirse de la generacién M1 a
las éiguientes y no puede ser registrado en la generacidn tratada, excep-
to en casos especiales cuando han sido mutados los gametos haploides. Las

mutaciones cromosémicas también son medidas en la generacién M1.

Los dafios fisioldgicos son de naturaleza muy variable y repre-
sentan dafios que pueden ser determinados citoldgicamente y medidos en un
érgano, o pueden consistir de una reaccidn del organismo completo, como

el retardo en la expresién de ciertos caracteres o la muerte ‘en casos cpi




ticos.

El dafio fisiolSgico probablemente tiene origen cromosémico y ex
tracromosémico. Sin embargo, cuando un determinado tratamiento a los cro
mosomas provoca una alta mortalidad y una baja frecuencia de mutaciones,
mientras que otro da como resultado una bajé letalidad y un alto rango de
mutaciones, puede, eventualmente, deducirse que el segundo tratamiento
causa relativamente menos dafio extracromosémico que el primerc. La razén
puede deberse a diferentes tipos de mutaciones cromozémicas que son indu-

cidas por alguno de los dos mutdgenos (Gaul, 1963 y 1977).

Pero para propdsitos de fitomejoramiento, son deseables los tra
tamientos que provocan bajos efectos fisioldgicos y fuertes efectos gené-
ticos. La evaluacidn de los daflos fisioldgicos se concreta a la genera-
cidn M1 y éstos no alteran al genoma y no se expresan, por lo tanto, en

generaciones subsecuentes.

Para un tratamiento mutagénico dado, hay una correlacidn, en
los cereales, entre la altura de la plédntula y la supervivencia en la M1
por un lado y con la frecuencia de mutaciones por el otro (Gaul, 1959),
asi que una determinacidn cuantitativa de los efectos en la generacidn M1

deberd ser un procedimiento de rutina en los experimentos de mutagénesis.

El dafio en la generacidén Mi, puede medirse cuantitativamente
por varios pardmetros (Gaul, 1977, Padova y Ashri, 1977 y Palomino et al.,
1979). En el laboratorio tomando en cuenta la altura al-término de la
pléntula, del colebptilo, de la rafz, la supervivencia como nfimero de se-
millas germinadas, el niimero, largo y ancho de las células del coledptilo,
etc. En el campo, a través de variables agrondémicas como son niimero de
espigas o de semillas por planta, longitud y peso de la espiga principal,

etc.

En la Figura 1, se muestra para la cebada el comportamiento pa-
tron de la altura media de la pldntula, longitud de la raiz y la supervi-
vencia en relacidn al incremento de la dosis de radiacién. Se observa un
comportamiento sigmiodal caracteristico para cualquier tipo de planta y

segln el tipo de radiacién (Gaul, 1977).
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El anflisis de la longitud del coldptilo y la pléntula ha permi
tido conocer variables de mucha utilidad en el estudio de la mutagénesis,
en virtud de que en estas estructuras puede analizarse rdpidamente la res
puesta a la toxidad del mutigeno. Estudios de esta naturaleza se han lle-
vado a cabo en la cebada por Konzak y Favret, (1972) y en el arroz for

Rahman y Soriano,(1972),etc.

La germinacidn como medida de supervivencia, es un parémetro
muy utilizade para medir la accidn de los mutdgenos en plantas superiores

(Veleminsky et al., 1973; Prasad y Godward, 1975).

Los efectos letales del mutigeno sobre las semillas conducen a
su muerte, es decir a la no germinacién. Se analizan mediante el cdlculo
de las curvas de dosis respuesta y su comportamiento sigmoidal puede ajus-
tarse usando transformaciones matemdticas, calculdndose de ese modo las
DLSO’ DL75 o DL95, dosis letales que corresponden a dosis que matan el
50, 75 & 95% de la poblacidn de semillas original (Finney, 1964).

Otros pardmetros, de suma utilidad en la cuantificacién del da-
fio fisiolégico provocado por las radiaciones, son: el nfimero, largo y an-

cho de las células de los coledptilos (Cercek et al., 1967).

El colebptilo es un érgano que envuelve y protege a la primera
hoja de las gramineas durante su estado inicial de desarrollo. Esta es-
tructura en condiciones controladas de laboratorio, (en obscuridad y a
una temperatura de 21°C)sconsigue su mayor crecimiento a las 192 hrs, al-

canzando una altura de 60 a 65 mm.

En 1972, Liptay y Davidson, encontraron que existe una relacién

entre la longitud del coledptilo y el nimero de sus células.

Esto ha sido apoyado por los valores altos de correlacidn encen-
trados por Palomino et al.,(1979),al relacionar la longitud del coledpti-
lo con el nimero de células (r=0.98) y con la longitud celular (r=0.97),
asi como al obtener un valor de r=0.92 al correlacionar el nfimero y la
longitud de las células de los coleéﬁtilos. Esto significa que los co=w
lebptilos largos tienen mds células y células mis grandes que los cortos.

El crecimiento de esta estructura se lleva a cabo mediante fases de divi-



sién y elongacidén celulares, teniendo esta (ltima gran influencia en el
aumento de su longitud (Muir, 1974), sin embargo, ambos procesos ocurren
bajo la accidn de hormonas de una manera secuencial (Wright, 1961). Este
mismo crecimiento se lleva a cabo sin la intervencién del proceso de di-
visién celular, en los coledptilos de semillas.de cebada y trigo irradia-
das a altas dosis de radiacidn gamma (Rose y Adamson, 1969, Liptay y Da-~
vidson, 1972), lo cual muestra el efecto estimulante que sobre la elonga-
cidn celular tiemen el &cido indolacdtico (Haber, 1962) y el dcido gideré

lico (Haber y Luippold, 1960, Rose y Adamson, 1969).

El coledptilo que emerge, presenta inicialmente una disminucidn
del crecimiento conforme aumenta la dosis, pero para un determinado valor
de dosis ocurre una reversién en dicha disminucidn del crecimiento, fené-
meno relacionado con la elongacidén celular en virtud de que se presenta
un abatimiento en la cantidad de divisiones celulares (Schwartz y Bay,
1956, Bacq y Moutschen, 1956, Moutschen, 1959). La ausencia de divisio-
nes en el desarrollo de los coledptilos de semillas irradiadas con altas
dosis, ha sido comprobado posteriormente (Haber, 1962, Rose y Adamson,

1969, Liptay y Davidson, 1972 y Palomino et al., 1979).

Cercek et al., (1967), al analizar el efecto de los neutrones
de 14 MeV y de los rayos gamma, encuentran que es menor el crecimiento
de la primera hoja que sobre el del coledptilo. Las diferencias observa-
das en las curvas de dosis ‘respuesta, parecen ser debidas al alargamien-
to celular y a que el blanco sensible a las radiaciones es un sistema
precursor que se encuentra en la semilla, el cual es responsable de los

mecanismos de divisién celular.

Bacq y Moutschen (1956), Moutschen (1959) y Palomino et al.,
(1979), encuentran una recuperacién en el crecimiento de los colebptilos

de cebada, de semillas irradiadas con dosis altas de bajo LET.

La estimulacidn del efecto de las radiaciones en la elongacitn
celular, ocurre sin divisién celular ni sintesis de ADN, sin embargo, con
tinfia la sintesis de ARN y de proteinas (Haber et al., 1961; Wright, 1961

y Haber, 1962) y de este modo se produce la recuperacidn del crecimiento.

.



De acuerdo a Moutschen (1959), el aumento en la longitud del co-
lebptilo y la elongacién celular a altas dosis podria realizarse utilizan-

do la energia ahorrada, al no llevarse a cabo la divisidn celular.

En los colebptilos la elongacidn ﬁelular fue menos sensible a
radiaciones de bajo LET que los procesos de divisidn celular (Haber et al.,
1961, Cercek et al., 1971, Liptay y Davidson, 1971, 1972). La resistencia
a la radiacidn podria deberse a que al aplicarse altas dosis se favorece
la produccidn de auxinas relacionadas con la elongacidn celular. Sin em-
bargo, Skoog (1935), encontrd una reduccién en la produccidn de enzimas al
aplicar radiacidén del rango comprendido entre 50 y 5000 roentgens. Estos
hallazgos estdn de acuerdo a lo encontrado por Gordon (1955), usando do-

sis entre 25 y 40 kr.

Contrariamente a lo anterior, Rajagopal (1968) y Muir et al.,
(1974), observaron un aumento de la sintesis de la auxina utilizando altas
dosis de radiaciones de bajo LET. Cercek et al., (1971) consideran a los
neutrones ms efectivos que la radiacidn gamma para afectar al sistema pre
cursor de la sintesis de auxinas. Ledoux y Huart (1962), encontraron que
el proceso de sintesis es menos sensible a la radiacidn que el mecanismo
de transporte o translocasién y Muir et al., (1974) observaron que la ra-
diacidn alteraba la respuesta de las secciones de los coledptilos a la

accidn del dcido indolacético.

Las dosis mayores de 680 kr provocan la reduccién en la longi-
tud de los coledptilos de avena, lo que podria deberse a la inactivacién
de algunas auxinas precursoras, (Muir et al., 1974), o bien a la altera-
cidn de posibles sitios de sintesis de la auxina, como son los dictioso-
mas (Gawlik y Shen-Miller, 1974).

11. Sustancias Quimicas usadas como Radioprotectores

Una de las principales limitantes en el uso amplio de la mutag§
nesis experimental, es la toxicidad que generalmente se presenta despuds
de los tratamientos con cualquier tipo de agente mutagénico. Esta reper-

cute en forma negativa sobre el rendimiento obtenido por el mutfgeno. La



toxicidad se cuantifica a través de los dafios fisioldgicos #roducidos en
el material tratado : disminucidn en la longitud del coleéétilo y la ﬁlé&
tula, el nfimero y tamafioc de las c8lulas de los coleébtilos, en la fertili
dad de las semillas o en la proporcidén de mutaciones obtenidas en genera-
ciones posteriores a la M1 (Biswas y Matsuo 1966, Ashri y Levy 1974).

Otros aspectos interesantes son los mecanismos de interaccién
entre los protectores y los radicales libres producidos por la radiacidn
ya sea en su accidn directa con moléculas que han sido blanco de las ra-
diaciones como lipidos (Tappel 1972), las bases pliricas y pirimidicas
(Schmidt y Borg 1976) o con enzimas (Gorelik et al., 1977), o mediante su
efecto indirecto que produce radicales libres perdxidos, como resultado
de interaccionar con las moléculas de agua intracelular, que atacan a

otras biomoléculas, provocando dafios irreversibles (Lehninger 1975).

Los radicales libres son fuertemente oxidantes. Existen una se-
rie de compuestos quimices que tienen una funcién antioxidante como son
los que contienen en sus moléculas un grupo sulfhidrilo, de demostrada

accidn reductora (Bacq y Alexander 1961).

Los procesos moleculares de la radioproteccién se han podido ex
plicar por medio de la radiSlisis de pulso y asi se ha comprobado la repa
racidn del dafio por radicales libres por transferencia de hidrSgeno a par

tir de compuestos con radicales SH,

El radical RS: producido por las soluciones de compuestos SH

irradiadas, da lugar al radical absorbente RSSR
RS* + RSH ( & RS ) —— RSSR™ (+ H')

En sistemas que contienen RSH y un sustrato XH irradiado, el ra

dical X* se forma dgbido a las reacciones de radicales OH

XH + O e X+ H20'

La reparacién subsecuente de X- se produce por la transferencia
de H a partir de RSH

X* + RSH — XH + RS*



Se han cuantificado procesos de reparacién de este tipo en radicales orgd
nicos simples (Mitchell, 1968),de tal suerte que los protectores cuyas mo
léculas poseen un grupo sulfhidrilo(SH) pueden prevenir el dafio provocado

por las radiaciones, a través de mecanismos radioquimicoes :

1) Actuando como acarreadores de radicales.
2) Por reparacibén instantinea, implicando la transferencia de
un 4tomo de hidrégeno a una molécula dafiada por radiacidn.

3) Por intercambio de grupos disulfuro.

Algo que debe tomarse en cuenta es el significado de la accidn

directa o indirecta de las radiaciones en las células.

En la accidn directa, ademds de la interaccién de la radiacién
con las moléculas de agua—con la subsecuente produccidn de radicales OH-
y H2O- y la donacidén de H por la molécula protectora— se ha planteado co-
mo un mecanismo de proteccién quimica muy eficiente la formacibén de disul
furos con las moléculas blanco como las histonas, las proteinas, las enzi
mas de reparacibn, etc. (Eldjarn y Phil 1958). La partfcula golpeada sa-
ca un electrdn a lo largo de la cadena, dejando el enlace disulfuro solo
con un electrdn; este enlace se rompe despuds de la reconstitucién del

blanco SH. Figura 2.

Tambi&én se produce la proteccién alpresentarse la formacién de
disulfuros S-S contra la accifn indirecta de la radiacién ibnica. La ra-
diacién induce radicales que pueden atacar uno u otro de los 2 &tomos de
azufre, en el caso mostrado en la Figura 3; la interaccidn es producida
por la reconstitucidn del grupo SH blanco. Esto sucede en bacterias ex-
puestas a altas concentraciones de capturadores de radicales, parece que -
la accidn indirecta en este caso puede llegar a ser del 50% aproximadamen
te (Sanner y Phil 1969). '

También existen los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos por
medio de los cuales las substancias protectoras actfian a nivel de las mi-
tocondrias o del reticulo endopldsmico cambiando sus propiedades de mem-
brana. También actflan en el metabolismo de la glucosa y en la sintesis
de 4cidos nucléicos o de proteinas, e inhiben o retardan la divisién celu-

lar. Se cree que los efectos bioquimicos pueden explicarse en gran parte



FIGURA 2.~ MECANISMO DE PROTECCION QUIMICA — LLEVADO A CABO POR LAS SUSTANCIAS PROTECTORAS - -
CON GRUPO SH — A TRAVES DE LA FORMACION DE UN DISULFURO S-S,
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FIGURA 3,- ACCION PROTECTORA DE LOS AMINOTIOLES, AL FORMAR DISULFUROS — S-S — , QUE ABSOR-
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por interaccidén de los agentes protectores con los grupos SH de las en-

zimas o membranas intracelulares.

Aminotioles. Es un grupo de substancias quimicas que han proba-
do ser eficientes protectores en diversos sistemas biclégicos. Tienen en

su estructura quimica un grupo SH libre unido coovalentemente a través

del cual el agente lleva a cabo los mecanismos radioquimicos (Bacq y Ale-

xander 1961) y un grupo amina fuertemente bésico, separados por no mis

de 3 Atomos de carbono.

En este grupe de sustancias se encuentran la L-cisteina y la

AET (aminoetil isotiourea).

L-cisteina. La férmula desarrollada de la L-cisteina se encuen-
tra en la Figura 4. Bajo la influencia de la radiaci8n ionizante la cis
teina se oxida y da lugar a la cistina en forma reversible; estableciéndo
se un equilibrio entre las dos que depende de la concentracidn de oxigeno
en el momento de la irradiacidén. La cistina es el disulfuro de la cistei-

na (Figura 4).

Una investigacién de Dewey y Beecher (1965) mostrd que durante
irradiacibn anaerdbica la conversidn de cisteina a cistina no se llevs a
cabo y se alcanzd el equilibric al 50% de la oxidacidn, ésto se confirmd
al irradiar la forma oxidada y demostrar su reduccién. En un sistema satu
rado de oxigeno el equilibrio estuvo muy cerca de alcanzar la producéién
de 100% de cistina (Adams et al., 1969). Esto es interesante pues al oxi-
darse 1la solucidn de cisteina y formarse el puente disulfuro, impide la

accidén protectora de la molécula a través del grupo SH.

La accidn de proteccidn metabdlica o bioquimica de la cistina
ha sido probada desde hace mucho tiempo y en diversos sistemas, como ra-
tas y ratones por Patt et al., (19%9), Bacq (1975), Langedorff et al.,

- (1954), evaludndola a nivel de supervivencia.

Hernddi et al., (1969) probaron que la sintesis de ARN y protel
nas en cepas de Escherichia coli irradiadas cesé, mientras que la del ADN
continud su tasa de sintesis original. De este modo aumentd el contenido

de ADN en las células, el cual estd asociado con una mayor radioresisten-
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e¢ia (Billen 1963).

Fl cese de la sintesis de proteinas se debe al bloqueo reversi-
ble de 1a biosintesis de algunos aminodcidos como leucina, valina y treo-~
nina (Kovacs et al., 1968). Al guitar la cisteina se reanuda la sintesis
de ARV y de proteinas, mientras que la de ADN comienza deséués de un lap~-
so de 25 minutos y ésto favorece la posibilidad de reparacién del dafio al

ADN antes de la replicacidn.

En la Tabla 3 se presenta el efecto protector de la L-cisteina
contra el dafio fisiolSgico producide por las radiaciones ionizantes en di
versos sistemas bioldgicos, con diferentes concentraciones y condiciones
de aplicacién, puntualizdndose el nivel bioldgico donde brindd la protec-

s -
cion.

AET o aminoetil isotiourea. La férmula desarrollada de la AET"

se presenta en la Figura 5. Estando en solucidn, esta molécula se hidro-

liza al romperse el enlace C-5, dando lugar al grupo SH libre y a una mo-

lécula de urea como lo muestra la Figura 6.

Otro mecanismo que puede llevarse a cabo es la rdpida transgua-
nilacién del compuesto a pH cercanos a 7.0. Esta reaccidn requiere el
paso a un compuesto ciclico como se presenta en la Figura 5, dejando acti
vo al grupo SH. (Bacq 1975).

Bajo la accidn de la radiacidn ionizante la AET puede oxidarse
y formar el disulfuro de guanidin etilo (GED) comc se presenta en la Fi

gura 5.

El pretratamiento del material con la AET antes de ser irradia-
do, ha probado ampliamente su efecto protector y se ha considerado hasta
8 veces mis eficiente que la L-cisteina en ratones (Straube y Patt 1953).
También Maisin et al., (1978) ha demostrado la superioridad de la protec-
cidn brindada por la AET en relacifn a otros protectores a nivel de la
DL 50/30 en ratones.

La proteccién de la AET ha sido explicada no solo por la accidn




TABLA 3 Efecto protector de la L-Cisteina contra el dafio fisioldgico producido por las
radiaciones fonizantes en diversos sistemas biolbgicos.

Concentracion y Con
diciones de aplica-
cidn.

Sistema Bloldgico

Dosis (rads)

Nivel de Proteccidn

Fuente de Informac.

Semillas de cebada

-1 < Biswas y
1 x 10 M Hordeum vulgare 5 Kr rayos X Altura plantula
aplicacidn antes irra-| var.himalaya Matsuo. 1966
diacion.
10 m M -Cels de Escherichia -Aumento
30 min. antes Coli B 1600 Kr -Fraccidn superviven Kovécs et.
s -Fraccidn Superviven [ De rayos X cia, al; 1968
irradiacidn. . - ’
cia. =FRD = 2.1
-Aumento superviven
Ratones C3H/He N
- . s cia, FRD = 1.30 .
0.8 ma/q i‘spgg‘;é"e““a 1510 - 1970 r -FRD de DD Tsukiyama 1976
~Dosis de depilacitn de rayos X FB? aum?nto en Fgﬂ
DD 50/35 cidn a la conc. de
‘Cisteina,
Semillas cebada
2mM - 3 .z
16mhr5 antes ?853?2 plantula 2l 30 Kr -633 en relacin al Kak 1977
. t. 42 . Rayos X control. :
irradiacién. ~ 8% en relacién al
control.
20m M En células en culti-
10 min. antes vo de mamifero (L-i_ 200 r Disminucidn retardo Kawasaki 1977
irradiacién rayos X mitético (Fase GZ)
Met mioglobina de -- P
z c: | 5 Kr ~Produccién de Motohashi et,
1.5mM misculo esquelético 60Co. sulfomioglobina al; 1977

de equino.




TABLA 3

Concentracidn y Con
diciones de aplica-
cidn.

Sistema Bioldgico

Dosis (rads)

Nivel de Proteccidn

Fuente de Informac.

80 mg/ paciente

[y

=Disminucidn en con-
teo de células blan
cas (3a semana)

~Conteos de hematocri|

administrada antes :ﬁ:g:g;ef:iz:To NR to vy plaquetas. 0??h;g;7et.
irradiacion -Rango de Sedimenta- ali
cidn sanguinea mis- ,
estable.
~Menos anorexia.
| cistefna Semillas dg Sorgo - -lncremeqto . ]
% .05 y .01 M (Sorgbum blcglor(g) 20 - 50 -Long raiz primaria
1 4 h despuds de | -Longltud rafz pri- K -Altura coledptilo Redd Smith
. pués de la r = eddy y Sm
1 irradiacisn. maria. . 60co -Altura plantula pro | qgg,
-Attura coledptilo. porciocnal a incre-
~-Altura pléntula mento de dosis de-~
(a 1os 7 dfas de - cisteina. .
germinadas).
: ~favorecio dafio a -
cistefna - 8 m M Hamster cels tumorales
; +;0-0‘j0582 -cels de ovario 600-1200 r -proteccién tisular Yihas v L
| Mesonidazol : . de rayos X -Sensibilizacion -~ 8
] (sensibilizador) in vitro cels tumorales, 137
; -proteccién de cels
i bien oxigenadas.
-incremento superv.
-cepas de levaduras .
silvestres y resis -Mutantes radiose Petin y

tentes.

sensitivas (con de

fecto sistema repara

Matrenina 1979

=Supervivencia. NR .
clon .
Actéan en el siste
ma de reparacidn.
~induccion sitios al
S5mM -Sol acuosa de 3.3 calilabiles contri~-
cistelna mg/ml de ADN del Rayos GAMMA buyen a reducir los Lafleur et
antes y durante virus @ x 174 60Co rompimientos de una al; 1980
irradiacién. -pH 5 - 10 banda de ADN delvi-

rus @ x 17h.

NR=_No_reogrtado.
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radicquimica a nivel de la captura de radicales libres,sino por una ac-

cién bioquimica donde estén implicados los siguientes mecanismos bésicos:

a) TFormacidén de disulfuros, mezclados con los grupcs SH de en-
zimas, proteinas, dcidos alifdticos insaturados, etc., alterando la sensi
bilidad a la radiacién de estas sustancias. (Romantsev et al., 1969). El
mecanismo hipotético de proteccidn de una molécula de proteina, contra un
golpe directo, por formacién de mezcla de disulfuros parece ser como Si-
gue: La particula golpeada a partir de la molécula blanco saca un elec-
trén. El &tomo vacante es reparado por movimientos de electrones a lo
largo de la cadena, dejando el enlace disulfuro solo con un electrdn. Es-

te enlace se rompe después de la reconstitucidn del enlace SH {Figura 2).

b) Inhibicién de la biosintesis de ARN y ADN asi como retardo
en la actividad mitdtica. Una posibilidad es que el protector tome el pa-
pel de la histona y proteja las partes de ADN no cubiertas por la histona;
otra que altere la configuracién de algunas proteinas y su sensibilidad a

la radiacién. (Antoku 1875, Kawasaki 1977).

c¢) Inhibicién de algunas enzimas, probablemente con accién re-
paradora (enzimas del ciclo de Krebs, como la deshidrogenasa succinica,

la citocromo oxidasa, o 1la RNA polimerasa, etc.)

d) Entrando en accién reversible con grupos C = 0 que forman
parte de muchos compuestos celulares importantes, dando oportunidad a que
la célula se repare. La reaccién de la AET con los grupos C = 0 puede

ser de 2 maneras : .

1.- Mediante 1la formacidn de semitioacetales. (Figura 7).

2.- Formando grupos heterociclicos como la tiazolidina. (Figu-

ra 7).

Una vez formados estos compiejos, a través del grupo disulfuro,
absorben la energia depositada por la radiacidn, rompiéndose el grupo
S-S y restituyéndose después el grupo SH del biosustrato, brindando de

este modo proteccidén a la molécula.

En la Tabla 4, se presenta el efecto protector de la AET, con-
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TABLA 4, Efecto Protector del AET ( 2 aminovet!] Isotiouronio) contra el dafo Fisioldglco producide

por las radiaciones lonizantes en diversos sistemas biolégicos.

Nivel de Proteccién

Concentracidn y condi~ | Sistema Blolégico Dos!s Fuente de Informaclén
ctones de aplicacién (rads)
ratén inhibicién del linfoma | Cosgrove et al,,
3 timico 1965
NR glom?:glgd:scl?rosls NR = disminucién de glome
Yy ne rosts rulo esclerosis y nefro|
esclerosis
8 mg AET inyeccién ratén FAFIY 500 - 500 r
intraperitoneal ~Hepatomas 800 disminucién de hepato-
10-15min antes de la ~Tumores no linfati- rayos X | mas. Davls et al., 1970.
irradiacién cos - disminucion de tumo-
res no linfdtlcos.
AET 50 mg/Kg ConeJos Sist. nervioso central |Fatome et al.,1976
20 min antes Irradia -Hiperexitabilidad re-
e 2 = | -Estructuras cerebra- | 650 r ;
cion les. ducida.
~Equilibrio acido-ba~
sico de sangre
-Hiperexitabilidad
150 mg/Kg . -Supervivientes (DL Sadllkovd vy Fremuth
(10 min antes irra- gamsézzlchén: células | ggq | 50/30) 15.4% mds que [1976
diacién - em a osea rayos los no protegidos
de 60Co.
- Supervivencia
bl 50/30

- NR= No reportado.

T




TABLA b

AET 5m M CULTIVO DE CELULAS 200 r Fase Gz del ciclo
10 min. antes de la L-5 MAMIFERO celular Kawasaki 1977
irradiacion - Ciclo cetular rayos X | °
AET COMPLEJO ADN MEMBRANA 2-3 veces
Mezclado a gas hipoxi=-| DE TIMOCITOS HEPATO- |Subleta - MENOS
co CITOS Y CELULAS DE les R A Strazhevskaya et al.
. tiberacion de subuni- !
CARCINGNA DE ASCITES dades de ADN, |igadas 1977
con Lipidos
AET Ratones 657/81 6-J 250 ~incremento en la Su-
280 - 310 mg/ Kg r/min. pervivencia. )
-Supervivencla ~disminucién de crlip= Slgdestad et al, 1976,
intraperitonealmente criptas intestinales tas.
15-20 min antes irra | -letalidad no tratados LD
diacién = 50730
488 rds.
Tatados con AET
LDSO/30 512 rds
~letalidad
FRD=1.42
AET Cerdos de gulinea y 800 r evitar inhibicion de 1k
150 mg/Kg ratas deshidrogenasa en Gorelik et al., 1977
-deshidrogenasas (el 18.6% (4°dTa despues :
clos de la pentosa- irradiacion
fostato en eritroci=-
tos
RATONES
BALB/c & C57 BI 650-
-muerte espontinea 1000 ¢ | ~Disminucidn de indi-
-enfermedade letales de ;ayos g?;gna de linforma de Maisin et al., 1978

-incidencia Yinfoma

de timo




TABLA 4

adrenales

+
ﬁEg ng Ratén Ba]B/c X ray
-acortamlento Fracclo- ‘Malsin et al,,1978
10 min antes de la vida nada
Irradlacién LD 50/30-60 (30 dfas) LD 50/30-60
699 r 2000 r 1160 r
Ratdn
- Células L Rayos Morl 1978
= Supervivencia celu- X - Aumento superviven-
16;0 aclén rupturas cla celular
de s;ﬁcilla sob;e *Disminucién en ruptu~
ban&a en ADNY ras senclillas y dobles
en las bandas de ADN )
ratones
- Supervlivencia 11000- |~Incremento Superv Iven=|Shinoda et al., 1978
13000 r cia
rayos X
AET 280 mg/Xg ratones
-concentraci6n de do- | 800 r ~aumento dopamina en )
pamina en glandulas 60co gr?ndulas adenales Szerafinne et al., 1980

~contenido noradrena-
Vina en corazén

~disminucién en con-
centracién de noradre-
nalina en corazdn




tra el dafio fisiolégico producido por las radiaciones ionizantes en di-
ferentes sistemas biolégicos, asi como las diferentes concentraciones y
condiciones de aplicacidn usadas, determindndose el nivel biolégico don-

de brindé la proteccidn.

12. Material bioldgico utilizado

La cebada fue la primera especie que se utilizd para los ex-
perimentos de mutagénesis en plantas, (Stadler, 1928) y su uso ha conti-
nuado siendo el mds frecuente para este tipo de investigaciones (Konzak

y Favret, 1972; Nilan y Vig, 19763 Gaul, 19877, Walt y Seibold, 1979).

Ademds, se ha utilizado en estudios radiobioldgicos relacio-
nados con la mutagénesis a niveles de la cuantificacidn de la divisién,
los nfimeros, longitudes y anchuras de las células de los colebptilos,
(Liptay y Davidson, 1971, 19723 Muir, 1974; Palomino et al., 1979, etc.).
Lo anterior se debe bdsicamente, a la fdeil manipulacidn de esta especie
en el laboratorio, tomando en cuenta algunas variables fisioldgicas como
son germinacién, altura de la pléntula y del coledptilo : niimero, largo

'y ancho de sus células, etc.

Ademds, han aparecido mutaciones clorofilicas en pléntulas
de semillas de la generacién M2 —provenientes de la generacidn tratada
& M1, (Gaul, 1977)— caracteristicas que pueden relacionarse con el com-
portamiento de las variables fisioldgicas evaluadas en las semillas tra-

tadas en el laboratorio.




13. Objetivos

El propdsito de este trabajo fue estudiar el efecto del trata-
miento de semillas de cebada Hordeum vulgare variedad himalaya con AET
(aminoetil isotiourea) o L-cisteina administrados antes de irradiarlas

con rayos gamma de 60Co, ya sea a dosis bajas o dosis altas.

El efecto del tratamiento se estudid en las pléntulas de la
generacién M1, mediante la evaluacidn, al término del crecimiento y en
condiciones de luz, temperatura y humedad controladas, de los siguientes
pardmetros : la supervivencia, la altura del colefptilo y la pléntula.
Asi mismo se analizd el efecto de los tratamientos y las dosis de radia-

~cién en el ndmero, ancho y largo de las células de los colebptilos para
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profundizar en el conocimiento de los mecanismos que intervienen en la
divisién y elongacidén celular como funciones que permiten determinar el

dafio fisiolégico producido por las radiaciones en el material biolbgico

y cuantificar el efecto protector brindado por las sustancias quimicas.



MATERIALES Y METODOS

;

1. Material bioldgico utilizado.

Se emplearon semillas de cebada Hordeum vulgare var. himalaya.
Cosecha de 1979.

2. Reactivos empleados.

El agua utilizada para preparar las soluciones de la AET y la L-cis-
teina, fue destilada y hervida por 15 minutos tiempo necesario para
desoxigenarla 'y obtener concentraciones de 0.05 de 02/litro, cuanti-
ficado por el método de Winckler (APHA 1975).

Como protectores se utilizaron el AET o 2 bromuro hidrobromurc de
aminoetil-isotiouronio con un PM de 281.00 (Sigma Chemical Co.) y el
hidrocloruro monchidratado de L-cisteina con un PM de 175.63 (J. T,
Baker Chemical Co.).

Para la preparacidén de las soluciones amortiguadoras de fosfatos se
utilizd el KH2P0u que se ajustd a los pH de 7.0 y 8.0 con NAOH.
Para separar las células de los coledptilos se usaron soluciones de
&cido acético al 5% de HC1 2N.

Todos los reactivos fueron de grado analitico.

3. Contenido de humedad de las semillas.

1 contenido de humedad de las semillas de cebada se determind median
te el método de secado en estufa, propuesto por la International Seed

Testing Association (1966).

El secado de las muestras se realizd en cajas de aluminio que conte-
nian entre 5 y 10 gramos de semilla las cuales se colocaron en una
estufa de circplacién forzada a 130°C durante 72 horas. El conteni-
do de humedad se obtuvo por diferencia de peso y se expresS en base

a peso hiimedo mediante la siguiente formula



% HUMEDAD = —%— ® 100
Donde A = pérdida de peso en gramos
B = peso hiimedo original de la muestra

El contenido de humedad se obtuvo del promedio de 10 repeticiones pa-
ra el lote tratado 1 hora con agua, o con AET 0.03¥ o con L-cisteina
0.05M.

El secado de las muestras se inicié inmediatamente después de los tra

tamientos arriba mencionados.

Tratamiento con los protectores y con la irradiacién gamma de 60 Co

Fueron tratados lotes de 100 semillas de cebada durante 1 hora emn 50
ml de agua, AET al 0.03 M o de L-cisteina al 0.05 M, y a temperatu-
ras de 20 + 1°C. Estas molaridades resultaron las miximas en las
cuales el niimero de semillas germinadas, la altura del coledptilo y
pléntula al término de su crecimiento no resultaron significativamen-

te diferentes comparadas con las muestras tratadas con agua.

En seguida se lavaron durante 5 minutos en agua destilada. Después
se irradiaron a dosis de 10, 30, 50, 75, 100, 125, 150 y 200 kr y con
una razén de dosis de 1.065 + 0.02 kr/min en la fuente de irradia-
cibn Gammacell 200 o a dosis de 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200,
1400 y 1600 kr y a una razdn de dosis promedio de 9.91 + 0.025 kr/min

en el Gammabeam 650, ambas fuentes de rayos gamma de 60 Co.

Después se lavaron con hipoclorito de sodio al 3% durante dos minutos,
se enjuagaron nuevamente en agua destilada y se sembraron en palanga-
na de pléstico de 33 x 27 x 14 cm con una capa de algodén de 33 g, cu
bierto con papel filtro y humedecido con 450 ml de agua destilada.

Todo ésto previamente esterilizado (Gaul, 1963).

En seguida se sembraron las semillas con pinzas estériles sobre el pa-

pel filtro; para evitar la evaporacidn, las palanganas fueron cubier-



tas con un armazdn de bronce recubierto con polietileno transparente

con 8 perforaciones de 1 cm de didmetro cada uno.

Los lotes se colocaron en una cdmara de germinacién en total oscuri-
dad a 21 t+ 1°C de acuerdo a un disefio factorial (de 2 factores) com-
pletamente al azar con 3 repeticiones de 100 observaciones cada una
(Gaul, 1977); como lo muestran la Tabla 5 para bajas dosis y la Ta-

bla 6 para altas dosis. Las Tablas 7 y 8 expresan la metodologiatge-

neral usada en estos experimentos.

Las semillas se consideraron germinadas cuando presentaban raices,
coledptilo y pléntula completas, se midieron al cabo de 15 dfas des-
pues de sembradas, al término de su crecimiento en condiciones de la

boratorio (Konzak y Favret, 1972).

El dafio inducido por las diferentes dosis de radiacidn, representado
como porcentaje del lote control (% DRC), de las longitudes de los
coledptilos, pldntulas y nfimero de semillas germinadas, se calcula-
ron de acuerdo al método de Conger et al., (1968), que profonen :

$ DRC - Le - Lt b3 100
Le

Donde Le= Longitud promedio del lote control
Lt

Longitud promedio del lote tratado

Determinacidn de los niimeros longitudes y anchos ¢elulares

Cuando la altura de los coledptilos, de las semillas tratadas e irra-
diadas, como de los testigos llegd al término de su crecimiento des-
pués de 15 dias de sembrados, se procesaron para determinar la canti-

dad de células presentes.

La técnica se basd en las descritas por Wright (1961) y Rose y Adam-

son (1969), modificadas.

Para cada una de las (21 X 3) observaciones en relacién al nfimero de

células, ancho y largo celulares, generadas con los 21 tratamientos



TABLA 5. DISENO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR LOS EFECTOS EN LA GERMINACION, LONGITUD DEL COLEOPTILO Y PLANTULA DE
LAS SEMILLAS DE CEBADA VAR, HIMALAYA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET Y L-CISTEINA ANTES DE LA IRRADIA

CION CON DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

Dosls (Kr) A G U A A ET L - CISTEINA

100

100 ‘

30

50

75

100

125

150

200




“TABLA 6, DISERO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR LOS EFECTOS EN LA GERMINACION, LA LONGITUD DEL COLEOPTILO Y PLANTULA
DE LAS SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET y L-CISTEINA ANTES DE LA IRRA

DIACION CON DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

Dosis AG U A AE T L - CISTEINA
(Kr)

100

100

100

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600




TABLA 7 RADIQPROTECTORES EN PLANTAS SUPERIORES

FACTORES, BIOLOGICQS

a) Composicibn genética
b) Estados fisioldgicos
y del organismo

FACTORES QUIMICOS FACTORES FISICOS
a) Oxigeno a) Contenido de humedad
b) pH RADIACIONES (Dosis b) Almacenamiento
¢) Protectores (diversas Razén de Dosis
supstancias quimicas) Dosimetria)
+
SISTEMA BIQLOGICO

PARAMETRO DE EVALUACION EN
TEMES. ‘BIOLOGICOS

LABORATORIQ CAMPQ
{ GERMINACION SUPERVIVENCIA
VELOCIDAD DE GERMINACION ALTURA DE LA PLANTA
ALTURA DEL COLEOPTILO NUMERO DE HIJUELOS
ALTURA DE LA PLANTULA LONGITUD DE LA ESPIGA
1| NUMERO ¥ LONGITUD DE LAS PRINCIPAL
CELULAS DEL COLEQOPTILO : NUMERO DE ESPIGUILLAS
NUMERO Y LONGITUD DE LAS PESO DE LA ESPIGA PRINCIPAL
CELULAS DE LA la. HOJA
\ DE LA PLANTULA
M2 EFECTIVIDAD DEL MUTAGENQ

M3 SELECCION DE MUTANTES




TABLA 8

METODO USADO PARA EVALUAR LOS EFECTOS ENTRE LAS RADIACIONES GAMMA DEL gpCo

EN SEMILLAS DE HORDEUM VULGARE VAR HIMALAYA PRETRATADAS CON AET (AMINOETIL

* ISOTIQUREA)O CON L-CISTEINA,

SEMILLAS EN
PRETRATAMIENTO
LOTES A, B Y C

EVALUACICON DE
BIOLOGICOS EN

CAMPO
LOTE A= PRETRATAMIENTO
LOTE 8= PRETRATAMIENTO
LOTE C= PRETRATAMIENTO

LAVADO DE LAS
SEMILLAS DURANTE
5 MIN

LOS PARAMETROS
EL LAB 0 EN EL

1h
'h
1h

con H20

con AET

IRRADIACION CON

RAYOS GAMMA DE

60c°

DESCONTAMINACION DE LAS SE--
MILLAS CON HIPOCLORITO DE SO
DIQ AL 3 % Y ENJUAGUE

EMBR
g SEMBRADO

» \

con L-CISTE{NA




originados de las combinaciones de agua, AET y L-cisteina con la 7
dosis escogidas, se seleccionaron al azar 20 coledptilos, se coloca-
ron bajo el microscopio de diseccidn y se les separd de la semilla
haciendo un corte a nivel del epiblasto. Los coledptilos separados y
sin la pléntula fueron colocados en voliimenes de 15 ml de &cido acéti
co al 5% en HC1 2N, en matraces aforados de 50 ml. Estos se pesaron
y se sometieron a ebullicidén por 3 minutos, el volumen perdido por
evaporacidén se recuperd, agregando la misma solucién hasta alcanzar el
peso original. Por @iltimo los matraces se colocaron en un bafio Maria

con agitacidén, a una temperatura de 40°C y por 72 horas.

El conteo de las células en suspensidn se llevd a cabo con el método
de conteo de fitoplacton en un microscopio invertido. Para tomar la
suspensién del matraz se emplearon pipetas de 1 ml graduadas hasta
1/100 de ml1 y se colocd 0.1 de ml en una cémara de 10 ml graduada,
la cual se 1llend con solucidn de dcido acético 5% en HC1 2N. De es-
ta sdspensién se contaron las células contenidas en 1 mm3 de 1a cémg
ra gradvada y se determind la cantidad de células por coledptilo rela
cionando el niimero de células encontradas en el volumen total de la
suspensidn y el niimero de coledptilos procesados. De cada campo se
media el largo y el ancho de 20 células escogidas al azar con un mi-

crométrice ocular.

Tanto los conteos del niimero de células como las mediciones se repi-

tieron por tres veces.

Fuentes de Irradiacién gamma de 60Co.

Las irradiaciones de las semillas de cebada se llevaron a cabo en 2

" fuentes de irradiacién de rayos gamma de 60Co, localizadas en el Cen

tro de Estudios Nucleares de la UNAM, el Gammacell 200 y el Gammabeam
650.

Gammacell 200.

Es un irradiador de rayos gamma de 6QCo. BAsicamente consiste de una .



fuente de forma anular, un blindaje de plomo alrededor de la fuente
y una cavidad cilindrica o &mbolo que se mueve verticalmente a tra-
vés del centro de la fuente con una clmara de irradiacién de 13.9 cm.
de largo por 8.9 cm de didmetro donde se coloca desde afuera la mues
tra a irradiar. Todo lo anterior estd contenido en una consola con

blindaje de plomo (Figuras 8 y 9).

En el mes de abril de 1981, su intensidad era de 593.9 Ci de 60Co.
La intensidad de dosis central es de 0.1 Mp/hora. (Azamar, 1982),

El material bioldgico se irradié a razén de dosis de 1.065 + 0.023
Kr/min.

lLas semillas de cebada se irradiaron en esta fuente a dosis de 10,
30, 50, 75, 100, 125 y-200 Kr.

Gammabeam 650.

Es un irradiador de rayos gamma de 60Co. Para el mes de abril de
1882 su intensidad era de 13 657 Ci de 60Co, con una intensidad de

dosis mixima de 2.48 Mr/h con una abertura de 1l cm de difmetro.

Las fuentes que lo componen estin contenidas en 12 tubos verticales,
los cuales estdn colocados en forma cilindrica y pueden abrirse a
diferentes didmetros, desde 11 a 82.5 cm, seglin la razdn de dosis
requerida.

Las irradiaciones pueden realizarse en la cavidad central, entre las
12 fuentes o en el &rea panordmica (Figura 10).

El material bioldgico empleado fue irradiado en la cavidad central,
a una razén de dosis promedio de 9.91 + 0.25 Kr/min y con dosis tota
les de 100, 230, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600 Kr.

Dosimetria

La dosimetria es la medida de un cambio fisico o quimico producido
en un dosimetro, al pasar la radiacidén a través de 8l. Dicha medida

depende de la cantidad de energia absorbida.




s DE 60Co.




1
1l

o= NN

F1G. 9 CAMARA DE IRRADIACION DEL GAMMACELL 200 DENTRO

SE COLOCO LA MUESTRA.

] "
" i
i i
: :
n :
;
N e o 2 % T U 2 W T W L T R N O i R R 2

DE LA CUAL




e
Ll
Ll
T,
Ll
1T
11

] {11y m isth
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Y LA MUESTRA. TOMADO DE AZAMAR B.A.J. 1982.



La dosimetria usada en este experimento se realizd con el dosimetro

de Ficke.

Dosimetria Quimica.

En la dosimetria quimica la dosis de radiacidn se determina por el
cambio quimico producido en un sustrato estable. El cflculo de la do
sis requiere del conocimiento del valor G es decir, el nﬁmgro de molé
culas transformadas por cada 100 electrdn volt (eV) de energia absor-
bida, del producto estimado en la reaccidn, el cual es calculado com-
parando el sistema quimico con alguno de los dosimetros absolutos.

Los dosimetros quimicos por &sto son dosimetros secundarios y son usa

dos por su gran conveniencia. La cantidad que miden es la dosis exac
ta absorbida la cual puede convertirse a dosis absorbidas en otros ma
teriales (Azamar 1982).

El dosimetro de Fricke fue el usado en estos experimentos para medir

la dosis absorbida por el material y consiste de una solucidn de

Sulfato ferroso aménico Fe (NHH)2 6H20 0.001 M
Cloruro de Sodio NacCl 0.001 M

Acido sulfirico HQSOu 0.4 M

Los reactivos empleados en la preparacién del dosimetro fueron de gra

do analitico y como solvente agua tridestilada.

La reaccidén fundamental de este dosimetro consiste en la oxidacidn de
una solucidn §cida de sulfato ferroso a la sal férrica en presencia

del oxigeno y bajo la influencia de la radiacién.

La concentracidén del ion férrico se determind midiendo la densidad op

tica de la solucién con un espectrofotémetro marca UNICAM sp 500, a
una longitud de onda de 304 mandmetros y 25°C controlados con un bafio

termocirculador.

La dosis absorbida en rads (D) fue calculada por la siguiente férmula

i
i
,
.
]
S



general

_ N & (D.o._) 100
€10% o (re'?) £pt

(1) »p

Donde : N = al niimero de Avogadro, 6.022 x 1023 moléculas por
mol
A (D.0.) es la diferencia entre la densidad Sptica del
dosimetro irradiado y sin irradiar.

es el coeficiente de extincidén molar, 2.197 M-1

cm"1 a 25°C.

f es el Factor de conversifn para transicién de elec-

trén-volts por milimetro en rad, 6.2u5 x 1013.

{9 es la densidad de la solucidn dosimétrica, 1.024
para 0.4t M de H2 sou.

1 Longitud del paso Sptico en cm.

G (Fe+3) es la reaccién quimica producida por la ra-

diacidn, bajo condiciones dadas.
Para 0.4 M H,50,, la celda de absorcién de 1 cmy G(Fe™") = 15.6

La ecuacidn general (1) se reduce a

D=2.75 x 10" % 4 (D.0.) rad
Tomado de Azamar (1982).

El dosimetro estdndar de Fricke puede usarse dentro de un rango de

dosis de 4,000 a 40,000 rads para la irradiacién gamma.

Para la determinacién de la razén de dosis se irradiaron en el Gamma-

cel 200, muestras de 50 ml de solucidn de Fricke, coh un volumen



igual al ocupado por.100 semillas de cebada, dentro de un tubo de en-
saye cilindrico de base plana de 2.3 cm y 9.0 cm de altura, colocado

en un contenedor también cilindrico de plomo con una base de 4.0, una
altura de 9.0 y un grosor de 0.45 cm. Este fue depositado en el centro
de la cdmara de irradiacién del aparato (Figura 9). Asi, se irradia-
ron 4 muestras durante 1, 2, 5y 10 min. Este procedimiento se repi-

tid 3 veces.

Después se hicieron las lecturas de densidad &ptica en el espectro-
fotémetro y se convirtieron a Kr, empleando la ecuacién correspondien
te (1).

De este modo se obtuvo una razdn de dosis promedio de
RD = 1,065 = 0.023 Kr/min

La dosimetria se repetia cada vez que se irradiaba el material biols-

gico, para obtener la misma razdn de dosis en cada experimento.

Para determinar la razén de dosis en el Gammabeam 650, también se em-

pled el dosimetro de Fricke como ya se describid.

Se colocaron 50 ml de solucidn de Fricke en un tubo de ensaye igual
al ocupado por 100 semillas de cebada. El tubo se colocd en un dis-
positivo de aluminio, que se situd en el &rea central de las 12 fuen
tes de 60Co del Gammabeam 650, las cuales permanecieron abiertas a
un didmetro de 26.5 cm quedando el tubo de ensaye a 30 cm de distan-

cia de la base del aparato (Figura 10).

Asi, se irradiaron 4 muestras durante 1, 2, 5y 10 min por triplicado.
Después, se hicieron las lecturas de densidad Gptica en el espectro-

fotémetro y se convirtieron a Krads empleando la ecuacidn mencionada

(1). '

De esta manera, se obtuvo una razdn de dosis promedio de
RD = 9.91 X 0.25 Ke/min.



La dosimetria se repitid cada vez que se irradiaban las semillas, pa

ra obtener la misma razén de dosis en cada experimento.

Determinacidn de la estabilidad de la AET y la L-cistefna.

La determinacidn se efectud por colorimetria empleando como reactivo’

generador de la coloracidén el DINB.

1) Equipo.~ Las mediciones se realizaron en un espectrofotémetro

PYE UNICAM SP 1800 a 412 W/L'

Sustancias.~ La L-cisteina, como clorohidrato monohidratado se obtuvo
de J. T. Baker Chemical Co. EI AET como bromhidrato de 2-bromuro de
aminoetil isotiouronic y el DTNB & 4cido 5-5' dithiobis-2 nitrobenzoi

co, de Sigma Chemical Co.

Reactivos.- Se disuelven 39.6 mg de DTNB en 10 ml de buffer de fosfa
tos (pH 7.0/u = 0.1),

Cileulos.~ EL error estindar o incertidumbre al cuantificar las 3

medidas de D.0. se calculd de la siguiente manera :

]

Sm = ———
(N-1)

donde S = desviacidén tipica

N = 3 repeticiones

En las curvas estdndar se calculd la concentracidn promedio que fue
observada cada 10 minutos y el error estdndar de la concentracidn se

calculd con la siguiente férmula :

X=x —éL}:
Y
donde X = concentracidn

[§ Y = error estidndar de la D.O.
Y

D.0. promedio



2) Determinacién de los grupos SH.- La determinacidn de la estabili

dad en la concentracién de los grupos SH de las soluciones con AET o
con la L-cisteina, durante la hora de tratamiento al que fueron some-
tidas las semillas de cebada, se llevd a cabo con el método propuesto

por Ellman (1959), modificado.

Curva esténdar .- Se prepararon soluciones frescas de L-cistefna
0.001 M en agua destilada y hervida libre de oxigeno, siendo utiliza-
" das para la obtencidén de la curva estandar. En tubos de ensaye que
contenian 2 ml de buffer de fosfatos (pH=8.0,/w =0.1), se adicionaron
0.1, 0.2, hasta 1.0 ml de solucién de L-cisteina y se aforaron con
agua destilada y hervida, hasta alcanzar un volumen final de 5 mlj
0.02 ml1 de DTNB fue adicionado a 3.0 ml de esta mezcla en una celda
fotométrica. El color amarillo se desarrolld instanténeamente y se
determing el grado de absorcién para cada tubo espectrofotométrica-

mente.

Solucidén Problema.- La concentracidn de las soluciones de la AET o

de la L-cistefna usadas para tratar durante una hora a las semillas
de cebada, fue de 0.03 y 0.05 M, respectivamente. De estas solucio-
nes se hicieron diluciones hasta tener una concentracidén final de
0.9x 1074 M para la AET y 1.0 x 107 ¥ para la L-cistefna. Estas
diluciones se encontraron dentro del rango de la sensibilidad del es-
pectrofotdémetro. Las mezclas se hicieron cada 10 minutos, correspon-
diendo a 3 ml para la AET y 1 m) para la L-cistefna, las cuales se
aforaron hasta alcanzar 100 ml . En seguida se tomaron 0.5y 1.0 ml
de esas soluciones, respectivamente, afiadiéndose en cada caso una mez
cla de 2.0 ml de buffer de fosfatos pH 8.0 y afordndose con agua en
ambos casos hasta el nivel de 5.0 ml. Finalmente, se adicionaron
0.02 ml de DINB a 3.0 ml de dicha mezcla en la celda fotométrica y se
procedid a la lectura en el aparato. El procedimiento anterior, se
repitid tres veces para cada una de las sustancias. Con los prome-
dios de las D.O. consideradas en la curva estindar, se calculd la con
centracién total promedio para cada lectura, calculando sus errores

esténdar.



9. Tratamiento Estadistico

1.- Longitudes de los coledptilos y pldntulas 'y nfimerc de se-

millas de cebada germinadas.- Para cuantificar el efecto protector de

los tratamientos de una hora con agua, AET y L-CISTEINA. En las longitu
des de los coledptilos y plintulas y nfimero de semillas de cebada germi-
nadas e irradiadas. a diferentes dosis.de rayos gamma(transformada para su
normalizacidén a la rafz cuadrada del arco-seno de la proporcién de semi-
llas germinadas}, de cebada, irradiadas a diferentes dosis de rayos gamma,
se aplicdé un factorial con dos factores. El primero (protector) corres-
pondid a tres sustancias: agua, AET y L-cisteina. El segundo correspon
did a diversas dosis de irradiacidn: 0, 10, 30, 50, 75, 100, 125, 150 y
200 Kr con lo que se generaron veintisiete tratamientos diferentes.

Tabla 20, Para cada uno de ellos se llevaron a cabo tres repeticio~
nes de cien semillas en cada una y siguiendo un disefio factorial comple-

tamente al azar.

El modelo matemdtico que corresponde a esta andlisis facto-

rial fue :

Yijk 7«. * o(i+/33-+ (o(ﬁ)ij + € ijk

donde:

Yijk = observaciones de la variable de respuesta (Longitud de

los colebptilos, etc.)
ﬁ//‘b = media general de la variable de respuesta.

efecto del nivel i del protector (i= 1, 2, 3),

X

1 = Agua 2- AET 3-L-cistefina
/9 j = Efecto del nivel j de la dosis de radiacidn (j= 1,2...9).
y ij = Bfecto de la interaccidn entre X i(protector) y F;j

(dosis)




Para cuantificar el efecto de los protectores en las varia-—
bles de respuesta antes mencionados -con altas dosis de irradiacifn que
correspondieron a 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200 y 1600 Kr- se
utilizé un andlisis factorial desbalanceado, de dos factores, con 27 tra
tamientos diferentes, pues en el tratamiento con agua se obtuvieron lec-

turas de cero para la dosis de 1200, 1400 y 1600 Kr.

2.- Para el nidmero, el largo y el ancho de las células de los

coleégtilos.- Para evaluar el efecto de los protectores Agua, AET y L-
cisteina en el niimero, largo y ancho de las c&lulas de los coledptilos
de semillas de cebada irradiadas con diferentes dosis de rayos gamma, se
realizd también un andlisis factorial con dos factores, el primero co-
rrespondid a tres protectores, agua, AET y L-cisteina, el segundo a siete
dosis de radiacidn 0, 10, 50, 75, 125, 150 y 200 Kr. Esto dio lugar a
veintitn tratamientos diferentes, cada uno se repiti tres veces, reali-
zdndose veinte observaciones en cada caso, siguiendo también un disefio
factorial completamenteval azar. Todos los datos se computaron en el
IIMAS y los resultados se obtuvieron a través de una reparametrizacién,
utilizando el paquete SPSS (1875) y a que las sub-rutinas del SPSS para
el analisis de la varianza no contemplan la situacidn de un disefio des-

balanceado.

Comparacidn miiltiple de medias.- Para la comparacién mltiple

de medias de las longitudes de coledptilos, plintulas, niimero de semillas
germinadas y nfimero, largo y ancho de las células de los coledptilos, se
empled el método de Tukey que consiste en postular que dos medias son

significativamente distintas si la diferencia entre



2
< | v . —— ol _.S_-
(Xi X2 es mayor que qr,v =
donde:
o = nivel de significatividad
r = n@mero de medias que se comparan simultdneamente
v = grados de libertad del cuadro medio del error
82 = cuadrado medio del error
o
qr,v = valor de tablas del rango estudentizado para comparar

r medias con v grados de libertad y nivel de signifi-

cacién o .,

Si sucede lo anterior debe considerarse que la hipdtesis de

igualdad entre las medias debe rechazarse. Méndez I {1976).

3.- Porcentaje de germinacién. Para obtener las curvas del

porcentaje de semillas germinadas en relacidn a la dosis aplicada, junto
con las dosis m3ximas para las que germinan el 50, 75 y 95% de las se-
millas, con sus respectivos intervalos de confianza se realizb un andli-

sis Probit.

El mejor ajuste resultd, considerando los valores extremos de
proporciones 0 y 1 como 0.05 y 0.995 respectivamente y tomando la dosis

al cuadro.

Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico
GLIM del cual se obtienen los estimadores de los pardmetros o4 y e
de la regresidn lineal simple entre el cuadro de la dosis y la propor-
cién de semillas gérminadas normalizadas por la transformacitn Probit.
(Figura 11).

Posteriormente, aplicando el teorema de Feller (Ruiz Velasco
Acosta, 1982), se obtuvieron los intervalos del 95% de confianza para

las dosis méximas a las cuales germina el 50, 75 y 95% de las semillas.

(Tabla 9).



TABLA 9.

Promedio de las Dosis e intervalos de confianza al PS% (I € 95%) a la que germi-

nan el 50, 75y 95% de las semillas tratadas con AGUA, AET y L-CISTEINA durante una hora an-

tes de ser irradias con rayo gamma de 60Co

AGUA AET L - CISTEINA
% Semi- |Dosis 1 ¢ 953 % Semi |Dosis | 1C 95% % Semi | Dosis 1 ¢ 95%
1las ger | {Kr) ° (Kr) 1las (Kr) (Kr) 1las - (Kr) ( %r)
minadas germina germina
das das

50 852,79 835,01 - 870.19 50 1125.46 | 1053.63-1189.43 | 50 1089.58 1021,35-1153.73

75 695,35 | 674,88 - 715.24 75 950.79 882,07-1019.02{ 75 919,28 805.98-1091.66
. 95 370.99 | 312,77 - b421.24 95 623.97 535.58- 701.30¢ 95 599.72 358,2b4- 768.75
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los contenidos de humedad relativa fueron para el lote trata-
do con agua, de 8.60 + 0.18%, para el tratado con AET 0.03 ¥ de.
8.76 + 0.20%; para el tratadoe con L-cisteina 0.05 ¥ de 8.68 0.15%.

En las Figuras 12 y 13 se presentan las curvas estindares para
la AET y la L-cisteina, la ecuacidn para la primera fue Y = 1.122 X y
para la segunda Y = X. Mediante el andlisis de los resultados mostrados
por dichas curvas, se calcularon las concentraciones de los grupos SH ca-

da 10 minutos,durante una hora para cada sustancia.

Las medias de los resultados de las 3 repeticiones, se encuen-
tran en la Tabla 10.

La ecuacidn de la recta promedio para el cambio de concentra-
cidén cada 10 min, evaluado durante 1 hora para la AET fue Y = -8.90 x
10’“ x + 1.07 (Figura 14) y para la L-cisteina de Y = -2.64 x 10_5 x + 1.11

(Figura 15).

A pesar de que se observa un comportamiento mis homogéneo de la
L-cisteina en relacidén a la AET, la minima degradacidn en la concentra-
cidén de grupos SH, en ambos casos, no fue significativa para el tratamien-
to aplicado durante una hora, como lo demuestran las pendientes que tien-~
den a cero en ambas rectas. Lo que demuestra que durante la hora de trata-
miento aplicado a las semillas con AET o L-cistefna, con las molaridades
usadas no cambid la concentracién de los grupos SH, a cuya reactividad de-

ben su accidn protectora dichas sustancias.

1, Determinacidén del efecto protector de la AET y la L-cisteina en el cre-

cimiento al término de la plintula.

Se cuantificé el crecimiento, el porcentaje del mismo en rela-
cidn al control (% RC), asi como el porcentaje del dafio en relacidn al

control (% DRC) en las pldntulas de semillas de cebada variedad himalaya
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TABLA 10 Valores promedio de 3 lecturas de densidad 6ptica (D.0.) y de concentracidn de grupos

SH ( x 10 - M) de soluciones de AET y L-CISTEINA obtenidas cada 10 minutos en el espectrofotémetro..

AET L - CISTEINA
D.0. Tiempo (min) Conc.Grypos SH D.0. Tiempo. (min) ¢onc.65gpos SH
x 10 M . x 10 M
1.10 0 1.10 1.245 0 1.110 ' G lé
1.05 10 1.05 1.260 ) 10 ©o1.123
1.046 20 1.05 1.245 20 1.110
1.05 30 1.05 1.225 30 1.092
0.976 Lo 0.98 1.250 Lo 1.114
1.02 50 1.02 1.255 50 1.118
1.06 60 1.06 1.245 60 1.110
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tratadas durante una hora con agua, AET o L-cisteina, antes de ser irra
diadas con bajas dosis (10, 30, 50, 75, 100, 125, 150 y 200 Kr} o altas
dosis (100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600 Kr). Lo ante-
rior se concluyd tomando como base los datos obtenidos durante las 3 re-
peticiones y la media de las 100 observaciones realizadas en cada una de

ellas. (Tablas 11 y 12).

En la Tabla 13 se presenta el promedio de los tres experimen-
tos como porcentaje en relacibén a los lotes procesados con agua de las
plintulas tratadas con AET y L-cisteina antes de ser irradiadas a diferen
tes dosis bajas de rayos gamma. De estos resultados y para determinar la
accién de los tratamientos con agua, AET o L-cisteina a las diferentes do
sis de rayos gamma, a partir de las medias de la Tabla 11, se gemerd un
andlisis de la varianza para un disefic factorial de 3 x 9 com 3 repeticio
nes (Tabla 1u4). Los valores muestran una diferencia significativa al 5%
para el tratamiento con los protectores, al tiempo que se nota una alta
diferencia en relacién a las dosis de radiacién usadas. Por otra parte,

la interaccidn entre protectores y dosis no fue significativa.

El crecimiento de la pldntula se lleva a cabo mediante 2 proQ
cesos : la divisidén y elongacién celular, teniendo el primero una gran
influencia en el aumento de su longitud (Cercgk et al., 1971). También
se considera que las auxinas precursoras de la divisién celular son mis
radiosensibles en relacidn a las que preceden la elongacién de las célu-
las. Al detectarse los efectos de los tratamientos con los protectores
y las dosis usadas, se realizd la prueba de Tukey para obtener el contras
te miltiple entre las medias a fin de determinar las diferencias y seme—
janzas entre las distintas dosis y los diferentes tratamientos. En rela
cién a las medias obtenidas para las diferentes dosis, se obtuvo que los
valores del testigo, 10, 30 y 50 Kr disminuyeron significativamente al
incrementarse la radiacién, mientras que fueron semeijantes las medias
obtenidas al aplicar las dosis de 75, 100, 125, 150 y 200 Kr; aunque re-
sultaron menores que las medias anteriores. (Tabla 15). Esta respuesta

 fue debida a la interaccidn del dafio cromosSmico y a la disminucidn de



TABLA No. 11 Media de tres repeticiones® de la longltud de la plintula de semillas de cebada Var.Hi;

malaya que muestran el efecto del tratamiento de una hora de AGUA, AET y L-CISTEINA antes de la irra=

diacidn GAMMA con 60Co.

posis (kr) AGUA AET L - CISTEINA
133.01 120,85 128.33
0 125.50 131,52 131.65
126.90 135.51 126.21
98,71 98.31 105.71
10 97.02 104.52 122.52
100,10 102.84 102,62
59.81 61.36 ol 4%
30 61.02 59.52 63.75
60.82 63.64 62.82
28.32 28.17 2872
50 25,92 30.92 32,0}
19,54 29.20 28.82
14,82 12,42 15.71
75 12.72 20,72 15.04
11.30 12.45 13,16
j 10.90 13.91 13.62
100 12.62 11.34 9.54
11.61 11,82 10,48
12.21 12.31 10,52
125 10.84 11.24 9.36
9.45 14,43 11.21
10.72 10.01 10.01
150 9.74 9,27 11.82
9,70 11.04 9,27
12.71 11.01 12,21
200 8.4k 9.72 9.73
9,50 13.54 11,52

* EN CADA REPETICION SE MIDIERON 100 OBSERVACIONES.




TABLA No 12 MEDIA DE TRES REPETICIONES* DE LA LONGITUD DE LA PLANTULA, COLEOPTILO (mm) Y PORCENTAJE DE GER=
MINADAS DE SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA QUE MUESTRAN EL EFECTO DEL TRATAMIENTO DE UNA HORA DE AGUA, AET Y -

L-CISTEINA ANTES DE LA IRRADIACION CON DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

. i

Dosis AA G U A A ET L - CISTEINA.
Kr Long.pléntu| Long.coledp; Germina- | Long.planty Long.coledpg Germina= |[Long.plantu |Long.coledp | Germina=
la (mm) eilo (mm) cién la (mm) tilo (mm) cién. la (mm) tilo (mm) clén,
153 65 100 157 67 99 153 05 !Oo
9 157 - 66 100 157 67 99
0 122 66 o 5 143 100 1ok 66 100
10 16 96 13 22 96 1 25 * 100
100 10 15 98 10 24 99 N 24 100
10 16 96 1] 24 100 12 20 100
8 21 98 1 29 98 10 28 99
200 9 20 97 10° 28 100 1 27 98
10 19 96 12 28 100 A1 28 100
12 23 97 12 29 99 10 29 97
400 1 23 96 1] 29 99 12 29 -100
11 24 96 11 3l 98 10 30 100
6 14 lg 27 }‘J 22 97 12 22 100
00 13 1 5 2 23 99 1 22
13 18 85 13 23 100 1 23 18
8 9 42 13 19 - 86 14 © 22 70
800 9 8 51 13 22 77 13 21 ' 76
9 9 49 12 22 80 13 | 19 75
8 8 33 12 12 70 9 10 70
1000 8 8 30 11 12 65 8 9 ~ 68
8 8 35 1 12 yA| ) 9 1 67
[} 0 i 10 8 42 9 9- 33
1200 0 0 0 1 -9 kg 9 9 31
0 0 0 11 10 50 9 9 39
\ 0 0 0 9 9 8 - 9 8 4
00 0
! AN N S O N SN O O O 5
1600 8 8 § 8 8 8 8 8 8
0 0 0 0 0 0. 0 0 0

* EN CADA REPETICION SE MIDIERON 100 OBSERVACIONES.




TABLA Nd 13 ﬁromedié &e tres exbgriméhtdé'ydé 1a 16h§{fud &éiuéoiééﬁfilo;"ﬁiiﬁfﬁla y germinacion T
presentados como porcentaje del promedio de Tos lotes tratados con agua en cada dosis para}las

semillas de cebada tratadas con AET y L-cisteina, antes de la irradiacion gamma del 60Co.

[ pos1s(kr) COLEOPTILO PLANTULA GERMINACION

AET L-CIST AET L-CIST AET L-CIST
0 99,4 100.2 100.5 100.0 103.2 102.1
10 97.0 101.9 103.3 111.6 102.1 102.1
30 148.0°° 122.2°%* 101.7 103.5 101.1 011
50 125,1%¢ 110.0 119.5 120,3 99.0 98.0
75 126.4°%° 119.5°* 117.8 3.2 100.0 100.0
100 118.8%° 123.2°%° 105.1 95,7 102.1 98.0
125 135.7 e 126,890 116.7 "95.4 98.0 98.0
150 142,900 157,108 101.0 103.0 98.0 100.0
200 145.8 @9 162.7 ¢ 1.8 108.9 102.1 100.0

* EN CADA EXPERIMENTO SE OBTUVIERON 100 OBSERVACIONES.
®® LONGITUDES DE COLEOPTILOS QUE RESULTARON DIFERENTES SIGNIFICATIVAMENTE AL 5% EN RELACION AL CONTROL



TABLA No 14  ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL DE 3 x 9 CON 3 REPETICIONES -
PARA UN DISERQ COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LA ALTURA-
DE LA PLANTULA (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET y ---
L-CISTEINA ( I FACTOR ) ANTES DE LA IRRADIACION CON DIFERENTES DOSIS DE RAYQS -

GAMMA DE 60Co. ( IT FACTOR).

FUENTE DE VARIACION st H cH F exp.
TRATAMIENTOS {AGUA,AET y ‘L-Cist.) | 71.51 2| 35.75 3.07 +
posis (1) 149337.43 8 [18667.18 | 1601.74 **
TRATAMLENTO X DOSIS 233.38 16| 14.59 1.25 NS
ERROR 629.33 54 11.65
TOTAL 150271.65 80

NS DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA

+ DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5%

*h DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA.
(1) = o, 10, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 200 Kr.

&

i




TABLA No 15 PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS

DE LA ALTURA DE LAS PLANTULAS (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS -

CON AGUA, AET y L-CISTEINA ANTES DE LA IRRADIACION A DIFERENTES PO-

SIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

DOSIS X  (ALTURA mm)
t 1 129.11 —

2 103.78 —

3 61.67 —
: ] 27.89 —

5 w22 T

6 _ 11.88

9 1n.n

7 11.00

8 10.22 |

posis 1-0, 2-l0,

3-30, 4-50, 5-75, 6-100, 7-125, 8-150, 9-200 Kr.

—— DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 53.

i
1
i
!
i
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las divisiones celulares, lo que tuvo un efecto determinante en las do-
sis de 75 a 200 Kr (Schwartz y Bay 1956). No se encontrd diferencia
entre las medias obtenidas para cada dosis en los lotes tratados con agua,
AET y L-cisteina, lo que demuestra que no hubo proteccidn a nivel de la
divisién celular. Estos resultados no estdn de acuerdo con la proteccidn
brindada por el AET en los cultivos de c&lulas L-5 de mamifero donde Ka-
wasaki (1977), encuentra proteccién por blogueo de la fase G2 del ciclo
celular. Este autor encuentra una recuperacidn del indice mitético ini-
cifndose 2 horas después de la irradiacidn de las células a 200 rads;
probablemente porque el protector reacciona con una sustancia denominada
"planco" relacionada con el retraso mitético, o con un radical libre es-
pecifico que inactiva esa sustancia. En nuestro sistema no se obtuvo ‘
proteccidn en virtud de que la sustancia "blanco" relacionada con el re-

traso mitStico fue 18bil, en rangos de dosis mayores, entre 10 y 200 Kp.

Kak en 1977, irradiando semillas de cebada pretratadas con L-
cisteina 16 hrs antes de la irradiacién a 30 Kr con rayos X encuentra un
63% de proteccién manifestada en la altura de la pldntula en comparacién
al testigo. En nuestros resultados no obtuvimos proteccidn al nivel de
la pléntula para esta dosis, lo que probablemente pueda deberse a las di

ferentes condiciones experimentales de ambas investigaciones.

Los resultados para la longitud de la plédntula durante los ex-
perimentos con dosis altas, asi como el % RC y el % DRC se muestran en

las Tablas 12, 16 y Figura 16.

Los valores indican una fuerte caida de la media a partir de

la dosis de 100 Kr, en relacidn al valor del grupo testigo.

De las medias dadas en la Tabla 12 se generd un andlisis de
varianza para un disefioc factorial desbalanceado de 3 x 9 con 3 repeti-
ciones; debido a que en el lote tratado con agua de la dosis de 1200 Kr
en adelante, no hubo germinacifén de las semillas. Para los lotes trata-

dos &sto sucedid en la dosis de 1600 Kr, donde se observa una notoria



LONGITUD DE LA PLANTULA COMO PORCENTAJE DEL CONTROL

100 200 400 600 800 ° 1000 1200 1400 1600

DOSIS ( Kr )
© TRATAMIENTO CON AGUA
) " - - [ TRATAMIENTO CON AET =
F16.16, LONGITUD DE LAS PLANTULAS (COMO PORCENTAJE DEL CONTROL) A TRATAMIENTO CON L-CISTEINA‘

DE LAS SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA., AET Y
L-CISTEINA UNA HORA ANTES DE LA IRRADIACION CON
RAYOS GaMMA DE 60 Co,

I ERROR ESTANDAR
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TABLA No 16

(% DRC) DE LA MEDIA DE TRES EXPERIMENTOS * DE LA LONGITUD DE LA PLANTULA (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA

TRATADAS CON AGUA, AET Y L-CISTEINA UNA HORA ANTES DE LA IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

CRECIMIENTO, PORCENTAJE RELACIONADO AL CONTROL (% RC) Y PORCENTAJE DE DARO ‘RELACIONADO AL CONTROL

* EN CADA EXPERIMENTO SE MIDIERON 100 OBSERVACIONES.

en relacién al control.

Dosis AG U A A E T L - CISTEINA
Kr y % RC % DRC x % RC ToRC | X % RC % DRC
|
0 154,33 100.0 —_ 156.33 | 101.30 — 155.33 100.65 —
100 10.00 0.65 99.35 11.33 7.34 92.66 1.33 7.34 | 92.66
[ J
200 9.00 5.83 94,17 n.00%% 7.3 92.87 10.66°° 6.91 93.09
400 11.33 7.34 92.66 11.33 7.34 92,66 10.66 6.91 93.09
600 13.33 8.6k - 91.36 13.00 8.43 91.57 11.33 7.34 | 92.66
' L1 o0 S
800 8.66 5,61 - 91.34 12.66 8.20 91.80 13.33 8.64 91.36
‘ o .
1000 .8.00 5.18 94,82 12.00 7.78 92,22 8.67 5.62 94,38
1200 0 0 0 10.66%® 6.9 93.09 9.0°° 5.83 | 9k.17
[ T J oo (1)
1400 0 0 0 9.66 6.26 - 93.74 9.0 5.83 94.17
1600 0 0 0 0 0 0 0 0 0
’ Longitudes diferentes 'S|gn|r:cztlvaﬁente al 52 Y
Ty .

R R e e e




diferencia entre tratamientos y dosis (Tabla 17). En la interaccién de
ambos, la diferencia fue al 5%. Al aplicar la prueba de Tukey ﬁara con~
traste miiltiple de medias, se obtuvieron los resultados que se muestran
en las Tablas 18 y 19 donde se analizan diferencias significativas entre
el lote tratado con agua y los protegidos con AET & L-cisteina, coh las
dosis de 200, 800, 1000, 1200 y 1400 Xr, mientras que para las otras do-

sis los valores de las medias fueron semejantes.

Wright (1961 y 1966}, muestra que las semillas irradiadas con
radiaciones ionizantes entre 100 y 200 Kr se inhibe la divisidén celular
¥y que el crecimiento del coledptilo se lleva a cabo por elongacidn celu-
lar. Schwartz (1954) y Schwartz y Bay (1956), obtienen una recuperaéién
del crecimiento en la pléntula de maiz irradiada a altas dosis, asocién-
dolo a un proceso de elongacidn celular, considerando los autores que es
te efecto en la pléntulé depende de la interaccidn del dafio cromosémico
y de la.disminucién de la tasa de divisiones celulares. Los resultados
muestran una ligera recuperacidn del crecimiento en la plé&ntula de las
semillas tratadas con AET o con L-cisteina lo qué hace suponer que estas
sustancias favorecieron de alguna manera la sintesis de las auxinas in-
volucradas en la elongacién celular; como observé Muir et al., (1974),
en relaci6n al aumento de la sintesis de la auxina, &c. Indolacético,
por el efecto de dosis altas de radiacidn con irradiaciones mayores a
680 Kr.

Los resultados indican que el incremento del crecimiento de
la pléntula a desis de 800, 1000, 1200 y 1400 Kr, pudo haberse favoreci-
do por el tratamiento con la AET o la L-cisteina, cuyas aplicaciones pro

piciaron la sintesis de esta auxina.

2. Determinacién del efecto protector de la AET y la L-cisteina en los

coledptilos.

Se evalud el crecimiento, % RC y % DRC en los coledptilos de



TABLA No 17  ANALISIS DE LA VARIANZA FACTOR!AL DESBALANCEADO DE 3 X 9 -~

CON TRES REPETICIONES * PARA UN DISERO COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMI-

MINAR EL EFECTO SOBRE LA ALTURA DE LA PLANTULA (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA-

TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET Y L-CISTEINA (1 FACTOR) ANTES DE LA IRRA--

DIACION CON DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co. (11 FACTOR).

FUENTES DE VARIACION SC GL cM F exp
;;§tamiento (AGUA, AET Y L-CISTE| 40.15 2 20.07 2841
Dosis- (1) 165515.83 | 8 120689.48 | 29277.39 **
Tratamiento X Dosis 54.691 14 3.91 © 5.53 %
Error 35.33 | 50 0.71

"TOTAL 165645.99 | 74
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 5%
% DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA ‘
(1) = 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200y 1400 Kr.

+ EN CADA REPETICION SE TABULARON 100 OBSERVACIONES.




TABLA No 18  PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MED!AS DE LA ALTURA DE LAS PLANTULAS
( ) DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET y L=CISTEINA ANTES DE LA IRRADIACION -
A DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

TRATAM [ENTOS :

AG U A AE T L = CISTEINA
1 15433 — 1 156,33 — 1 155,33 —
5 13.33 T 5 13.00 T 6 13.33 T
4 11.33 l T 6 12,67 _ 2 LI X I B
2 10.00 l T 7 12,00 T 5 n.3; 1
3 9.00 2 11.33 T 3 10.67 T
6 8.67 boo11.33 oo |
7 8.00 1 3 n.oo | 8 9.00
8 - 8 10.67 L 9 9.00
9 - 9 9.67 ik 7 8.67 1
10 - 10 - 10 -
Dosts 1-0, 2-100, 3-200, 4-400, 5-600, 6-800, 7-1000, B-1200, 9-1400, 10-1600 Kr.
l——t_ DIFERENCIAS NO SIGNIFICATIVAS AL 5%,




TABLA No 19 Prueba de Tukey para comparacin miltiple de medias de l1a altura de las pléntulas
(nm) de semillas de cebadas tratadas una hora con AGUA, AET y L-CISTEINA antes de la irradia~---

cidn a diferentes dosis altas de rayos gamma de 60Co.
DOSIS (Kr)

0 100 200 400 600 800 1000 1200 1400

) L . T
T2 156.33 T2 11.33 T2 11.00- T' 11.33 T1 13-33‘[’T3 13-33I TZ 12,00— T2 10.67— T2 9.67

T, 12.67 1 T, 8.67]. Ty 9.0 -(T; 9.0 -[

T3 155.33 T3- 11.33 T3 10.67- T2 11.33 T2 13.00

T 156,331 T

10,00 I} T
J -

1

9.00~- T3 10.67-T3 11.33 - Tl 8.67— T] 8.0J. T‘ 0 - T, 70"—,

TRATAMIENTOS T, AGUA,
T, ATy ’

T3 L=CISTEINA.

— DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 5%.




semillas de cebada variedad himalaya, con base en las medias de 3 repe-

ticiones, con 100 observaciones cada una.

En la Tabla 20, se presentan las medias de los 3 experimentos
y en la nimero 21, el % RC y el % DRC de los coledptilos de semillas tra
tadas durante una hora con agua AET o L-cisteina, antes de ser irradia-

das a dosis bajas de rayos gamma.

En esta Tabla se observa una caida en las medias al incremen-
tarse las dosis de radiacidn; notdndose también que las medias obtenidas
para los grupos tratados con la AET o la L-cisteina, fueron mayores en
relacién a los tratados con agua. Para determinar la accién de los tra-
tamientos con agua AET o L-cisteina, asf como con las diferentes dosis
de rayos gamma, se realizd un andlisis de varianza para un disefio facto-

rial de 3 x 9 con 3 repeticiones.

Los resultados muestran una diferencia altamente significati-
va para los tratamientos con las sustancias agua, AET o L-cisteina y pa-
ra dosis de radiacifn, asi como para la interaccién entre los 2 factores.
Los resultados se muestran en la Tabla 22. Debido a que la interaccién
entre los factores resultd significativa, se efectud la prueba de con-
trastes miltiples de Tukey y en cada dosis para comparar los tres trata-
mientos y en cada tratamiento para comparar las nueve dosis y de esta
forma determinar las diferencias entre tratamientos para cada dosis y
las diferencias entre las distintas dosis para cada tratamiento. Los re
sultados se muestran en las Tablas 23 y 24, Como puede analizarse, se
obtuvo proteccidn en las dosis de 30, 125, 150 y 200 Kr, en virtud de
que las medias obtenidas para los tratamientos con AET o L-cisteina fue-
ron mayores a las del lote tratado con agua: los valores se indican en
la Tabla 25, donde también puede analizarse que el % DRC en las dosis de
30, 125, 150 y 200 para los lotes tratados con AET o L-cisteina fueron

menores en relacidén al lote tratado con agua.

El crecimiento del coledptilo se debe a 2 procesos: divisio-




TABLA No 20 Medla de tres repeticlones* de la longitud del COLEOPTILO de semiilas de cebada var. Hima-

laya tratadas una hora con AGUA, AET y L-CISTEINA antes de la Irradiacidn GAMMA de 60Co.

'

00S1S (Kr) AGUA AET L - CISTEINA
68.21 61.16 64,54
0 63.62 67.84 60,11
60.12 61.72 67.50
62.10 60.5] 63.41
10 65.34 66,90 66,02
62.44 56.56 64.06
24,52 35.24 28.26
30 25.33 30.72 24.61
16.41 32.80 28.22
18.51 21.12 18.91
50 16.68 23.64 19.16
16,14 19.46 18,50
18.62 22,80 21,04
75 18.87 21.64 22.32
14.82 21.92 19.27
- 18,74 21,40 21.92
100 17.50 21.43 25.73
18.12 21.58 20.40
17.81 19.72 2062
125 15.45 25,04 23.8!
17.22 23.81 19,44
13.80 28,42 25.6h
150 14.81 21.95 24,35
20.31 22,36 25,63
17.91 26.21 28.8%
200 20.36 25,61 26.92
15.04 25.64 30,62

* EN CADA REPETICION SE OBTUVIERON 100 OBSERVACIONES,




TABLA No 21 CRECIMIENTO, PORCENTAJE RELACTONADO AL CONTROL (% RC) Y PORCENTAJE DE DARO RELAC!ONADO. AL
CONTROL (% DRC) DE LA MEDIA DE TRES EXPERIMENTOS ® DE LA LONGITUD DEL COLEOPTILO DE SEMILLAS DE CEBADA -

VAR. HIMALAYA TRATADAS CON AGUA, AET Y L-CISTEINA UNA HORA ANTES DE LA IRRADIACION GAMMA CON 60Co.

Doslis AG U A AET L-CISTEINA
Kr x % RC % DRC x % RC % DRC x % RC % DRC
0 64,00 100,00 0 63.67 | 99.48 0.52 64.33 100.52 —_—
10 63.00 98, ik 1.56 62.33 | 97.39 2,61 64,33 100,52 _—
Y 'Y
30 22,00 | 34.38 65.62 33.00 | 51.56 L8, 44 27,00 42,19 57.81
50 17.33 27.08 72.92 21.33 | 33.33 66.67 19,00 29.69 70.31
75 17.67 | 27.61 72.39 22.33 | 34.89 65.11 20.67 32,30 . 67.70
100 18.33 | 28.64 71.36 21.33 | 33.33 66.67 22.67 35.42 64,58
[ X [ X ]
125 16.67 | 26,05 73.95 23,00 | 35.9% 64,06 21.33 33.33 66.67
[ X [ 1]
150 16.33 | 25.52 74,48 24,00 | 37.50 62.50 26,33 NI 58,86
YR )
200 17.67 27.61 72.39 26.00 | 40.63 59.37 29.00 45,31 54.69
L B

* EN CADA EXPERIMENTOQ SE MIDIERON 100 OBSERVACIONES.
@@ LONGITUDES DE LOS COLEOPTILOS QUE RESULTARON DIFERENTES S!GHIFICATIVAMENTE AL 5% EN RELACION AL CONTROL.




TABLA No. 22 ANALISIS DE LA VARIANZA FACTQRIAL DE 3 x 9 CON 3 REPETICIONES -
PARA UN DISERO COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LA LONGI--
TUD DEL COLEOPTILO (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET Y
L-CISTEINA (I FACTOR) ANTES DE LA IRRADIACION CON DIFERENTES DOSIS DE° RAYOS --
GAMMA DE 60Co. (I1 FACTOR).

FUENTE DE VARIAC ION st 6L | cM . F exp.
TRATAHI ENTOS (AGUA, AET Y L-CIST.) 408.62 | 2 | 204.31 29, 874
posIs (1) 24625.14 | 8 |[3078.14 450.05%%
TRATAMIENTO X DOSIS 303.38 |16 18.96 2.77%
ERROR ’ 369.33 |54 6.84 |
TOTAL | 25706.47 |80

*  DIFERENCIA SIGNIFICATIVA AL 1%
*% DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA,

(1) = 0, 10, 30, 50, 75, 100, 125, 150, 200 Kr.




TABLA No 23 PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE LA ALTURA DE LOS COLEOPTILOS:
{nm) DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA, AET Y L~CISTEINA ANTES DE LA IRRADIACION A DIFERENTES =

DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

TRATAMIENTO

AGUA AET j L=CISTEINA
| 610.00‘!' 1 63.67 T ] 6‘0.33';'

2 63.00 J. 2 62.33 l 2 64.33J_

3 22,00 T 3 33.00 — 9 29,00 T

6 18.33 9 26,00 T 3 2700 | T
5 17.67 8 24.00 8 26.33

9 17.67 7 23.00 6 22,67 L |
b 17.33 5 22.33 7 21.33

7 16.66 ho21.33 5 20.67 4

8 1633 L 6 21,33 - ‘ 4 19,00 -

Dosis 1-0, 2-10, 3-30, 4-50, 5-75, 6-100, 7-125, 8-150, 9-200 Kr

DIFERENCIA-NO SIGNIFICATIVA AL 5%



TABLA No - 24  PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDtAS DE LA ALTURA DE LOS COLEOPTILOS {mm) DE SEM!
LLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA, AET Y L-CISTEINA ANTES DE LA IRRAD!IACION A DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE=

60Co.

Dosis (Kr).

0 10 30 50 75 100 125 150 " 200

1

) 1l . 1. ) . 1. . ; i ) )
T,-64.33 T T,-64.33 [| 7,-33.00 -| 7,-21.33 [} 7,-22.33 [\ T, 22.67] Ty 23.001 T 26.33{ T,- 23.00 ]

T,-19.00 T3-20.67 Tz- 21.33 T.- 2|.33J Tz- ZQ.OOj- Ti- 26.00'J.

T‘-6h.00 T|-63.00 7,-27.00 3

T2-63.66 J T2-62.33 T1-22.00 T]-l7.33 T]-l7.67 Tl- 18.33 Tl- 16.67 T]- 16,33~ TI- 17.67 -

et - ke

TRATAMIENTOS T] AGUA
T, = AET .
L~CISTEINA,

-
[}

DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 5%,

|




nes y elongaciones celulares. Liptay y Davidson (1972), concluyen que
el crecimiento de los coledptilos en semillas irradiadas con dosis que

inhiben la divisién celular, se mantiene por elongacidn celular.

Las dosis que inhiben las divisiones celulares son de 100 y
200 Kr (Haber y Luippold 1960, Haber et al., 1961, Liptay y Davidson
1372, Palomino et al., 1973).

Se ha propuesto que las radiaciones tienen un efecto estimu-
lante en la elongacidn celular que ocurre sin la intervencidén de la divi-
sién celular y sin la sintesis del ADN, pero con la participacién de otros
procesos como son sintesis de ARN y de las proteinas (Haber et al., 1961,
Wright 1961, Haber 1962).

Se ha considerado a las auxinas como causantes del proceso de
la elengacidn celular (Muir 1974). E1 hecho de que la elongacién se efec
tle alin después de dosis altas de radiacidn, podria explicarse sobre la
base de que el proceso de produccidn de auxinas no resulta afectado a

ese nivel de dosis.

En los resultados, el encontrar proteccifn para la dosis de
30 Kr, hace suponer que la AET o la L-cisteina protegieron ambos proce-
sos celulares, la divisidén y la elongacidn celular. Los resultados son
congruentes con los sefialados por Kak (1977), que reporta proteccidn en
la pléntula de semillas de cebada variedad himalaya, tratada con L-cis-

teina, 16 horas antes de irradiarlas con rayos X.

La accidn protectora del AET o la L-cisteina ha sido amplia-
mente probada, tanto a nivel radioquimico —capturande radicales libres
altamente reactivos y dafiinos a biomoléculas, enzimas, auxinas, ARN y
_afin ADN (Bacq y Alexander 1961)—o bien debido a la formacifn de disul-
furos con las moléculas blanco como histonas, proteinas de reparacién,
ete. (Eldjarn y Phil 1858).




Hern&di et al., (1969), probaron en E. coli que la aplicacién
de la L-cisteina antes de la irradiacidn cesaba la sintesis de ARN & pro
teinas mientras que la del ADN continuaba su sintesis original, hecho

que se asocia a una mayor radioresistencia.

Estos datos sugieren, que la proteccidn brindada por AET o la
L-cisteina en las dosis 125, 150 y 200 Kr, favorecid la sintesis de los

precursores de las auxinas que determinan la elongacién celular,

En la Tabla 12 se presenta la media de 3 experimentos con 100
observaciones para cada uno, en la Tabla 25, se presenta el $ RCy el
% DRC de los coledptilos de semillas de cebada tratadas una hora con
agua, AET o L-cisteina, antes de irradiarlasvcon dosis altas de rayos ga

mma.

Como se analiza en estas tablas y en la Figura 17, los valo-
res de las medias disminuyen en la dosis de 100 Kr. En las de 200 y 400
Kr los valores de las medias se incrementaron y a partir de 600 Kr las

medias disminuyen, a medida que aumentan las dosis de radiacién.

En el lote tratado con agua la supervivencia se mantiene aGn
en dosis de 1000 Kr y en los tratados con la AET o la L-cisteina hasta
1400 Kr.

Este comportamiento muestra una recuperacidn en el crecimiento
del colefptilo, resultante de semillas de cebada irradiadas con dosis
mayores de 100 Kr de radiaciones de bajo LET, como lo han reportado di-
versos autores {Schwartz y Bay 1956, Moutschen 1959, Palomino et al.,
1979). Este fendmeno es debido a la mayor resistencia de la elongacidn
celular a dosis altas de radiacidén (Moutchen 1959 y Cercek et al., 1967).
Este efecto se ha relacionado directamente con las auxinas, como es el

caso del §c. indolacético causante del proceso de elongacibn,

Como para algunos tratamientos se perdieron todas las semillas,



TABLA No 25  CRECIMIENTO, PORCENTAJE ﬁELACIONADO AL CONTROL (% RC) Y PORCENTAJE DE DARO RELACIONADO AL CON-

TROL {% DRC) DE LA MEDIA DE TRES EXPERIME.NTOS DE LA LONGITUD DEL COLEOPTILO (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA VAR, H_I_;

MALAYA TRATADAS CON AGUA, AET Y L-CISTEINA, UNA HORA ANTES DE LA IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS ALTAS.DE RAY0S

GAMMA DE 60Co.

'

B

Dos s AG U A A E T L - CISTEINA
Kr x $RC DR C X % RC % DRC X SREC $EDRC
0 65.0 100 0 66.33 102.01 —_ 66.0 101,54 —_—
’0 . [ X} ’
100 15.67 24,11 75.89 23.33 35.89 64,11 23.0 35.38 | 64.62
. . ) 'Y ) (X}
200 20.0 30.77 69.23 28.33 43,58 56.42 27.67 42.57 | 57.43
. (X J . ([ X ] '
400 23.33 35.89 6l 11 29,67 45.65 54,35 29.33 45,12 | 54,88
o o 00 oo
600 . " 18,00 27,69 72,31 22.67 - 34.88 65.12 22.33 34.35 65.65
: (X ) (1 ‘ .
800 8.67 13.34 . 86.66 . 21.0 32.31 67.69 20,67 31,80 68.20
1000 . 8.0 12.31 87.69 11.33 17.43 82.57 9.33 14.35 85.65
. . o0 '
1200 0 0 0 9.0 13.85 | 86.15 9.0 *% 1385 | 865
. ' i o0
1400 0 0 0 9.33' 14.35 85.65 8.67 13,34 86.66
1600 ) 0 0 0 0 0 0 0 0 0

>

* EN CADA EXPERIMENTO

o0 LONGITUDES DE LOS COLEOPTILO

SE MIDIERON 100 OBSERVACIONES.

FICATIVAMENTE AL 5% EN RELACION AL CONTROL.

S QUE RESULTARON DIFERENTES SIGNI.




LONGITUD DEL COLEOPTILO COMO‘ PORCENTAJE DEL CONTROL

[+]

100 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
DOSIS ( Kr)

© TRATAMIENTO CON AGUA

F16,17, LONGITUD DEL COLEOPTILO (COMO PORCENTAJE DEL CONTROL) [ TRATAMIENTO CON AET
DE LAS SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA, AET Y A TRATAMIENTO CON L-CISTEIN
L-CISTEINA UNA HORA ANTES DE LA IRRADIACIGN A DIFEREN S
TES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60 Co. _ T ERROR ESTANDAR




para el anflisis estadistico se utiliz6 un andlisis de varianza para un

'disefio factorial desbalanceado completamente al azar (Tabla 26).

De este anilisis resultd una diferencia significativa entre
los tratamientos de protectores, la dosis de radiacidn y la interaccidn
entre ambos. Por ello se aplico la prueba de Tukey para contraste de me

dias, para cada dosis y cada tratamiento {Tablas 27 y 28).

En las Tablas se observa, asi como también en la Figura 17,
que excepto para el testigo y la dosis de 1000 Kr hubo una alta diferen-
cia entre el lote control (tratado con agua) y los que se trataron con
la AET y la L-cisteina. AL igual que en el lote con agua puede notarse
la disminucidn de la media en lotes que fueron pretratados con los protec
tores. Se aprecia también la recuperacién del crecimiento a las dosis

de 200 y 400 Kr y la caida de la media desde 600 a 1400 Kr.

Estos resultados parecen deberse como ya se ha probado, a que
los lotes tratados con la AET o la L-cisteina favorecieron a las auxinas
precursoras de la elongacién celular, en mayor grado que lo que se obser

va en el grupo tratado con agua.

Esto estd apoyado por los resultados que obtuvo Biswas y Mat-
suo (1966) y Kak (1977). Dichos autores encuentran proteccidn en la al-
tura de la pl&ntula al tratar las semillas de cebada con L-cistefna an-
tes de la irradiacién. También Kawasaki (1977) encuentra proteccidn con
la L-cisteina o la AET en cé&lulas de cultivo de mamifero, a nivel de la
fase G2 del ciclo celular; concluyendo el autor, que los protectores
reaccionan con una sustancia "blanco" relacionada con el retraso mitdti-
co, inactivandolo. En este trabajo se observd el efecto protector, mis
a nivel de la divisibn.que.de.la elongacién-celular,

También Reddy y Smith (1978), aplicando un postratamiento de

L-cisteina a las semillas de sorgo irradiadas, encuentra proteccién a




TABLA No 26  ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL DESBALANCEADG DE 3 x.9-

CON TRES REPETICIONES'PARA UN DISERO COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR

EL EFECTO SOBRE LA.LONGITUD DEL COLEOPTILO (mm) DE SEMILLAS DE CEBADA'J&A- .

TADAS UNA HORA CON AGUA, AET Y L-CISTEINA { | FACTOR )} ANTES DE LA IRRADIA

CION CON DIFERENTES DOS!S ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co { Il FACTOR ).

FUENTE DE VARIACION *

- 'S¢

6L cH F exp
1:272‘;5;;‘; (AGUA, AET-Y -!'5.08.714. ‘ 8 254,37 » 293.55 ki
Dosis (1) 21557.'94 2 | 2688.38 3102.21 #*
Trataniento X dosis 174.82 oy 12.49 14.40 #*
Error ;43:33 50 0.87
ToTAL 2223393

*% DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIF ICATIVA

(1) = 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200 y 1400 K,

+ EN CADA REPETICION SE TABULARON' 100 OBSERVACIONES.




TABLA No 27 Prueba de Tukey para comparacién miltiple de medias de la altura de los Coledpti-
los (mm) de semfllas de cebada tratadas una hora con AGUA, AET y L-CISTEINA antes de la irradia=-
clén a diferentes dosis altas de rayos gamma de 60Co.
TRATAMI ENTOS
A G U A A E T L = CISTEINA.
| 65.00 — 166,33  —— T .00 —
b 23.33 — b 29.67 T b 29.33 '|'
3 20.00 ‘[ 3 28.33 i 3 27.67 _I.
5 18.00 l 2 2333 | 2 2.0 |
2 15,67 ~—— 5 22.67 . 5 22,33
6 8.67 '[ 6 21.33 1 6 22.33 1
7 8.00 l 7 onass 7 9.33 T
8 - 9 9.33 v 8 9.0
R ] 8 9.0 { 9 8.67 |
10 - 10 - 10 .-
posSIS 1-0, 2-100, 3-200, L4-400, 5-600, 6-800, 7-1000, 8-1200, 9-1400 y 10-1600 Kr.
DIFERENCIAS NO SIGN!FICATIVAS AL 5%.




nivel de la longitud de la ralz primaria, de la altura de coledptilo y
de la plintula. Ellos concluyen que el efecto protector se debe a que
la elongaecién fue menos severamente inhibida que la divisidn eelular,

efecto resaltado por la L-cisteina.

Con la aplicacién de la AET, Strazhevskaya et al., (1877},
encuentran proteccidn en células de carcinoma de ascites, detectando una
disminucidn de 2 a 3 veces de subunidades de ADN ligadas a 1ipidos. Al
respecto, Billen {1963), probd una mayor cantidad de ADN relacicnado con
una mayor resistencia. Mori (1978), encuentra un aumento de superviven-
cia en células L en ratdn y la atribuye a una disminucién en rupturas
sencillas & dobles de ADN. Esto es debido a que al retardar la sintesis
de ARN y la de proteinas, se da una mayor oportunidad de reparacitn a
las cBlulas. Es posible que en este trabajo una situacién similar brin-
dada por los protectores, favoreciera la reparacién celular, estimulando

asi los caminos enzimiAticos que. ayudaran a la elongacién celular.

3. Cuantificacidn del efecto protector del AET y la L-cisteina en el

nfimero, anchos y largo celulares de los coledptilos de semillas

irradiadas con rayos gamma.

En la Tabla 29 se presentan las medias de los nfimeros celula-
res de los colefptilos de las semillas tratadas con los 2 protectores an

tes de ser irradiadas.

Se observa una disminucidn en los niimeros celulares, a las

dosis de 10 Kr, de cerca del 50% en la dosis de 50 Kr, en la de 75 Kr es

todavia mayor, siendo la disminucién hasta cerca del 26% en las dosis de
125, 150 y 200 Kr.

En la Tabla 30 se presentan los resultados del andlisis de va
rianza factorial de 3 %x 7 con 3 repeticiones para un disefio completamen-

te al azar, en €1 se observa una alta diferencia significativa para la




TABLA No 29 Prueba de Tukey para la comparacién miltiple de
medias para el ndmero (xlOz) de las células de los coledpti=~
los de semillas tratadas con AGUA, AET y L-CISTEINA antes de

irradiarlas con rayos gamma de 60Co.

Dosis (Kr) X (x102)

2 : 692.67 'T
! | 689.22 l
3 374.1) —
4 330.44 —
5 182.22
6 : 180.33

7 ) 178.56

1-0 Kr, 2-10 Kr, 3-50 Kr, 4-75 Kr, 5-125 Kr, 6-150 Kr
y 7-200 Kr.

f———— Diferencia no significativa al 5%.



TABLA No 30  ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL DE 3 x 7 CON 3 REPETIC]ONES _
PARA UN DISERO COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE EL NUMERO-
DE CELULAS DE LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON AGUA,
AET Y L-CISTEINA ( 1 FACTOR ) ANTES DE LA [RRADIACION CON DIFERENTES DOSIS DE -

RAYOS GAMMA DE 60Co. ( 1l FACTOR ).

Fuentes de variacién SC GL CHM 1 F.exp.

Tratamiento (AGUA, AET . . .
y L-CISTEINA) 388.79 2 194.40 5.05 +

Dosis (1) 2837534.16 6 472922.35 | 12296.5 *
' NS

Tratamiento x dosis 484 .32 12 40.36 0.43

ERROR 1615.33 ! 42 38.46

TOTAL ’ 2840022.60 | 62

* Diferencid altamente significativa.
+ Diferencia significativa al 5%
NS Diferencia no significativa al 5%

(1) = 0, 10, 50, 75, 125, 150 y 200 Kr.



dosis, no asi para los tratamientos ni la interaccién.

Como solo resultaron significativamente diferentes las dosis
de radiacién y no asi los tratamientos, se puede concluir que los protec
tores no actuaron incrementando los nfimeros celulares, es decir no actua
ron a nivel de la divisidn celular. Los resultados son congruentes con
los de otros autores, al probar la alta radiosensibilidad en la divisidn

de las células, a dosis criticas entre 100 y 200 Kr (Wright 1961, Haber

1962, Cercek 1967, 1969, etc.). En ellas no fue patente el efecto pro-
tector de la AET o la L-cisteina. En este caso solo se realizaron compa
raciones miltiples entre las dosis (Tabla 29) ya que solo se detectaron

diferencias significativas para este factor.

En la Tabla 31 y Figura 18 se presenta la media de 3 experi-
mentos con 20 observaciones cada uno y el % RC de los largos celulares en
micrdometros sﬁu) de los coledptilos de semillas tratads con agua, AET o

L-cisteina, antes de ser irradiadas.

Se puede observar que estas medias disminuyen a las.dosis de
10 y 50 Kr, en relacidn al control. A partir de la dosis de 75 Kr, se
nota un ligero incremento, mayor en los lotes tratados con los protecto-
res, el cual se hace evidente en las dosis de 150 y 200 Kr.

¢

En estos resultados, se realizdé el andlisis de varianza fac-

torial 3 x 7 con 3 repeticiones para un disefio completamente al azar
(Tabla 32), en la cual se obtuvieron diferencias altamente significati-
vas para tratamientos con AET y L-cisteina, para las diferentes dosis

usadas y para la interaccidn.

Al aplicar la prueba de Tukey para comparar las medias entre
tratamientos para cada dosis y entre dosis para cada tratamiento, se ob-
servaron en las dosis de 50, 75, 125, 150 y 200 Kr, altas diferencias

entre las medias obtenidas para los lotes tratados con AET o L-cisteina




TABLA No 31 MEDIA Y PORCENTAJE EN RELACION AL CONTROL (% RC), DE TRES EXPERIMENTOS *, DE LOS LARGOS
CELULARES‘S,‘) DE LOS COLEOPTILOS DE LAS SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA, AET Y L=CISTEINA UNA --

HORA ANTES DE LA IRRADIACION CON RAYOS GAMMA DE 60Co.

Dos!s ' AGU A" A e T L - ClgTEINA.
Kr | X ZRC X % RC X SRC
0 . i72.oo 100.00 268.66 98.77 268.33 98.65
10 | 268.33 98.65 275,00 101.10 270,00 99.26
50 253.67 93.26 271,00 - | 99.63 271.33 99.75
75 276.00 101.47 331.00 121.69 #* | 329.33 121.08 #%
125 284.00 10441 331.66 121,93 &+ | 330.33 1214k Hox
150 331..33' 121.81 . 397.00 145.96 % | 390.67 143.63 * °
200 382.00 140 4k 485.33 . | 17843 #% | 472.00 ' 173.53 w

% EN CADA EXPERIMENTO SE OBTUVIERON 20 MEDIDAS.

#% LARGOS CELULARES QUE RESULTARON DIFERENTES SIGNIFICATIVAMENTE AL 5% EN RELACION AL CONTROL.
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TABLA No 32 ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL DE 3 x 7 CON 3 REPETICIONES _
PARA UN DISERO COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE LOS LARGOS
CELULARES 5‘#) DE LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON-
AGUA, AET Y L-CISTEINA { | FACTOR ) ANTES DE LA IRRADIACION CON DIFERENTES DO--

SIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co ( 11 FACTOR ).

Fuentes de variacién S¢C 6L CM F.exp.”

Tratamiento (AGUA, 22324.67 2 11162.33 821.99 *x
AET y L-CISTEINA)

D0SIS (1) © 240021.71 6 | a0153.62 278.84 **
Tratamiento x dosis 15506.0 - 12 129217 32.28 **
ERROR 1681.33 42 40.03
TOTAL 260433.71 62 4523.12

** Diferencia altamente significativa.

(1)= 0, 10, 50, 75, 125, 150 y 200 Kr.




y el tratado con agua (Tablas 33 y 34), de tal manera que se obtuvo en
los grupos tratados con AET y L-cisteina y para las dosis de 200 Kr, el
27 y el 2u4% de proteccidn en relacidn al grupo tratado con agua como se

hace notar en la Tabla 31.

En la Tabla 35 y Figura 19 se presenta la media y el % RC de
3 experimentos de 20 observaciones cada uno de los anchos celulares S/g)
de los coledptilos de semillas tratadas con los protectores e irradiadas

a diferentes dosis.

En general, los anchos celulares parecen ser Semejantes al
testigo en las dosis de 10 y 50 Kr y aumentar igualmente en las dosis de
75, 125 y 150 Kr, siendo ese incremento mayor en la dosis de 200 Kr, para
el control.

En los lotes tratados se presenta un incremento en los anchos
celulares, a partir de la dosis de 50 Kr y que se mantiene hasta los 125
Kr, siendo bastante mayor en 150 y 200 Kr. Esto fue confirmado al apli-
car el anflisis de varianza para un disefio factorial de 3 x 7 completa-
mente al azar, de la misma manera que para los largos celulares (Tabla
36). Al obtenerse alta significatividad con el tratamiento con protec-
tores, dosis e interaccifn, se realizd el contraste de medias para deter
minar diferencias entre ellas. En las Tablas 37 y 38 como puede notarse
lo anterior, coincidiendo con el comportamiento de los largos celulares,
se observan diferencias en las medias de los anchos celulares de los co-
leéptilds tratados con los protectores, con respecto al lote tratado con
agua hasta de un 38 y 36% a la dosis de 150 Kr y de un 41 y 38% de pro-
teccidn a la dosis de 200 Kr con respecto a los lotes tratados con la

AET o la L-cisteina respectivamente; como se ha seflalado en la Tabla 35.

Como se ha explicado anteriormente, varios autores han proba-
do que el crecimiento de los coleSptilos a partir de la inhibicidn de

las divisiones celulares a dosis cercanas a 100 Kr, se lleva a cabo por




TABLA No 33  PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DEL LARGO DE LAS CELULAS (s) -
DE LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA (T)) AET (T,) ¥ L-CISTEINA (T,) ANTES DE *
LA IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

TRATAMIENTOS

AGUA AET : L-CISTEINA
7 382,00 — 7 485,33 — 7 472,00 —
6 331,33 — 6 397,00 — 6 390.67 —
5 284,00 T 5 331.67 '[‘ 5 33033 T
b 276.00 4 331.00 _]_ L 329.33 |
1 272.00 2 275.00 T 3 27133 T
2 268.33 | 3 271.00 2 270.00
3 251.00 — o1 268,67 | 1 268.33 |

posis 1-0, 2-10, 3-50, 4-75, 5-125, 6-150, 7-200 Kr.

F——— DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 5%.



TABLA No 34

PRUEBA- DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DEL LARGO DE LAS CELULAS £}~) DE LOS-

COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA'(TI) AET (TZ) Y L~CISTEINA (T3) ANTES DE LA IRRAD}A=~

CION A DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

Dosis (Kr)
0 10 50 75 125 150 200
L8 272,00 T, 275.00 T[T, 271.33 ‘[ Ty 331.00 '[ 331.67 ‘[ 397.00 T T, 485.33]
T, 268.67 Ty 270.00 T, 271.00 J T, 329.33 l 330.33 _l 390.67 _|_ T 1.72,00_-[
T3 268,33 TI 268.33 | Tl 253.63 — Tl 276,00 — 284,00 — 331.33 — TIU'382.00,—
TRATAMIENTOS TI AGUA, T2 AET, T3 L-CISTEINA,

—_—

DIFERENC!A NO SIGNIFICATIVA AL 5%.



TABLA No 35 MEDIAY PORCENTAJE EN RELACION AL CONTROL (% RC) DE TRES EXPERIMENTOS * DE LOS ANCHOS CE-
LULARES j/ﬁ) DE 1.0S COLEOPT!ILOS DE LAS SEMILLAS NE CEBADA TRATADAS CON AGUA, AET Y L-CISTEINA UNA HORA -

ANTES DE LA [RRADIACION CON RAYOS GAMMA DE 60Co.

bosls. . AG U A A e 1 L - CISTEINA '
Kr“ X % RC x % RC X % RC

0 'las.oo 100.00 46.00 100.00 47.33 . | 102.B9
110 46.33 100.72 46.00 |, 100.00 46.30 100.65

50 166.6? 101.46 57.67 ° | 125,37 ee 56.67 123.20 o+
75 51.30 11.52 56.67 123.20 e " 55.67 121.02 aa
125 51.00 110.87 56.67 123.20 e | 57.00 123,91 o
150 51.33 111.59, 71.00 154,35« 70.00 152,17 o8 -
200 54.00° 117.39 76..00 | 165,22 ¢e 74.67 162,33 a8

* EN CADA EXPERIMENTOS SE OBTUVIERON 20 MEDIDAS.

#* ANCHOS CELULARES QUE RESULTARON DIFERENTES SIGNIFICATIVAMENTE AL 5% EN RELACION AL CONTROL. -
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. TABLA" No 36 ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL DE 3 x 7 CON 3 REPETICIONES-

PARA UN DISERD COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR EL EFECTO SOBRE EL ANCHO -
CELULAR S}LJ DE LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON ---
AGUA, AET y L-CISTEINA ( 1 FACTOR ) ANTES DE LA IRRADIACION CON DIFERENTES DO--

SIS DE RAYDS GAMMA DE 60Co. (I1 FACTOR).

Fuentes de variacion SC GL CM 1 F.Exp.
;rifg?:ggggagagua' AET ol 29580.29 2 | 1479014 {1.30Ns
Dosis (1) 66336.64 | 6 | mose.0 lo.97 ns
Tratamiento x dosis 142213.27 12 | nesIl |1.04 NS
ERROR 479236.67 _ 42 | 11410.40
TOTAL 717366.86 62 | 11570.43

NS Diferencia no sifnificativa al 0.05%

m-=

0,10, 50, 75, 125. 150 y 200 Kr.




TABLA No 37 PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DEL ANCHO DE LAS CELULAS yg). DE

LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA (T]) AET (TZ) Y L=CISTEINA (T3) ANTES DE LA

IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

TRATAMIENTOS

L = CISTEINA

A G U A A E T

7 54,00 7 76.00 — 7' 74.67 —
6 51.33 6 71.00 — 6 70,00 -~
b 5130 3 57.67 T 5 57.00
5 51.00 5 56.67 3 56.67

3 46.67 y 56.67 | y 55.67 |
2 46.33 2 630 1 ] .33 1
l 46.00 ! 46.00 J 2 46.30 J_

DOSIS 1~0, 2-10, 3-50, 4=75, 5-125, 6-150, 7-200 Kr.

————— DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 5%.




[}

TABLA No 38 PRUEBA DE TUKEY PARA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DEL ANCHO DE LAS CELULAS (/‘.)
DE LOS COLEOPTILOS DE SEMILLAS DE CEBADA TRATADAS CON AGUA (Tl) AET (TZ) Y L-CISTEINA (T3) ANTES-

DE LA IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

p oS 1 s (Kr)

0 + 10 T 50 - 75 T 125 T 150 - 200

T3 47.33 T, 46.33 T, 57.67 T, 56.67 13 57.00 T, 71.00 T, 76.00

T, 46.00 T

) 3 4630 [ | Ty 56,67 | | T, 55.67 | | T, 56.67 | [Ty 70.00 || T, 74.67 |

T

, 4.00 [| T, 46.00 [ | T, 46.67—| T, 5130 —I T, 51.00— | T, 51.33—|T, 54.00—

TRATAMIENTOS T, AGUA T, AET T3 L-CISTEINA.

{-—% DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 5%




BT TR
SAUR BE LR ui:cifoh

elongacién celular (Schwartz y Bay 1956, Moutschen 1959, Cercek et al.,
1971); que este proceso se ve favorecido por los tratamientos con AET o
L-cisteina, como lo muestran nuestros resultados. Probablemente este
efecto sea llevado a cabo por proteccién radioquimica y bioquimica o me-
tabdlica, (Hernddi et al., 1969, Bacq y Alexander 1961, Kawasaki 1977,
Mori = 1978),

Lo anterior, también ha sido analizado por Nagata y Yamaguchi
(1978), que probaron la proteccidén por compuestos con radical SH, en re-
lacidn & su alta reactividad con los radicales hidroxilo : los que pare-
cen presentar la energia orvital mis baja en el vacio de su molécula
(compuestos LUMO), en comparacidn a la energia alta encontrada al estar
ocupado el orvital de la molécula {compuestos HOMO). Estos compuestos
pueden transferir energia inter o intra molecular, hecho que ha sido al-
tamente correlacionado con la accidn protectora de los compuestos SH; en
virtud de que son capturadores de la energia de la radiacidn, lo que se
explica con los valores extremadamente bajos de LUMO de los compuestos
SH.

Resultados evidentes y actuales en relacidn a la proteccidn
bioquimica brindada por los aminotioles son los analizados por Romantzev
et al., (1977), el cual ha probado en ratas tratadas con una serie de ami
notioles antes de ser irradiadas, que el efecto protector parece relacio-
nado con la formacién, por absorcifn, de enlaces tioésteres amida y disul
furo con ciertas enzimas. El momento en que se rompe la mezcla de disul-
furos entre los radiprotectores y las proteinas o enzimas, coincide con
el efecto protector: ésto puede traducirse como una disminucién en el da-
fio molecular, acompafiado de una inhibicién de la replicacién y elevacién
en el rango de reparacién. Este mecanismo parece mediado con la habili-
dad del protector para unir receptores, moléculas y macromgléculas biols-

gicamente importantes.




4. Determinacidn de las dosis letales 50 (DL50) para las semillas de

cebada tratadas con AET o L-cisteina antes de ser irradiadas.

La determinacién de las DL50 se ha considerado como un factor
muy importante en el comportamiento de los agentes mutagénicos frente a
diversos materiales bioldgicos, (Konzak y Michaelsen 1977). En general
los pardmetros fisioldégicos medidos en la generacién tratada (Mi)-—como
longitud de la pldntula del coledptilo, anchos y largos de las células de
los colebptilos etc.,~—son funcidn de la dosis, es decir al aumentar ésta
se eleva el efecto del agente sobre las variables consideradas (Gaul 1977).
La Tabla 39 y Figura 11 muestra% esta tendencia general en los resultados
obtenidos. En ellas se muestran los valores promedio, el % RC y el %
DRC de 3 experimentos. Para su normalizacidn, estos valores fueron trans-
formados con la raiz cuadrada del Arco Seno de la proporcidn de semillas
germinadas. Al aplicar un andlisis de la varianza para un-disefio facto-
rial desbalanceado, se obtuvieron diferencias altamente significativas
para la proporcidn de semillas germinadas en lo que se pvefiere al trata-
miento con protectores, dosis e interaccidn (Tabla 40). Para cuantificar
diferencias y semejanzas entre las medias, se aplicé la prueba de Tukey
cuyos resultados se muestran en las Tablas 41 y 42. En ellas se muestra
una diferencia significativa entre la proporcién de semillas germinadas
para los lotes tratados con AET o L-cisteina, en relacidén al grupo con-
trol en el que se aplicaron dosis de 200, 600, 800, 1000, 1200 y 1400 Kr;
resultado indicado en la Tabla 39. En ella se nota que mientras que el
lote control llegd a cero supervivientes en las dosis de 1200 Kr en ade-
lante, en los tratados con los protectores se logrd hasta la dosis de
1600 Kr.

Lo anterior muestra un notable efecto de los protectores so-
bre la superviviencia siendo en los lotes tratados con AET o L-cisteina de
34% a 27% mayor en relacién al control, a nivel de 800 Kr. En tanto que
a 100 Kr el nfimero de germinadas para los lotes tratados representa un
36'% mds en relacidn al lote tratado con agua. Asi mismo, en la dosis

de 1200 Xr, la supervivencia se elevd 47 y 3u4% en relacidn al control
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TABLA No 39 PORCENTAJE DE GERMINADAS RELACLONADO AL CONTROL (% RC) Y PORCENTAJE DE DARO RELAC{ONADO AL CONTROL

(% DRC) DE LA MEDIA DE TRES EXPERIMENTOS * DEL NUMERO DE SEMILLAS GERMINADAS DE CEBADA VAR. HIMALAYA TRATADAS CO‘N
AGUA, AET Y L-CISTEINA UNA HORA ANTES DE LA IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

N " ) |
Dos s AG U A - , ACE T L - CISTEINA |
Kr x % RC % DRC X % RC % DRC x % RC % DRC
0 100 100 — 100 ° 100 | — 100 - 100 —
100 97 7 | 3 98 97 3§ o wo | —
: (X} a ( X ]
200 - 97 97 3 99 99 1 99 99 !
400 .96 96 y o 99 99 ! 99 %9 !
I . . oo e
600 86 86 - 14 99 99 I 100 100 —
. . ' t
800 W o | s 81 - 8 19 n®® 2
, ‘ °e ' °e
1000 - 33 33 67 69 6 | 3 68 68 32
. . [ X J [ X ]
1200 0 0 0 ‘47 47 53 34 34 . 66
. M ’
. o | .
1400 0 0 0 s 6. o st 5 % j
1600 0 0 0 o o I o 0 0 0

* EN CADA EXPERIMENTO SE OBTUVIERON .100 OBSERVACIONES.
@ ® NUMERO DE SEMILLAS GERMINADAS QUE RESULTARON DIFERENTES SIGNIFICATIVAMENTE AL 5% EN RELACION AL CONTROL.

]
t




TABLA No 40 ANALISIS DE LA VARIANZA FACTORIAL DESBALANCEADO DE 3 X 9 CON -
TRES REPETICIONES * PARA UN DISERO COMPLETAMENTE AL AZAR PARA DETERMINAR EL - -
EFECTO SOBRE LA V/ARCO SENO DE LA PROPORCION DE LAS SEMILLAS GERMINADAS DE CEBA
DA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET Y L-CISTEINA (I FACTOR) ANTES DE LA IRRADIA-

CION CON DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co. (I FACTOR).

FUENTE DE VARIACION. ] ose 6L CH F exp
¥??;2?iento (AGUA, AET ¥ L?CIS-‘ ?;583 ) 0.110 2005 44
‘Dosis (1) - ' f | 18.163 [ 8 " 2.270 430.7\,**
Tratamie_nr:o X dosis 0.459 | th 9.033 6722 k%
Error | 0.264 | 50 0.0053

TOTAL | 19.769 | 74

*% DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA f@
(1) = 0, 100, 200, LoO, 600, 800, 1000, 1200y 1400 kr, :

+ EN CADA REPETICION SE TABULARON 100 OBSERVACIONES.




TABLA No. 41 PRUEBA DE TUKEY PARA LA COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS DE LA VARCO SENO DE LA PRO-
PORCION DEL NUMERO DE SEM!LLAS GERMINADAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET y L-CISTEINA --
ANTES DE LA IRRADIACION A DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

TRATAMIENTOS

AG U A A ET L-CISTEINA
1 1.524 — 1 1.524 T 2 LS T
3 1.328 | 3 1.504 | 1.524

2 1.315 5 l.uuzl 5 1.524

4 1.300 J; 2 1.429 4 1.489°

5 1.029 — b WA 3 1.457 JL
6 0. 49k T 6 0.947 — 6 0.829 T
7 0.333 l 7 0.758 — 7 0.752 _L
8 - 8 0.490 — 8 0.351 —
9 - 9 0.060 — 9 0.050 —
10 - 10 - 10 -

Dosls 1-0, 2-100, 3-200, 4-400, 5-600, 6-800, 7-1000, 8-1200, 9-1400 y 10-1600 Kr.

+——  DIFERENCIAS NO SIGNIFICATIVAS AL 5%.

v




TABLA No 42 PRUEBA DE TUKEY., PARA LA COMPARAC!ON MULTIPLE DE MEDIAS DE LA \/ ARCO SENO. DE LA PROPORCION DEL
NUMERO DE SEMILLAS GERMINADAS DE CEBADA TRATADAS UNA HORA CON AGUA, AET Y L-C!STEINA ANTES DE LA IRRADIACION-

A DIFERENTES DOSIS ALTAS DE RAYOS GAMMA DE 60Co.

Dosis {Kr)
0 100 200 400 600 800 1000 1200 1400,
T, 152 T| T 1.57|I T, I.SOAl T l.hes[ T, 1.5241 A 0.91;7] T, 0.758] T, 0.490 T, 0.060]
T, 152k || T, mz% T 1.1457} T, l.moi T, I.MZJ' T 0.8291 T, 0.7521 T, 0.351-|1, o.qso}
Ty 152k || T S|l Ty 1328 T 1.3001 T, 1.029-| T, o.gk-|T 0333-{T, o T 0

TRATAMIENTOS T AGUA, T, AET vy T3 L-CISTEINA.

|———aree—f  DIFERENCIA NO SIGNIFICATIVA AL 5%




para los grupos tratados con AET y Lrcistefina respectivamente.

Para obtener las DL50 y las ecuaciones de regresidn de la pro-
porcidn de semillas germinadas de los 3 experimentos, se transformé la
proporcidn de germinacidén a unidades probit como se muestra en la Figura
11, en donde se dan las ecuaciones de las rectas de regresi6én para la pro
porcidn transformada a probit de semillas germinadas de cebada tratadas

con diversos protectores antes de ser irradiadas con dosis altas.

En la Tabla 9 se muestran las dosis méximas para que germinen
el 50, 75 y 95%, en los lotes testigos y los tratados con AET o L-citeina

antes de ser irradiadas y los intervalos del 95% de confianza, (1C95 %).

Como puede observarse, para obtener el 50% de supervivientes,
en el lote tratado con agua la dosis mixima que se puede aplicar es de
852.79 Xr, mientras que para los grupos tratados con AET o L-cisteina se
requirieron dosis de 1125.46 y de 1089.55 Kr respectivamente. Esto sig-
nifica que se puede utilizar una dosis 28 y 32% mayor en los tratados
con los protectores en relacién al control para obtener el mismo efecto;
situaciones similares suceden en las dosis miximas para obtener el 75y
95% de germinacidén en los lotes tratados con AET o L-cisteina en relacién

al grupo control.

En nuestros resultados es notable la proteccién brindada por
la AET y la L-cisteina en lo que se refiere a la supervivencia, que coin-
ciden con los reportados por Sadilkovid y Fremuth (1976), quienes prueban
un incremento del 15.4% en la supervivencia de las células de médula
Gsea en "Hamsters", tratados con AET antes de ser irradiados; igualmente
Sigdestad et al., (1976), prueban la efectividad de la proteccién confe-
rida por la AET a nivel de la supervivencia en ratones irradiados. Re-
sultados similares a éstos fueron obtenidos por Mori (1978) y Shinoda et
al., (1978).

También se ha probado la alta efectividad de la L-cisteina a




nivel de supervivencia en diversos materiales irradiados, como en bacte-
rias por Kovdcs et al., (1968), en ratones por Tsukiyama (1976) y en ce-
pas de levaduras como lo muestran en sus resultados Petin y Matrenina
(1979). Todos estos autores coinciden en que la proteccidn brindada por
la AET y la L-cisteina puede actuar a niveles radioquimicos y bioquimicos
o metabdlicos, bien neutralizando los radicales libres provocados por la
radiacién a nivel del agua celular o los producidos en biomoléculas; o
ayudando directamente a la reparacién celular, ya sea por via metabdlica,
favoreciendo la sintesis retardada de ADN, ARN y proteinas; o bien a ni-
vel de los precursores de las auxinas que dirigen procesos celulares vi-
tales y que dan como resultado el incremento en la supervivencia del ma-

terial biolégico empleado.
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CONCLUSIONES
>
1. Se mantuvieron constantes las cantidades de grupos sulfhi-
drilo, a cuya reactividad se debe la accidn protectora de la AET y la L-
cisteina, durante el tiempo de tratamiento y las molaridades usadas en el
trabajo; como se pudo detectar mediante la cuantificacién por métodes co-
lorimétricos durante una hora a intervalos de 10 minutos, tiempo de tra-

tamiento del material biolégico.

2. No se encontrd efecto protector de la AET y la L-cisteina
al final del crecimieénto de la pléntula en los experimentos con bajas do-
sis, observéndose una drdstica inhibicién de la divisidn celular, prin-
cipal actividad a la que se debe su desarrollo. En los experimentos a
altas dosis se obtuvo un mayor crecimiento de las pldntulas al aplicar
dosis de 200, 800, 1000, 1200 y 1400 kr en los lotes tratados con AET y
L-cisteina, al actuar los protectores probablemente sobre la sintesis de
las auxinas responsables de la elongacién celular y con ello favorecer

su crecimiento.

3. Se obtuvo un efecto protector, reflejado en el incremento
de las longitudes de los coledptilos de las semillas tratadas con AET y

L-cisteina comparade con los obtenidos en las semillas tratadas con agua.

_En los experimentos de bajas dosis el aumento en la longitud de los co-

lebptilos protegidos con AET y L-cisteina a dosis de 30, 125, 150 y 200
kr, correspondié a un incremento porcentual en la longitud del coledp-
tilo del 50, 38, 47 y 47 para la AET y del 22, 28, 61 y 64 para la
L-cisteina al compararlas con el lote tratado con agua. A dosis altas,
el aumento en la longitud de los coledptilos se observd a los 100, 200,
400, 600:y 800 kr, en los cuales el incremento porcentual fue de 48, 41,
27, 26, 242 para la AET y de 47, 38, 26, 24 y 238 para L-cisteina al
compararlas al lote tratado con agua. Estos resultados se deben a que
los lotes tratados con los protectores se vieron favorecidos en la sinte
sis de las auxinas responsables de la elongacién celular, lo cual favore-

cié el crecimiento de los colebptilos de las semillas irradiadas y trata-
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das con los protectores.

4, Los protectores no favorecieron la divisidén celular como se
desprende de los resultados estadisticamente no significativos observa-
dos en los niimeros celulares encontrados en lotes tratados a diferentes
dosis y con AET y la L-cisteina. Por otra parte los resultados altamen-
te significativos obtenidos al comparar las longitudes y anchos celulares
de los lotes tratados con los quimicos, en relacién a los que recibieron

agua, muestran que los protectores favorecieron la elongacién celular.

5. En relacidn a las dosis necesarias para obtener el 50, 75 y
95% de supervivientes fue notable el efecto de la AET y la L-cisteinaj
en virtud de que para el lote tratado con agua se requirieron dosis meno-
res : 852.79, 696.35 y 370.99 kr, para obtener los pardmetros mencionados,
mientras que para lograr los mismos valores en lotes protegidos con AET y
con L-cisteina se requirieron dosis de 1125.46, 950.79 y 623.97 kr para
el AET y de 1089.55, 91928 y 599.72 kr para la L-cisteina, respectiva-
mente. El efecto fue debido a la proteccidn de estas sustancias a'nive-
les radioquimicos y bioquimicos o metabdlicos que favorecieron los proce
sos vitales para la célula, dando por resultado un notable aumento en la

supervivencia de las semillas de cebada.

En las dosis de 1200 y 1400 kr el efecto protector fue notable
ya que el lote tratado con agua no se obtuvieron supervivientes y en los
tratados con los protectores se observaron 47 y 34% de plantas germinadas
para AET y cisteina con 1200 kr y de 6 y 5% para esas sustancias en las
dosis de 1400 kr.
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