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RESUMEN

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es una hortaliza muy cotizada tanto en nuestro pais
como a nivel mundial. En el Peru la produccion de los cultivares esparrago se expande por
el litoral peruano, en los departamentos de La Libertad, Lima, Ica, Ancash y Lambayeque.
En la actualidad los cultivares liberados estan perdiendo su capacidad de resistencia y
tolerancia a las plagas y enfermedades, lo que obliga a los fitomejoradores a generar nuevos
cultivares que respondan a estos nuevos desafios. La primera accion del fitomejorador es
generar variabilidad genética dentro de la poblacion y una alternativa para lograrlo es la
induccidn de mutaciones. Esta técnica ayuda a generar variabilidad genética, permitiendo
obtener y seleccionar los genotipos con tolerancia y/o resistencia a estreses bioticos y
abioticos. EIl experimento se llevo a cabo en la PIPS en Cereales y Granos Nativos de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Se trabajé con tres genotipos: UC157F1, UC115
y la 2H-38H cuyas semillas fueron tratadas. Se tuvieron dos controles (agua, buffer fosfato
a pH 3) y siete concentraciones de azida de sodio (ImM, 3mM, 5mM, 7mM y 9mM). Las
semillas fueron sumergidas por una hora y sembradas en placas y macetas (100 por
repeticion) y se utilizé un disefio DBCA con arreglo factorial con 4 repeticiones. Las
variables estudiadas fueron las siguientes: germinacion, supervivencia, altura de planta,
longitud de radicula, relacion de la longitud pldmula-radicula, peso del germinado, la
velocidad de elongacion de la plantula y radicula y ganancia de peso del germinado, DLsg y
el efecto promedio del agente mutagénico. Durante el andlisis de las variables se observé
que hubo diferencias significativas. Los tres genotipos mostraron respuestas diferentes al
efecto de la azida de sodio, siendo el cultivar UC157F1 es mas quimio-sensible y la dosis de

9mM de NaNs causo el mayor efecto.

Palabras claves: esparrago, genotipos, agente mutagénico, azida de sodio.



SUMMARY

Asparagus (Asparagus officinalis L.) is a vegetable that is highly valued both in our country
and worldwide. In Peru, the production of asparagus crops expands along the Peruvian coast,
in the departments of La Libertad, Lima, Ica, Ancash and Lambayeque. Currently, the
released cultivars are losing their resistance or tolerance to pests and diseases, forcing to
plant breeders to generate new cultivars that respond to these new challenges. The first action
of the breeder is to generate genetic variation in the population. This technique helps to
increace genetic variability, it is achieved and selected genotypes with tolerance and / or
resistance to biotic and abiotic stresses. The cape was taken to the PIPS in Cereals and Native
Crops of La Molina National Agrarian University. Three genotypes were evaluated:
UC157F1, UC115 and 2H-38H. The seed were submerged in the following treatments: water
and phosphate buffer at pH 3 as control and 1mM, 3mM, 5mM, 7mM and 9mM sodium
azides for one hour and sowed in plates and pots (100 per replication) under RBD design
with factorial arrangement and 4 replications were used. The studied variables were:
germination, survival, plant length, root length, plumule/radicle length ratio, germination
weight, seedling and root elongation speed and germination weight gain, LDso and the
average effect of the mutagenic agent. During the analysis of the variables there were
significant differences. The genotypes had different response to the sodium azide, being the

UC157F1 cultivar tha most chemo-sensitive and 9mM showed the highy effect.

Keywords: Asparagus, genotypes, mutagenic agent, sodium azide



l. INTRODUCCION

El Per( es considerado como un pais megadiverso, tanto en fauna como en flora. El recurso
flora se utiliza para diversos propositos tales como: alimentacion, agro-industrial, medicinal
etc. Dentro de la variedad de cultivos, el esparrago (Asparagus officinalis L.) es la Unica

especie, dentro su género, que es para propositos comestibles.

En el Pery, este cultivo se siembra en la zona central de la costa peruana, dentro de los
departamentos de La libertad, Ica, Lima, Ancash y Lambayeque. En La Libertad, en el 2015,
tuvo una produccion del 50% del total, sequido por el departamento de Ica con el 39%, Lima
con el 5% y Ancash con el 3% y Lambayeque con el 1% (La Republica, 2015). En relacién
a la exportacidn, su produccion en fresco y conserva esta dirigida a Estados Unidos, Francia
y Espafia (La Republica, 2015).

El esparrago se propaga por semilla o por arafias (porcion de la corona del esparrago), ambos
drganos presentan ciertos inconvenientes a nivel de campo. La primera es genética; basada
en la segregacion independiente de gametos, a través de la polinizacion cruzada generando
semillas con genotipos variables y la segunda por la baja tasa de multiplicacion y facil

diseminacion de plagas y enfermedades a nivel radicular.

Lo mencionado anteriormente, apoya el hecho de trabajar en este cultivo con el objetivo de
crear, generar y promover un manejo mas eficiente y eficaz, que incrementen el rendimiento,
produccion y calidad de esta hortaliza, aplicando metodologias en manejo integrado y de
mejoramiento genético para la obtencion de nuevos cultivares adaptables al medio
(resistentes a factores bidticos y abioticos). Una alternativa que ayude en la busqueda de los
genotipos genéticamente mas estables al ambiente que nos rodea seria la metodologia de

induccién de mutaciones.



OBJETIVOS

Objetivo principal

Determinar el efecto que ocasiona la azida de sodio (NaN3) a las semillas y plantulas de
esparrago (Asparagus officinalis L.) de los cultivares UC 157 F1 y UC 115y la linea 2H-
38H.

Objetivos especificos

Determinar la respuesta que ocasiona la azida de sodio en los cultivares de esparrago
(Asparagus officinalis L.) UC 157 F1y UC115y la linea 2H-38H.

Determinar la dosis adecuada de azida de sodio que ocasione cambios fisioldgicos y en
menor intensidad los morfoldgicos en los cultivares de esparragos UC 157 F1, UC 115y la
linea 2H-38H



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 CULTIVO DE ESPARRAGO

2.1.1 GENERALIDADES

El esparrago es un monocotiledonea perteneciente a la familia Asparagacea, al género
Asparagus que comprende aproximadamente 300 especies. La especie de interés alimenticio
y/o medicinal es Asparagus officinalis (Wien, 1997; Stajner et al., 2002; Giivenc y koyuncu,
2002; Moreno et al., 2012). Esta hortaliza es de ciclo de vida perenne, con vida util de 15
aflos (Pontaroli, 2005; Londofio, 2005), se cultiva particularmente en clima templado y
subtropical (Parody, 1978). La parte comestible en esta hortaliza es el turion, que viene ser
el tallo con hojas reducidas a escamas (Rubatzky y Yamaguchi, 1997). Estas estructuras
emergen a inicios de primavera y se cosecha entre los 40 a 60 dias después de la brotacion
(Pontaroli, 2005). Los turiones tienen una constitucion apical compleja. Contiene en su
interior los primordios de hojas, yemas laterales y flores. Las yemas laterales una vez
diferenciadas presentan unas estructuras de forma acicular conocidas como cladiolos, cuya
funcién es fotosintética (Marziani et al., 1999). La estructura perenne del esparrago es la
corona, que estd constituida por raices adventicias carnosas, cuya funcién es de
almacenamiento y que crecen a partir de un tallo subterraneo conocido como rizoma
simpodial (Blasberg, 1932; Ornstrup, 1997). A partir de las yemas del tallo simpodial se

originan los turiones y las raices adventicias (Robb, 1984), que crecen afio tras afio.

Dentro del ambito reproductivo el cultivo de esparrago es considerado una planta “dioica’”;
sin embargo, también se observan flores con ambos 6rganos presentes, que producen
semillas viables (Bozzini, 1959). En el estado vegetativo no se observa dimorfismo sexual;
sin embargo, las plantas estaminadas suelen ser las vigorosas, precoces y mas productivas

en cuanto al nimero de turiones; mientras que las pistiladas no (Jamsari, 2004).



2.1.2 UBICACION TAXONOMICA

De acuerdo a Grayum (2003), el esparrago presenta la siguiente ubicacién taxonémica:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Asparagales
Familia: Asparagaceae

Subfamilia:  Asparagoideae
Género: Asparagus

Especie: Asparagus officinalis L.

2.1.3 ORIGEN E IMPORTANCIA EN EL PERU

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es originario del Mediterraneo, entre las cuencas de
los rios Tigris y Eufrates y fue consumido por los antiguos Egipcios y Griegos (Moreno et
al., 2012). Esta hortaliza fue introducida en Espafia por los romanos, durante el periodo de
la invasion. A partir del siglo XVIII, esta hortaliza se convirtio en la preferida por la
burguesia, y es hasta el siglo XIX se consume como esparrago verde, existiendo después de

ello en el mercado dos tipos de esparrago: el verde y blanco (Prohens et al., 2008).

El cultivo del esparrago en el Per( se inicié a principios de la década de los 50, en el
Departamento de La Libertad, con el cultivar "Mary Washington™, como esparrago blanco
en conserva. Pero es a partir de la década de los 80 cuando el esparrago cuenta con notable
crecimiento sostenido por la Asociacion de Productores de ICA, iniciando en el afio de 1986
el Programa de Produccion de Esparrago Verde, para la exportacion turiones frescos del
cultivar UC 157 F1 bajo tecnologia californiana, facilitando la realizacion en el estudio del
crecimiento y desarrollo de esta hortaliza en el pais y la visita de dos expertos peruanos a las

zonas productoras de esparrago en los Estados Unidos (Alzamora, 2006).



2.1.4 ENFERMEDADES Y PLAGAS

El cultivo de esparrago presenta problemas durante su manejo y produccion ocasionados en
su mayoria por el componente ambiental. Este componente estd compuesto del factor clima,
suelo y fitosanitario (Hasegawa et al., 1973; Yang y Clore, 1973), por lo tanto la seleccion
del cultivar es fundamental; debido a que este cultivo permanece 10 afios en campo
(Gonzales, 1999). Por otro lado el mantenimiento de un cultivo sano y homogéneo es
fundamental para maximizar su longevidad y de este modo aumentar la rentabilidad del
sistema. Por ultimo dentro del estado vegetativo se ha observado que las plantas pistiladas

son menos resistentes que las plantas estaminadas (Ellison, 1986).

2.1.4.1 ENFERMEDADES

e Fusarium oxysporum

Las especies fitopatogenas del género Fusarium ocasionan una de las enfermedades mas
importantes en el cultivo de esparrago a nivel mundial (De La Rosa, 1998; Endo y
Burkholder, 1971; Schreuder and lamprecht, 1995). El fitopatdgeno Fusarium oxysporum,
es una especies que se comporta como saprofitos (Armstrong y Armstrong, 1981),
invadiendo a la planta durante su primera etapa de crecimiento (emergencia), ingresando al
huésped a través de las heridas o por los estomas, considerandolo como parasito débil
(Olivain y Alabouvette, 1997).

Este patdgeno es considerado generalista, por que ataca a diferentes familias, sin embargo,
cada especie es afectada por su forma especial de Fusarium oxysporum como por ejemplo la
conocida como f.sp. asparagi. La forma especial f.sp. asparagi es considerada como un factor
limitante en la produccidn del espérrago, presentdndose en todas las zonas donde se cultiva
esta especie (Dan y Sthephens, 1995). Las razones de su diseminacion en campo son dos: la
capacidad de colonizar una amplia gama sustratos y el eficiente mecanismo para dispersarse

en el tiempo y espacio (Nelson et al., 1991; Agrios, 1996).

e Stemphylium vesicarium

Stemphylium vesicarium se encuentra distribuida en todas las zonas productoras de
esparrago, causando problema durante los meses de invierno en la zona de Viru y los valles
de Chincha, Cafiete y Huaral (Bayer, 2011).



Este patdgeno produce manchas ovaladas con un halo rojizo en los tallos de apariencia
aceitosa. En turiones, los dafios ocasionados estan asociados a particulas de arena arrastradas

por el viento, causando lesiones en la mitad inferior de la planta (Agrios, 1996).

e Puccinia asparagi

Puccinia asparagi es un fitopatdgeno que se encuentra distribuido en todas las zonas
productoras de esparrago del Per(. En 1995 se tuvo el primer reporte de ataque en la zona
de Viru. ElI mayor dafio causado por la roya del esparrago, se produce en fase de secado,
debido a la reduccion en la translocacion de carbohidratos hacia la corona, siendo mayor a

inicios de brotacién (Bayer, 2011).

e Cercospora asparagi

Cercospora asparagi inicialmente causaba dafios en los valles costefios del Peru, llegando a
desplazar a la roya del esparrago. Cercospora causa manchas necroticas ovales y de tamafio
diferente en el follaje (cladiolo, ramas y tallos). En presencia de alta humedad relativa, estas
manchas van acompafiadas de puntos oscuros en medio de estas lesiones. En ataque severo
pueden arrasar con la plantacion causando defoliacion y marchites. El fitopatdgeno puede
permanecer e infectar la broza constituyendo una fuente de inoculo importante debido a que
Cercospora puede producir los conidioforos y las conidias en el follaje que ha sido
chapodado (Bayer, 2011).

2142 PLAGAS

e Heliothis virencens

Heliothis virencens es un lepiddptero que ataca a diversos cultivos, entre ellos: garbanzo y
algodon. En el esparrago, esta plaga, es importante porque devora el follaje, raspando la
corteza de los tallos, alterando o evitando la formacion y transporte de nutrientes del follaje

a la corona, reduciendo asi la produccion de turiones de la siguiente campafa (Sparks, 1981).

e Euchistus convergens

Euchistus convergens, es un chinche de la familia Pentatomidae. Esta insecto pica y succiona

la sabia, causando al inicio amarillamiento, luego marchites dejando finalmente la rama seca.



En la zona de la picadura se observan secreciones azucaradas, que propician la aparicion del

hongo de la fumagina (Bayer, 2011).

e Tetranichus urticae

Tetranichus urticae es una de las plagas que mas problemas ha causado en la agricultura
(Flexner, 1995), distribuyéndose en todas las zonas a nivel del globo y mas en las zonas
templadas. Si no se toma las medidas adecuadas puede ocasionar en el esparrago, como en
otras hortalizas y frutales deshidratacion excesiva (Goodwin, 1995). En los ultimos afios esta
especie ha demostrado resistencia por los acaricidas de reciente liberacién, como es el caso

de las abamectinas (Campos et al., 1995).

e Prodiplosis longifila

Prodiplosis longifila es una plaga polifaga, que ataca a un gran ndmero de cultivos
localizados en las zonas bajas de los valles de la costa central. Su importancia en los Ultimos
afios radica en el uso indiscriminado de pesticidas que reprimen a los controladores
bioldgicos, principalmente a sus respectivos predatores. Este insecto dafia los brotes apicales,
raspando los turiones provocando su malformacién y perdida de la calidad comercial (Bayer,
2011).

e Copitarsia incomoda

Copitarsia incomoda es considerada una plaga polifaga, encontrandose desde México hasta
Sudamérica (Angulo y Weigert, 1975), atacando a diversas especies cultivadas. Esta plaga
es considera cuarentenaria, provocando problemas en la comercializacion de diversas

especies en el extranjero (USDA, 2003).

En el cultivo de esparrago, se considera plaga clave por sus habitos alimenticios, barrenando
los tallos, evitando la translocacion de nutrientes del follaje a la corona y con ello la

produccion de turiones de la siguiente campafia (Bayer, 2011).



2.15 CULTIVARES

De acuerdo al Ing. Garcilazo Cornejo, en su entrevista sobre este cultivo por la revista
“"FRESH PLAZA" en el 2008, los cultivares de esparrago que abarcan mayor produccion en

el Peru son:

2.15.1. UC 157 F1

La "UC 157 F1" es un hibrido clonal que fue lanzado en 1975y que hasta la fecha se ha
convertido en el cultivar de esparrago predominante en California y en otras partes del
mundo. Este cultivar produce turiones verdes con escamas, yemas comprimidas y punta
conica. Los turiones de diametro mediano son uniformes, con una seccién transversal
redonda y ademas presenta alto grado de tolerancia a Fusarium y una tolerancia moderada a

la roya.

2.1.5.2. ATLAS

El cultivar "ATLAS" es un Hibrido doble con amplia adaptabilidad, excelente rendimiento
en verde con cabezas compactas y tallos medianos a largos con peso promedio de 28 gr. y
ademas son altamente tolerante a Fusarium y Roya.

2.1.5.3. IDA LEA

El cultivar "IDA LEA™ presenta turiones totalmente verdes, con una altura mayor a la "UC
157 F1" en un 10% a 20 %. Una de las caracteristicas que distingue este cultivar de las otras
es su capacidad de mantener una cabeza estrecha, bien afilados bajo condiciones climaticas
calientes. En condiciones primaverales el tallo no ramifica hasta tener una altura de 12
centimetros. La caracteristica antes mencionada, es deseable para condiciones de climas

calidos.

2.16 PROPAGACION
2.1.6.1 PROPAGACION VEGETATIVA

La propagacion vegetativa, es una estrategia que el hombre ha utilizado para domesticar las
plantas para su uso alimenticio, comercial, industrial, medicinal, etc. En el esparrago existen
multiples formas de incrementar el nimero de plantas a partir del material parental. A nivel

de campo la multiplicacion vegetativa presenta dos alternativas: arafias y/o plantulas en
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camellon (Castagnino et al., 2011). En la propagacion por arafias, el sistema radicular en
formacion se encuentra reducido (krarup y Herrera, 1987). Dicha etapa es importante y
critica, ya que los errores es esta fase pueden repercutir en el ciclo de vida de la plantacion,
por lo tanto lo ideal es la seleccion de un buen material (Montanari, 1996). Por otro lado la
propagacion por plantines puede entrar a campo definitivo a los 70 a 100 dias después de la
siembra, optimizando el costo de la semilla (Castagnino et al., 2013); sin embargo la
desventaja es el escaso sistema radicular en un espacio limitado y la necesidad de mayores
requerimientos hidricos durante el primer afio. La escasa cabellera radicular le confiere a la
planta un estrés fisico, manifestdndose fenotipicamente a través de la disminucién del
crecimiento y en la deformacién del area radicular y foliar (Mugnai, 1998), impactando en
el rendimiento futuro de la plantacion. Para ambos sistemas de propagacion in vivo, los
genetistas estan trabajando en la incorporacién de genes de resistencia a estreses generados
por fusarium sp. a través del cruzamiento interespecifico entre Asparagus officinalis x
Asparagus amaraus y Asparagus officinalis x Asparagus acuatifolius (Falavigna, 2001).
Existen otras formas de propagacion basadas en técnicas de las cuales se emplean otros
propagulos vegetativos para obtener clones o hibridos de esparrago, que se encuentran dentro

de las técnicas de micropropagacion in vitro.

2.1.6.2 MICROPROPAGACION IN VITRO.

La micropropagacion in vitro es una técnica que contribuye a la reduccién del ciclo
generacional, que parte desde la siembra del explante (sea célula, tejido u 6rgano), hasta la

formacién de planta completa (Cravero et al., 2007).

La micropropagacion clonal en esparrago se obtiene a través del cultivo de meristemo y de
secciones nodales con yemas axilares. Los tipos de micropropagacion antes mencionados

tiene la desventaja de ser lentas e ineficientes y no validos para todos los genotipos.

El cultivo de meristemo en esta especie fue propuesto por Murashige et al. (1972) y
Hasegawa et al. (1973), obteniendo un protocolo de buenas expectativas, pero con
dificultades durante su proceso. Posteriormente Yang y Clore (1973) desarrollaron un
protocolo de micropropagacion a partir de yemas laterales hasta la obtencion de brotes
laterales. Trabajos futuros se encargaron de mejorar y refinar los diversos aspectos durante

los procesos de micropropagacion, asi como la adicion de sacarosa al medio (Chin, 1982;



Desjardins, 1984 y Doré, 1988), ademas afirma estos autores que la adicion de retardantes
contribuye a la formacion de raices. Por otro lado se ha probado la multiplicacién in vitro
con otros tipos de explantes (filocladios, zona internodal, etc.), obteniendo protocolos
ineficientes, para su uso comercial (Benmoussa et al., 1997; Bojnauth et al., 2003). La causa
de estos eventos radica en el desafio de formar la corona y raices funcionales a partir del
explante (Shigeta et al., 1990).

2.1.7 VARIACION SOMACLONAL EN ESPARRAGO

En el cultivo de esparrago, la obtencion de genotipos resistentes de forma convencional se
complica por la coevolucion fitopatogeno-planta y el ciclo de vida (perenne); ademas la
resistencia a enfermedades compromete mas de un gen de resistencia (Lassaga et al., 1998).
La aplicacion de las técnicas de seleccion in vitro, ha facilitado la obtencion de genotipos
mutantes resistentes a enfermedades entre otros (Crino, 1997; Remotti, 1998). Todas estas
técnicas, utilizan la variacién somaclonal para la deteccion de mutantes o variantes
genotipicas (Larkin y Scowcroft, 1981). Ademas muchos autores afirman que las mutacion
a nivel in vitro se deben al efecto directo e indirecto del 2,4 D, al estrés oxidativo, los cambio
en los patrones de metilacion del ADN entre otros factores (Pontaroli y Camadro, 2005). En
el esparrago, este fendémeno se ha considerado como no deseado, por generar variacién como

por ejemplo:

e Changy Hung (1982), reportaron que a partir de callos obtuvieron plantas con flores
aberrantes de mayor tamafio y follaje glauco en flores terminales en el cultivar UC
309.

e Camadro (1992), reporta variantes somaclonales en Asparagus officinalis,
Asparagus densiflorus y Asparagus plumosus, cuya caracteristica es de presentar
microsporas con namero cromosémico no reducido (2n), teniendo su origen en la
transposicidn, escision o insercion de genes que participan en el proceso de la meiosis
(Chen et al., 2002)

e Kaunitake et al. (1998), observaron niveles de ploidia y variaciones morfologicas.

e Raimondi et al. (2001), utilizaron un enfoque similar a Kunitake, junto con el analisis
meiotico y la técnica asistida por marcadores moleculares RAPD, caracterizando

genotipos somaclénales regenerados por embriogénesis somatica.
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Aqui tenemos un ejemplo donde se utiliza la variacion somaclonal en la técnica de

suspension celular con el objetivo de obtener genotipos mutantes resistentes a herbicidas:

e Dharshni (1999), a través de la técnica de suspension celular quiso identificar
mutantes resistentes al herbicida Chlorsulforon para el genotipo de CRD en
esparrago, obteniendo resultados satisfactorios. Los resultaron apuntaron a la
seleccion de las colonias sometidas a 8 nM de Chlorsulforon, seleccionando de una
poblacion de 50 millones de células 43 variantes resistentes, de donde solo 34
pasaron a la fase de regeneracion (exento del herbicida en el medio de cultivo)
obteniéndose en total 36 plantas completas a los 11 meses.

2.2 INDUCCION DE MUTACIONES

En los programas de mejoramiento genético, el primer objetivo es la generacion de
variabilidad genética. Las técnicas de caracter convencional apoyadas en la polinizacién
cruzada natural y artificial genera variabilidad genética por medio del fenémeno de
recombinacién genética (Mroginski, 2004; Suarez, 2006), sin embargo estas técnicas
demandan tiempo en el cumplimiento de los objetivos. Por otro lado existe una alternativa
que puede ser empleada tanto en semillas con en propagulos vegetativos; esta técnica es

conocida como induccion de mutaciones.

De acuerdo a Novak y Brunner (1992) la induccion de mutaciones es una técnica Gtil en los
programas de mejoramiento genético asi como en las investigaciones fuera de este rubro.
Esta técnica tuvo su aplicacion a partir de la década de los afios 20, con el objetivo de
incrementar la variabilidad y con ello tener una rapida y eficiente seleccion de los caracteres
morfoldgicos y fisiologicos que contribuyan al incremento de la productividad de las
cosechas.

2.2.1 DEFINICION.

Las mutaciones tuvieron su primera connotacion por De Vries en 1901, definiéndola como
cualquier cambio ocurrido en la descendencia en la que no hayan intervenido los fenédmenos
de segregacion y recombinacién; sin embargo este concepto revoluciona cuando se descubre
que el material genético es el ADN, sumado a la propuesta por Watson y Crick en 1953,
indicando que esta molécula tiene forma de cadena de doble hélice, que cada eslabon

representa a un nucleétido; con estos descubrimientos se definid a la mutacion como un
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cambio en la secuencia de nucledtidos del ADN. Este concepto se ha estado afinado con el
objetivo de entender este fendmeno, incorporando otros términos a la definicion, como por
ejemplo lo que indican Bertram (2000), Aminetzach et al. (2005) y Burrus y waldor (2004),
refieriendose a la mutacion como un cambio en la secuencia de nucleédtidos del genoma de
un organismo, virus o ADN extracromosomal u otro elemento genético, resultado del dafio
en el ADN, el cual no puede ser reparado y cuyos errores se siguen manteniendo durante y

después del proceso de replicacion del ADN.

2.2.2 TIPOS DE MUTACIONES

Con lo abordado en los parrafos anteriores, la mutacion se puede obtener a través de la
exposicion del material a un agente externo que puede ser natural o manipulado por el
hombre capaz de modificar su comportamiento fenotipico mediante la alteracion del ADN.
Estos agentes pueden alterar el ADN a lo largo del tiempo (miles de afios) o de forma rapida
(en cuestion de minutos u horas), es por ello que las mutaciones dentro de lo descrito en este

parrafo se puede dividir de dos forma: espontaneas e inducidas.

2.2.2.1 MUTACIONES ESPONTANEAS

Las mutaciones espontaneas son aquellas que ocurren en la naturaleza, causado por un
proceso de seleccion en base a la exposicion al ambiente, puede ocurrir en un individuo o
conjunto de individuos. El inicio de las observaciones y anotaciones cientificas se dio con
Darwin, al reconocer que lo individuos presentaban variaciones fenotipicas que ocurrian de
forma aleatoria; sin embargo, en estudios posteriores atribuyeron estas variaciones a las

mutaciones.

Este tipo de mutaciones de acuerdo a Bertram (2000) y Aminetzach et al. (2005) sefialaron
que constantemente ocurren en los individuos a causa de la constante exposiciéon a los
agentes estresantes que los rodean (seres bioticos y abioticos), con la finalidad de poder
adaptarse al nuevo ambiente. De acuerdo a Cubero (2003) la tasa de induccion espontanea

puede oscilar entre 10® a 10 en microorganismos y entre 10°a 10 en plantas y animales.

2.2.2.2 MUTACIONES INDUCIDAS
Las mutaciones inducidas de acuerdo a Salaz (2015), son aquellas provocadas por la accion
de un agente mutagénico. Novak y Brunner (1992), la resaltan como una metodologia util

para los programas de mejoramiento genético, a su vez Mikaelsen (1980), sefiala que las
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mutaciones son utilizadas para generar variabilidad genética y para después seleccionar
nuevos cultivares. Ademas Novak y Brunner (1992) manifiestan que la ventaja de esta

técnica en relacion a las otras es la obtencion de genotipos con alteraciones en los genes.

2.2.3 TIPOS DE AGENTE MUTAGENICO

Los agentes mutagénicos son muy utilizados para la generacion de variabilidad (Predieri y
Zimmerman, 2001); sin embargo la tasa de variabilidad depende de la dosis de aplicacién
(Gaul y Frimmel, 1972). Estos agentes provocan dafio generalmente a nivel fisiologico y
genético (Sahasrabudhe et al., 1991); asi mismo, Huari (2013) sefiala que los investigadores
dentro de los programas de mejoramiento buscan que los agentes mutagénicos alteren en
menor medida rasgos fisioldgico, pero si en gran medida los genéticos. Dentro de lo genético
Moh y Nilan (1956) sugieren que las mutaciones provocadas se encuentran correlacionadas
en demasia con las aberraciones cromosomicas tales como deficiencias pequefias o
duplicaciones. Los agentes mutagénicos se dividen en: fisicos y quimicos (konzak et al.,
1975).

2.2.3.1 AGENTES MUTAGENICOS FISICOS

Los agentes fisicos de acuerdo a Estrada-Basaldua et al. (2011) se subdividen en ionizantes
y no ionizantes como los rayos X, gamma, beta, alpha, neutrones, protones y rayos
ultravioletas, siendo estos ultimos los de mayor eficacia dentro de los inductores fisicos. Es
importante durante la préctica investigar la dosis aplicada y su correlacion con la
supervivencia del material bajo estudio, en otras palabras descubrir la dosis letal que me
permita tener un amplio espectro de mutaciones dentro de la induccidn de una muestra y con

ella obtener mutantes Gtiles (Donini y Sonnio, 1998).

La radio sensibilidad varia con la especie, el cultivar, la manipulaciony el estado fisiol6gico
de la planta u 6rgano antes y después de la irradiacion (Briggs y Constantin, 1977). Los
dafos ocasionados principalmente son aberraciones cromosomicas, debidas a la ionizacion
y excitacion de ADN que se muestra a través de la condensacion de los cromosomas que no
han sido al 100% reparadas, causando dafios se pueden visualizar durante la
metafase (Cardone et al., 2010). A un nivel celular se ha demostrado que los agentes fisicos
estimulan la actividad metabdlica de las plantas, como la respiracion, glicolisis, la actividad

de la enzima catalasa y la fosforilacion oxidativa (Rekha y Langer, 2007).
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2.2.3.2 AGENTE MUTAGENICOS QUIMICOS

Los agentes quimicos empleados en la induccidn de mutaciones dentro de los programas de
mejoramiento genético de acuerdo a Fita et al. (2008) son: el etil metan sulfonato, dietil
sulfonato, azida sddica, etil inina y colchicina. Estos agentes pueden alterar la constitucion
del genoma de diversos modos, por ejemplo los suscitados por Sardina (2007) el cual sefiala
que son tres los modos de actuar: los que se incorporan al ADN durante la replicacién en vez
de las bases oficiales (G, C, Ty A) como es el caso de la 6 amino purina; por otro lado los
que se insertan entre dos pares de bases separandolas entre si durante la replicacion,
presentandose una conformacion anormal conocida como microinsercién o microdeleccion;
y por ultimo los que reaccionan con el ADN que no esta en proceso de replicacion,
ocasionando cambios en las bases en el momento de la replicacién como el acido nitroso, la
hidroxalanina y los agentes alquilantes. Los investigadores, de acuerdo a sus indagaciones,
sefialan que los agentes quimicos son mas efectivos que los fisicos (Dhamayanthi y Reddy,
2000; Bhat et al., 2005; Rao y Rao, 1983; Kumar, 1998), ademas se reporta que estos agentes
realzan e incrementan la variabilidad genética de los cultivos (Mashenkov, 1986; Ricardo y
Ando, 1998) a nivel de programas de mejoramiento genético sexual y asexual (Kleinhofs et
al., 1978). Para finalizar dentro de la lista de agentes quimicos, la azida de sodio (NaN3) es
una de las mas usadas y reportadas por los investigadores en el mejoramiento genético
(Rines, 1985; Veleminsky y Anglis, 1987; Owais y Kleinhofs, 1988; Raicu y Mixich, 1992
y Grant y Salamone, 1994).

2.24 INDUCCION DE MUTACIONES DE ACUERDO AL TIPO DE
REPRODUCCION

La induccion de mutaciones es una herramienta muy utilizada en los programas de
mejoramiento genético; con el fin de incrementar la variabilidad genética, brindando al
investigador nuevas alternativas o atributos de acuerdo a los objetivos trazados (Micke,
1999; Gutierrez et al., 2003). Por otro lado Lawrence (1965) sefiala que la induccion de
mutaciones obtenida tanto por mutagenos fisicos o quimicos, depende de distintos factores,
y de los cuales se dividen en dos grupos: el primero relacionado con el nimero de mutaciones
atiles producidas (eficiencia del agente mutagénico, eficiencia del uso de la mutacion y la
forma como se descubre la mutacion) y el segundo que trata acerca de los factores asociados

con la naturaleza de la variacion inducida.
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La induccion de mutaciones suele tener los mismos objetivos en los tres tipos de

reproduccion; sin embargo los trayectos siguen diferentes directrices.

2.2.4.1 EN ESPECIES AUTOGAMAS

Los programas de mejoramiento que trabajan con las especies de este tipo de reproduccion,
emplean la técnica de induccion de mutaciones de la siguiente manera:
a) Uso para la mejora de variedades.

b) Mediante cruzas con plantas mutantes.

Cruza del mutante con la linea parental.
Cruza de diferentes mutantes con diferentes lineas parentales.
Cruza del mutante con una linea parental diferente.

Cruza de dos mutantes que aparentemente llevan el mismo gen mutante.

Un claro ejemplo del uso de la técnica de induccién de mutaciones en los programa de
mejoramiento de plantas autogamas; lo realiza Brasil en trigo (Osorio, 1972). A partir del
afio 1960, se pone en practica esta técnica con el objetivo de encontrar genotipos resistentes
a la roya del tallo, trabajando inicialmente con tres variedades: Frontana, IAS 13-Passo
Fundo e IAS 20-lassul, exponiéndolas a dosis de 10, 20 y 30 kR. De acuerdo a Silva y
Marinho (1962) solo encontraron en la variedad IAS 20-lassul, mutantes mas productivos y
resistentes a la roya del tallo a su vez se encontro que esta resistencia era expresada por el
gen Sr 5, no encontrandose en el cultivar irradiado. La descendencia del cruzamiento entre
los genotipos resistentes se selecciond dos lineas en la cosecha de 1969, rindieron 15% y

13% mas que la variedad original (IAS 20-lassul).

2.2.4.2 EN ESPECIES ALOGAMAS

El inducir mutaciones en especies alégamas, ofrece menos perspectivas, particularmente
porque el objetivo es expresar los alelos recesivos; sin embargo, la mayoria de los rasgos
fenotipicos se encuentra expresados por el alelo dominante; pero Donini y Sonnino (1998)
reportan trabajos de mejoramiento genético en plantas de reproduccién alogama exitosos

utilizando la induccion de mutaciones.
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En México Rubi et al. (1995), buscaban encontrar a través de la induccion de mutaciones,
genotipos enanos de palto. Para este trabajo utilizo los cultivares Fuerte y Colin V-33 y las
selecciones Colinmex, 39 PMe, 137 PLS, 175 PLS y Colin 101. Para el objetivo (plantas
enanas) se utilizo el material genético que sobrevivié a las dosis de 25 Gy y fueron evaluados
por 5 afios. Durante el transcurso de la investigacion se reportaron plantas recuperadas (De
La Cruz et al., 1994); por tal razén de debe evaluar las generaciones siguientes para
comprobar la estabilidad o perdida de la caracteristica objetivo (Donini y Sonnio, 1998). En
conclusion se observaron individuos del 39 PMe y 137 PLS de porte bajo con una
circunferencia del tallo mayor a los demas; por otro lado en relacion a la caracteristica de
longitud de brote y nimero de entrenudos, los individuos provenientes de Colinmex, 39
PMe, 137 PLS, Colin V-101, presentaron una reduccion en la longitud de los entrenudos,
atribuyéndolo al efecto de la irradiacion gama. Zagaya y Przybila (1976) confirman que los
efectos de los rayos gamma se centran en la reduccién de los entrenudos, lo cual origina

variantes compactas.

2.2.4.3 EN ESPECIES DE REPRODUCCION ASEXUAL

En los programas de mejoramiento asexual, las especies se sitan en dos categorias: la
primera aquellas que puede reproducir sexualmente; pero se propagan para su venta a partir
de semilla vegetativa, cuya razon se asienta en que estas plantas generalmente son
heterocigotas, aneuploides o poliploides y la segunda se centra en las especies propagadas
vegetativamente, denominadas apomicticas (Heros, 1999). Por ejemplo en el banano, Novak
y Brunner (1992) sefialan que el mejoramiento genético basados en las técnicas tradicionales
de reproduccién, hacen que la poca variabilidad y esterilidad limiten el programa, es por
ello que ambos resaltan a la induccién de mutaciones como una alternativa clave para
incrementar la variabilidad y con ello conseguir genotipos con una mejor configuracién

morfoldgica y a su vez sean resistentes a los estreses bioticos y abioticos.

2.3 AZIDA DE SODIO

2.3.1 GENERALIDADES

La azida de sodio (NaN3) es utilizada como bactericida, pesticida y en la produccion de gas
de nitrogeno como soporte en las bolsas de autos para la proteccion en casos de
accidentes (Kleinhofs et al, 1978), ademas Salaz (2015) afirma que su presentacion es en

forma de cristales de color blanco con una densidad de 1.85 g/cm3, pudiendo se explosivo
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a una temperatura de 275 °C; por otro lado Brése et al. (2005) afirman que este compuesto
puede reaccionar intensamente con el bromuro, &cido nitrico, dimetil sulfato y una serie de

compuestos pesados.

2.3.2 CONDICIONES DE USO COMO MUTAGENICO

Segun Van Harlen (1998) el agente mutagénico para usarse como tal, se deberia tener en
cuenta lo siguiente:
e Ladosisy lacantidad de mutageno de acuerdo al tamafio del individuo y muestra a
exponer.
e EIl pH del medio en el que se desenvolvera el agente mutagenico.
e Interaccion entre los componentes del medio de cultivo (bajo condiciones in vitro).
e La permeabilidad de la semilla y en caso de condiciones in vitro el tipo de explante
a tratar.

e Condiciones post tratamiento.

Para el caso de la azida de sodio Khan et al. (2009) indican que existen muchos reportes a
acerca de los factores que pueden modificar el comportamiento de este mutageno a las

semillas, y estos son: el tiempo de exposiciones, temperatura de la semilla'y el pH del medio.

2.3.2.1 TIEMPO DE EXPOSICION

El tiempo de exposicion de la azida de sodio aplicados al material depende mucho de la
permeabilidad y vigor de las semillas (Al-Qurainy, 2009), es por ello que los tiempos a nivel
de especies en diferente como por ejemplo Ali et al. (2014) exponen las semillas de lentejas
de dos variedades (L4147 y L4594) a un remojo por 12 horas a tres concentraciones de azida
(0.1%, 0.3% y 0.5%), obteniendo un descenso del porcentaje de germinacion a medida que
la dosis incrementa. Por otro lado Olsen et al. (1993), sefialado por Ole et al. (1993),
recomiendan que para inducir las semillas de cebadas, lo ideal es remojarlas por 12 horas en

la solucién de azida de sodio.

2.3.2.2 EFECTO DEL pH

De acuerdo a Nilan et al. (1973), el factor pH es fundamental para que el metabdlito pueda
actuar dentro de la célula, afirmando que alrededor del pH 3 existe la seguridad de una mejor
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penetracion de la membrana citoplasmatica. Asi mimos Ole et al. (1993) afirman que
trabajando con este agente mutagénico a pH 3 a una concentracion de 1mM y 0.39% de
NaNs3 obtuvieron fendmenos de transicion de adenina a timina y guanina a citosina en

cebada y mani con alto contenido de aceite respectivamente.

2.3.2.3 TEMPERATURA

La temperatura en la fase de germinacion es importante, apoyando en la activacion del
crecimiento y desarrollo de la planta a partir de semilla (Fernandez y Johnston, 2006). Una
vez activa la semilla es susceptible a cualquier tipo estrés y con ello a sufrir cambio que
puedan alterar con comportamiento genético; como los ocasionados por la azida de sodio.
Animasaun et al. (2014) trabajando en mani con las variedades SAMNUT 10 Y SAMNUT
20, sometieron las semillas a una temperatura de 25°C por 12 horas de forma intermitente,
para activar la semilla e incrementar la eficiencia del agente mutagénico. Kumar y Dwivedi
(2013), someten las semillas de Brassica campestris L. a diferentes dosis de azida de sodio
(0.3%, 0.5% y 0.7%) remojandolas en la solucién por 6 horas a una temperatura de 26 +/-
2°C en agitacion.

2.3.3 DOSIMETRIA

La dosimetria se define como la cantidad del agente mutagenico que es absorbido por el
material vegetal como resultado de la exposicién a este (cubero, 2003). Una de las
dificultades dentro de la determinacion de la dosimetria es el deterioro del material a medida
que incrementa la dosis, ocasionando la disminucién de la frecuencia de mutaciones

econdémicamente Utiles (Navak y Brunner, 1992).

La dosimetria estd determinada por varios factores entre ellos tenemos: la especie, el
cultivar, las condiciones fisiologicas del material vegetal y la manipulacion del material
antes y después del tratamiento mutagénico; es por ello que su determinacion suele ser muy

especifica (Salim et al., 2009).

2.34 EFECTO EN LAS PLANTAS

La azida de sodio (NaNs), es uno de los agentes mutagénicos que se utiliza en los programas
de mejoramiento, para generar la variabilidad. La azida de sodio (promutagénico) en la célula
es metabolizada hasta convertirse en L-azidoalanina. En estudios anteriores se ha

demostrado tener un efecto al sustituir bases nitrogenadas en Salmonella
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typhimurium (Owais et al, 1978 y Shelton et al., 1994). Los estudios en plantas reportan que
ocasionan aberraciones cromosomicas en Hordeum vulgare (Sideris et al, 1973, Sideris y
Argyrakis, 1974; Sander et al., 1978; Veleminsky y Angelis, 1987), asi mismos, en el
género Pisum se ha demostrado una eficiente capacidad mutagénica en comparacion con los
agentes fisicos (Sander y Muehlbauer, 1977). Campos y Colleto (1999) y Kanaya et al.
(1994) afirman, que la azida de sodio actua de diferentes modos dependiendo de la especie;
es posible que este comportamiento se deba a su poca estabilidad en solucion, es por ello que
todas las investigaciones que hasta la fecha se realizan reflejan comportamientos ambiguos

o distintos.

2.3.4.1 EFECTOS GENETICOS

De acuerdo a Van Harlem (1998), la azida de sodio genera delecciones de punto en el
material genético. Olsen et al. (1993), en cebada, identificaron degeneraciones en la
secuencia de pares de bases del gen antl8 que expresa la formacion de antocianinas;
obteniendo una sustitucion de 21 bases nitrogenadas, correspondiendo al 0.17% del total de
nucledtidos secuenciados (12 704). De esta sustitucion, el 86% fueron por transicion de

nucledtidos y los 14% restantes fueron por transversiones.

2.3.4.2 EFECTOS FISIOLOGICOS

Tal como sefialan Shu et al. (2012), la azida de sodio no solo genera cambio genéticos, sino
también cambios fisioldgicos al inhibir diferentes actividades y el ciclo celular. Gruszka et
al. (2012), Sefalan que los efectos en la fisiologia son numerosas, inactivando la accién de
la enzima catalasa, peroxidasa y la citocromo oxidasa, influenciando el proceso de
respiracion; ademas afecta la proto-translocacion en el complejo ATPasa (FoF1) catalizando
la terminal de la fosforilacion oxidativa en el cloroplasto; y con ello una reduccion de la

sintesis de ATP, alterando los procesos de duplicacion, transcripcion y traduccién del ADN.

Hamouda et al. (2014), afirman que la azida de sodio afecta la sintesis de clorofilaay b
en Pisum sativum y Vicia faba, trabajando con la dosis de 1mM, 2mM y 4mM, explicando
que existe un disminucion proporcional de estos compuestos a medida que se incrementa la
dosis y el tiempo de remojo en el agente mutagénico; por otro lado ellos observan que en
ambas especies existe un incremento significativo del contenido de carotenoides que es

directamente proporcional a la dosis y al tiempo de remojo. Sin embargo Umar et al. (2011),

19



Sefialan que en Sorghum bicolor, existe una reduccion en el contenido de clorofila “a” con
el incremento de la dosis (0.5% y 1.0%); sin embargo tanto la clorofila "b”, como la clorofila
total, se incrementaron de forma directamente proporcional a las dosis de NaNsz; ademas
afirma que el contenido de proteinas en hojas, tallos y raices se incrementé en 33.8%, 13.1%

y 179.8% respectivamente.

2.3.4.3 EFECTOS CITOLOGICOS

El indice mitotico, es un criterio para evaluar la citotoxicidad de diversos agentes quimicos
(Valencia, 2013), y los niveles de citotoxicidad de un compuesto estan determinados por el
incremento y decremento del indice mitético (Fernandez et al, 2007), considerado hasta la
actualidad como un parametro que puede medir la citotoxicidad en los sistemas bioldgicos
(Smaka-kindle et al., 1996). Campo y Colleto (1999), trabajando con cebolla a partir de
meristemos radiculares, observaron aberraciones cromosomicas, tales como: microndcleos
en la fase mitdtica e interfase, rupturas cromosomicas, puentes anafasicos, styckiness y
cromosomas rezagados. Khan et al. (2009) sefialan un efecto marcado de la azida de sodio
sobre el indice mitético en semillas de cebada, manifestando que este mutdgeno puede
alterar y/o reducir en un 50% a mas de la division celular, ademas aclaran que la razon se
debe a la baja produccion de ATP. Hamouda et al. (2014) trabajando con Pisum
sativum y Vicia faba, observaron que en ambas especies, el porcentaje del indice mitdtico es
mayor bajo todas las dosis sometidas (ImM, 2mM y 4mM) respecto al control, ademas
explica que existe una correlacion directa entre el tiempo de remojo y el indice mitético
dentro de las tres dosis de azida de sodio, a su vez reporta anormalidades durante el ciclo
mitotico como: microndcleos, puentes cromosomales con retraso, stickness en la metafase y
gue estas aumentan con la dosis y el tiempo de remojo. Por ultimo Maxim et al. (2009)
reportan que en semillas de Carum carvi (caraway), el indice mitético disminuye
proporcionalmente a medida que se incrementa la dosis de NaN3s, pero ademas afirman que

las aberraciones se presentan en la profase.

2.3.4.4 EFECTOS MORFO-FISICOS

Los efectos morfo-fisicos, son consecuencia de las alteraciones que causa la azida de sodio
al ADN, modificando su sintesis, transcripcion y traduccion a proteinas. Gruszka et al.
(2012), indican que este agente mutagénico ataca al complejo ATPasa, inhibiendo la
produccion de ATPs, trayendo con sigo alteraciones en la germinacion, supervivencia, altura
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de planta, longitud de raiz, peso seco, peso fresco, entre otras variable de caracter fisico. Asi
mismo Adamu y Aliyu (2007), muestran que en Lycopersicum sculentum el efecto de la
azida de sodio disminuyo el porcentaje de germinacion y supervivencia, longitud de raiz, el
nimero de hojas por planta. Por otro lado Al-qurainy (2009), trabajando en Eruca
sativa, sefiala que la azida de sodio se relacionan de forma inversamente proporcional con
la germinacion, longitud de coledptilo y radicula; sin embargo, con la dosis de 3mM se
obtuvo en las variables altura de planta, area foliar, peso fresco y seco de hoja, tallo y raiz
incremento significativo del 13.92%, 11.88%, 53.04%, 46.37%, 113.38%, 94.15%, 70.49%
y 84.21% respectivamente. llbas et al. (2005), trabajando en cebada, obtuvieron con la dosis
de 0.5 mM de azida de sodio mayor longitud de raiz, hoja y coledptilo respecto al control a

los 14 dias de la siembra con tres horas de remojo.

Ademaés de alterar las variables morfo-fisicas de forma cuantitativa, también puede alterar
de forma cualitativa. Castillo et al. (2001), en cebada con la técnica de dobles haploides,
obtuvieron con la dosis de 10* mM de NaNs en la variedad Igri plantas con mutaciones
clorofilicas (dos chlorinas y una xantha); ademas Mostafa (2011), observo en Helianthus
annuus bajo las dosis tratadas (100ppm, 200ppm, 300ppm, 400ppm y 500 ppm de NaNs),
diferencias en la forma de la hoja, anormalidades en flor y presencia de hojas variegadas.

2.3.4.5 EFECTOS EN LA PRODUCCION Y CALIDAD DE LOS CULTIVOS

La azida de sodio, es una alternativa, para la generacion de variabilidad en el mejoramiento
genético de planta, por ello muchos investigadores la utilizan para sus estudios, reportando
beneficios, obteniendo genotipos de alta performance que son candidatos para ser
seleccionado directamente como variedad o en programas de cruzas para obtener hibridos,
etc. A nivel de los cultivos existen reportes cientificos que atribuyen un efecto positivo de

este agente mutagenico, entre ellos tenemos:

e Pearson et al. (1975) informan que en la cebada, la altura de planta disminuye
conforme se incrementa la dosis, informacion que es corroborada por Adamu et al.
(2004) sefialando que la altura de planta es dependiente de la dosis de aplicacion.

e Krishna et al. (1984), sefialan que la dosis de 1 mM de azida de sodio produjo una
reduccion del 20% en la altura de planta en grass, siendo la dosis méas adecuada para

este cultivo dentro de un programa de mejoramiento genético.
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Papadopoulou et. al. (1996), trabajando con avena y con la técnica asistida por
marcadores AFLP, lograron encontrar y discriminar genotipos de avena con
resistencia a enfermedades.

Bhagwat y Duncan (1988), empleando la técnica de mutagénesis in vitro, sometieron
los meristemos de banano a diversos agentes mutageno quimicos (azida de sodio,
dietil sulfato y etil metanosulfonato), obteniendo tasas de regeneracion promedio de
4.6%, 1.9% y 6.1% respectivamente. EI material regenerado fue sometido
a Fusarium oxysporum f. sp. Cubense, obteniendo material resistente a partir de
material inducido con azida de sodio.

Chhun et al. (2003) sefialan que obtuvieron genotipos mutantes de arroz resistentes
a herbicidas en base a auxinas (2,4 D). Ademas comprobaron que la resistencia era
expresada por dos genes mutantes recesivos arml1y armz2.

Mensah et al. (2007), obtuvieron genotipos de Sésame indicum precoces respecto a
los dias a la floracion con las dosis de 0.0165% y 0.033% (4 dias en promedio de
diferencia para ambos respectivamente).

Mshembula et al. (2012), trabajando con 5 genotipos de caupi (Tvu-3615, Tvu-2521,
Tvu-3541, Tvu-3485 y Tvu-3574), encontraron que la azida de sodio incrementa el
numero de flores/planta, vainas/planta y semillas/vaina dentro los 5 genotipos
evaluados.

Ikhajiagbe et al. (2013), trabajando en arroz, con la variedad FARO-57, sefialan que
los efectos de la azida son positivos en las siguientes variables: ndmero de
granos/planta, peso fresco total, peso seco de semillas/paniculas y peso seco total.
Por otro lado solo con las dosis de 0.016%, 0.032% y 0.064% se incrementd del peso

de 100 semilla respecto al control en un 30%, 1.9% y 3.39% respectivamente.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL AREA EXPERIMENTAL.

La presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Programa de
Investigacion y Proyeccion Social en Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional
Agraria La Molina; ubicada en el departamento de Lima, provincia de Lima, localizada a
76°56°37.41" (O) y 12°4°40.22°(S), a una altitud de 245 msnm. Este experimento se realizd
entre los meses de febrero y marzo del 2015.

3.2 MATERIAL VEGETATIVO
El material vegetal estuvo constituido por semillas de esparrago; de los cultivares UC 157
F1, UC 115y la linea 2H-38H. Estos tres genotipos se caracterizan por:

UC 157 F1

Es un hibrido clonal que fue lanzado en 1975 y que hasta la fecha se ha convertido en el
cultivar de esparrago predominante en California y en otras partes del mundo. Este cultivar
produce turiones verdes con escamas, yemas comprimidas y punta conica. Los turiones de
diametro mediano son uniformes, con una seccion transversal redonda y ademas presenta

alto grado de tolerancia a Fusarium y una tolerancia moderada a la roya.

UC 115

Hibrido originado en la Universidad de California en el 2005. Alto rendimiento en fresco,
con tolerancia a Fusarium y Phytoptora megasperma y ademas presenta menor
susceptibilidad al ataque de Prodiplosis. Este cultivar es precoz, altamente productivo con

mayor namero de turiones exportables y se desarrolla mejor en climas calidos.

Los turiones son verdes con baja coloracion purpura. El apice permanece cerrado hasta
alcanzar toda su longitud, derivandose en turiones de alta calidad con buen calibre, el cual
se mantiene durante el periodo de cosecha.
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Linea pura 2H-38H
Linea pura obtenida a partir de la seleccion de plantas rendidoras de una plantacion de
esparragos de 20 afios de edad. Los genotipos hembras y machos obtenidos se

micropropagaron y la semilla obtenida del cruce entre estas plantas (masculinas y femeninas

rendidores) dio origen a esta linea.

3.3 MATERIALES Y EQUIPOS
Lapiz.
Papel.
Balanza analitica.

Potencidémetro.

Pinzas.
Sustrato (tierra de chacra con arena de
rio en proporcién 1:3)

Camara fotogréfica.

Agua destilada. e Solucion  buffer de  fosfato
Placas petri. monobasico de potasio a pH 3,
Frascos de vidrio (matraces, probetas, e Azida de sodio.

vaso precipitados de un litro).

Papel toalla.

3.4 METODOLOGIA

3.4.1 Procedimientos para la ejecucion del experimento

El experimento de realiz6 en tres etapas: la primera se trabajé en la seleccion e induccién
del material vegetal, y las dos ultimas (laboratorio y tinglado) en la instalacién y preparacion
del material vegetal para su respectivo anélisis dentro de las variables analizadas.

3.4.2 Seleccion e induccion del material vegetal.

En esta etapa se trabaj6 con semillas de esparrago (Asparagus officinalis L.) de los cultivares
UC 157 F1y UC 115y la linea 2H-38H. Estas semillas fueron sumergidas en agua destilada
por 24 horas para activarlas, luego fueron sumergidas en azida de sodio a diferentes
concentraciones (ImM, 3mM, 5mM, 7mM, 9mM) y sus respectivos testigos (agua y

buffer de fosfato monobasico de potasio a pH 3).
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3.4.3 Preparacion de buffer de fosfato monobasico de potasio a pH 3

Se prepard 600 ml de buffer fosfato monobasico de potasio a una concentracion de 0.4
molar; después con ayuda del potenciometro y el acido orto-fosférico, se calibré el pH de la
solucion hasta 3. Una vez preparado el buffer, esta solucién se divide en 6 partes de 100 ml

cada una.

3.4.4 Preparacion de la solucion de azida de sodio

Se calculé en peso la cantidad de azida para preparar un 1mM, 3mM, 5mM, 7mM, 9mM
para 100 ml.

1mM: 6.5 mg de NaNs en 100 ml de buffer.

3mM: 19.5 mg de NaNs en 100 ml de buffer.

5mM: 32.5 mg de NaN3z en 100 ml de buffer.

7mM: 45.5 mg de NaN3z en 100 ml de buffer.

9mM: 58.5 mg de NaNs en 100 ml de buffer.

3.4.5 Induccidén de las semillas

Para cada genotipo se utilizé en total 5600 semillas, estas se remojaron por una horas.

3.4.6 Instalacion del experimento en el laboratorio.

En laboratorio se seleccion6 e indujo las semillas de los tres genotipos de esparrago. Se
prepararon placas petri (4 por tratamiento y 28 por genotipo) y papel toalla para ponerlas a
germinar (100 semillas por placa); asi mismo estas placas sembradas fueron regadas con
agua destilada a diario dentro de una camara presentando las siguientes caracteristicas:

fotoperiodo 8/16 y temperatura de 25°C.

3.4.7 Instalacion del experimento en el tinglado.
En el tinglado se sembraron las semillas de los dos cultivares (UC 157 F1y UC 115) y la
linea (2H38H) en macetas (100 semillas por macetas) con arena de rio y tierra de chacra en

proporcion 3:1 (4 por tratamiento y 28 por genotipo).

3.4.8 Variables

Las variables en estudio se evaluaron en el laboratorio y en el tinglado.
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Laboratorio

En el laboratorio, se evaluo:

1.
2.

Tinglado

Germinacion: se contaron las semillas que germinaron por placa (100 semillas).
Longitud de radicula: se midieron la radicula de 15 semillas germinadas por
placa; y se tomé el promedio.

Peso del germinado: se pesaron 15 semillas en proceso de germinacion por placa;
y se tomo el promedio.

Se estimé la velocidad de elongacion de la radicula y la ganancia de peso del
germinado: se obtuvieron a través de analisis de regresion lineal de cada
repeticion por tratamiento; siendo Y: longitud de radicula y peso del germinado
y X: dias de evaluacion; calculando la pendiente de la curva, representado a la
velocidad y este dato se utilizo para el andlisis estadistico.

La relacién plimula — radicula: se obtendra con el cociente entre la longitud de
la plimula y de la radicula de cada repeticion.

DL50, se realizd una curva de regresion entre la germinacion (Y) y los

tratamientos de azida de sodio (X) respectivos.

1. Supervivencia: se contaron las semillas que emergieron por placa (100 semillas).

2. Altura de planta: se medio la altura de 15 plantas por maceta; el valor promedio de

3.

estas serén utilizadas como repeticion.

Velocidad de elongacion de la plantula: se obtuvo a través de analisis de regresion
lineal de cada repeticion por tratamiento (Y) por dias de evaluacion (X),
representando la pendiente de la curva a la velocidad y este dato fue utilizado para el
analisis estadistico.

El efecto promedio: se realiz6 de acuerdo a lo postulado por la OIEA, calculando el efecto

de los tratamientos respecto al testigo de las 9 variables bajo estudio (sin contar con la DLsp),

tomando la dosis que ocasione cambios de por lo menos del 20 % respecto al control
(Maluszynski et al., 1995).
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3.4.9 Disefio estadistico
El disefio estadistico que se emple6 en ambos ambientes (laboratorio y tinglado) es
un DBCA con arreglo factorial 3A X 7C; siendo A: los genotipos y C: las dosis y ademas
B en el disefio aditivo lineal, representa las repeticiones.

Yijk = u + Ai + Bj + Ck + (AC)ik + Eijk

3.4.10 Poblaciéon y muestra
La muestra estd compuesta de 5600 semilla de los cultivares UC 157 F1, UC 115 y genotipo
2H-38H respectivamente de la especie Asparagus officinalis L. donadas por el Ing. Andrés

Casas en el afio 2015.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Antes de empezar con la discusion de los datos, cabe decir que ain no se han registrados
investigaciones sobre la azida de sodio en esparrago, por lo tanto la discusion se realizaron

con articulos sobre este agente mutagénico en otras especies.

4.1 GERMINACION

Los resultados obtenidos en el anélisis de esta variable, indican que existen diferencias

significativas en la respuesta de los genotipos, dosis y la interaccién (Cuadro 1).

Cuadro 1. Anélisis de variancia de la germinacién de las semillas de esparrago (Alfa al 0.05).

FV GL SC CM F-CAL | P-VALOR | SIGN
BLOQUE 3 519,1 | 173,0333 2,197 0,09 NS
GENOTIPO (G) 2 8824,7 | 4412,3500 | 56,019 0,0001 ookl
DOSIS (D) 6 |18937,2 | 3156,2000 | 40,071 0,0001 okl
V*D 12 | 29130,3 | 2427,5250 | 30,820 0,0001 falelal
ERROR 60 | 47259 | 78,7650
TOTAL 83 | 62137,2

CV:11.97

La prueba de Tukey revel6 que los genotipos (Figura 1) responden de forma diferente, siendo
superior el genotipo 2H-38H con un porcentaje de germinacion del 84.071%, seguido por
los cultivares UC 115 y UC 157 F1 (78.214% y 60% respectivamente). Estos resultados
demuestran que la variedad UC 157 F1 ha sido mas afectada en relacion a los otros dos
genotipos. La misma respuesta a nivel de genotipos fue reportada por Adamu y Aliyu
(2007), trabajando en Tomate, observaron que a los ocho semanas después de la siembra, la
geminacion en los genotipos evaluados (T106, T224 y T420), presentaron porcentajes de
germinacion distintas con valores de 71.29%, 45.95% y 38.15% respectivamente, siendo

los genotipos T224 y T420 los mas afectados.
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Figura 1. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1y UC 115 y de la linea de esparrago 2H-38H
en el porcentaje de germinacion. Prueba Tukey (p < 0.05).

Por otro lado, los tratamientos de azida de sodio marcaron una respuesta en el porcentaje de
germinacion (Figura 2). A partir de las dosis de 5mM, 7mM y 9mM se observd que la
geminacion respecto al testigo disminuy6 en 33.08%, 37.25% y 31.25% respectivamente;
ademas se puede apreciar que existe una relacion inversa entre el porcentaje de germinacion
y la concentracion de azida de sodio, este comportamiento también fue reportado por Adamu
y Aliyu (2007) en tomate, Mesah et al. (2007) en Sesame, Bath et al. (2007) y Rao y Reddy
(1986) en arroz, Mshembula et al. (2012) en caupi, Gnanamurthy et al. (2011) en maiz,

Srivastava et al. (2011) en trigo, Elfeky et al. (2014) en girasol. En resumen la azida de sodio

100.00%

afecto a los tres genotipos a partir de la dosis de 5SmM.
A A

90.00% A A
80.00%
70.00% 5 B
60.00% B
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

TESTIGO  BUFFER 1mM 3mMm 5mM 7mMm 9mMm

= Germinacion  91.00% 88.67% 84.08% 83.50% 58.92% 52.75% 59.75%

Figura 2. Efecto de las dosis de azida de sodio en el porcentaje de germinacion. Prueba Tukey (p
<0.05).

La prueba Tukey de la interaccion (Cuadro 2) asi como se observa en la figura 3; en la linea

2H-38H, la dosis 5mM redujo el porcentaje de germinacién respecto a los testigos en 41.5%,

asi mismo Joshi et al. (2011), en Cebolla, observaron en la variedad 6, las dosis de azida de

0.5% y 0.7% presentaron porcentaje de germinacion por debajo del testigo. En el cultivar

UC 157 F1 se observé que a partir de la dosis de 3mM, la germinacion es afectada por la
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azida de sodio; por otro lado en este genotipo se pudo observar que el porcentaje de
germinacion probablemente se pueda correlacionar de forma inversamente proporcional con
el agente mutagénico, coincidiendo con Pande y Khetmalas (2012), en estevia, revelando
que el porcentaje de germinacion es dependiente de la dosis y ademas las dosis altas (0.1%,
0.2% y 0.25%) redujeron la germinacién por debajo del 20%, ademas Mesah et al. (2007),
en sesame, reportaron que la germinacion es dependiente de la dosis y con las dosis mas
altas (0.125% y 0,250%) obtuvo reducciones significativas; cabe agregar que esta reduccion
en el porcentaje de germinacion es explicado a través de los cambio en el funcionamiento
normal de los proceso fisioldgicos y bioldgicos necesarias en esta etapa (Al-Qurainy y Khan
2009).

IhSll(xO BUFFER

Figura 3. Efecto de la a2|da de SOdIO en Ia germinacion de semlllas de esparrago (UC 115,
UC 157 F1y 2H-38H).

Por otro lado en el cultivar UC 115 se observo que responde de forma diferente a las dosis
expuestas, siendo el buffer fosfato el que afecto la germinacién reduciéndola en 82%. Esta
respuesta se debe a la naturaleza salina del buffer, ya que existe reportes en donde las sales
producen un efecto marcado en la germinacion (Mesa et al. 2007); sin embargo, la reduccion
de la germinacion es debida al agente mutagénico solo con las dosis de 1mM a 7mM, siendo
esta Gltima la que redujo mas la germinacion en 26.5%; estos datos coinciden con los
publicados por Adamu y Aliyu (2007), revelando que dos de sus tres genotipos (T106 y
T224), las dosis de 1mM y 2mM redujeron de forma similar la germinacion, mientras que la
dosis de 4mM la redujo aun mas, ademas Srivastava et al. (2011) revelaron que en el trigo,
la dosis mas alta (0.06%) redujo el porcentaje de germinacién en 85.77% y para finalizar
cabe decir que el cultivar UC 157 F1 mostré mayor susceptibilidad a las dosis, seguido por
la UC 115; mientras que la linea 2H-38H, solo la dosis de 5mM redujo el porcentaje de

germinacion como agente mutagénico.
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Cuadro 2. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre el porcentaje de germinacion (%) en
esparrago.

2H-38H | UC157F1 UC115

TESTIGO | 923 A 935A 87.3 A

BUFFER 922 A 91.8 A 82B
1mM 87.5A 87 A 77.8C
3mM 95.5A 80.5C 745C
5mM 415D 57.3D 78 C
mM 88.8 A 8.7E 60.8 D
9mM 90.8 A 13E 87.2 A

4.2 SUPERVIVENCIA

En relacion a la supervivencia, se pudo observar respuestas diferentes dentro de los dos
cultivares (UC 157 F1 y UC 115) y la linea 2H-38H, las dosis y sus respectivas

combinaciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de variancia de la supervivencia de las semillas de esparrago (Alfa al 0.05).

FV GL SC CM F-CAL | P-VALOR | SIGN
BLOQUE 3 247,3 82,4333 0,713 0,548 NS
GENOTIPO (G) 2 | 41384 2069,2000 | 17,886 0,0001 okl
DOSIS (D) 6 | 40955 682,5833 5,900 0,0001 falakal
G*D 12 | 4599,5 383,2917 3,313 0,001 **
ERROR 60 | 69412 115,6867
TOTAL 83 | 20021,8

CV: 14.67

El andlisis Tukey (Figura 4) mostrd que los dos cultivares y la linea respondian de forma
diferente a la supervivencia. La linea 2H-38H presentd un porcentaje de supervivencia del
65.30%, mientras que los cultivares UC 115 (49.5%) y UC 157 F1 (47.86%) mostraron un
comportamiento similar, asi mismo esta respuesta también fue reportada por Adamuy Aliyu
(2007) en tomate (T106, T224 y T420) sefialando que existian diferencias significativas entre
los genotipos utilizados. En base estos datos podemos decir que los cultivares UC 115y UC

157 F1 son mas afectados a la azida de sodio que la linea 2H-38H.

31



70 A
60
50
40
30
20
10

0

2H38H UC115 UC157F1
M Supevivencia (%) 65.3 49.5 47.857

Figura 4. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1y UC 115 y de la linea de esparrago 2H-38H
en el porcentaje de supervivencia. Prueba Tukey (p < 0.05).

El analisis Tukey sobre las dosis (Figura 5) reveld que los dos cultivares y la linea en
promedio responden de forma diferente a las dosis de azida de sodio, dandose esta respuesta
a partir de las dosis de 3mM, 5mM, 7mM y 9mM, causando la reducciédn de la supervivencia
en 9.75%, 20.83% 15.58% y 12.75% respectivamente; sin embargo, la dosis de 1mM generd
una respuesta similar a buffer, en otras palabras se comporté como una sal (Meza et al.
2007). En conjunto se observo que no existe una aparente relacion entre la supervivencia y
las dosis, como lo reportan Cletus y Muwa (2014), en Phyllanthus odontadenius, y Eze y
Dambo (2015), en maiz. Sin embargo los cultivares UC 157 F1y UC 115y la linea 2H-38H
en promedio son afectados por la azida de sodio a partir de la dosis de 3mM a més.

70 A
60 c
50
40
30
20
10
0

TESTIGO | BUFFER 1ImM 3mM 5mM mM ImM
B Supervivencia (%) 63 59.5 59.75 53.25 42.167 47.417 50.25

Figura 5. Efecto de las dosis de azida de sodio en el porcentaje de supervivencia. Prueba Tukey (p
<0.05).

Por otro lado la azida de sodio afectd de forma diferente dentro de los cultivares UC 157 F1,
UC 115y la linea 2H-38H (Cuadro 4 y figura 6). En relacién a la linea 2H-38H se observd

solo la dosis de 5mM redujo el porcentaje de supervivencia en 21.5% respecto al testigo, y
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las otras manifestaron el mismo efecto del testigo y del buffer, asi mismo este
comportamiento es documentado por Eze y Dambo (2015), para una de las variedades de
maiz estudiadas (SAMMAZ 18), donde las dosis 0,01mM y 0.04mM presentaron una
supervivencia similar al testigo y Sander y Muehlbauer (1977), trabajando en Pisum sativus,
revelaron que la supervivencia es afectada por el buffer fosfato a pH 3 obteniendo una
reduccion del 63%. En el cultivar UC 157 F1 se observo que a partir de la dosis de 3mM, el
porcentaje de supervivencia se redujo en 13.8%, 27.3%, 30.8% y 34.8% respectivamente;
ademas cabe recalcar que puede existir una relacion inversamente proporcional entre la
supervivencia de este cultivar con el agente mutagénico. Estos resultados coinciden con los
reportados por Pande y Khetmalas (2012), quienes mencionan en stevia, las dosis de 0.05%
a 0.25% inhiben de forma inversamente proporcional la supervivencia; ademas Mesah y
Obadoni (2007) revelaron en mani que el porcentaje de supervivencia para la variedades
estudiadas (SS1145B y RMP91) se reducia a medida que se incrementaba la dosis, siendo

mas sensible la cultivar RMP91.

TESTIGO BUFFER I mM 3mM 5mM 7 mM o mM

2H38H

UC 115

UC157F1

Figura 6. Efecto de la azida de sodio en la supervivencia en los cultivares de esparrago
UC115, UC 157 F1y la linea 2H-38H.

El cultivar UC 115 se aprecio que la azida de sodio no causo efecto sobre la supervivencia
y a partir de esta premisa cabe citar a Gichner et al. (1975), en cebada (variedad Dvoran),
concluyeron que la azida de sodio no afectd la supervivencia y en arroz (variedad FARO-
57), Ikhajiagbe et al. (2013), reportaron que la azida de sodio no causa efecto sobre la
supervivencia, y al final de la evaluacion todas las dosis utilizadas y el testigo presentaron
en mismo efecto. Para finalizar la azida de sodio afecta el porcentaje de supervivencia en la
linea 2H-38H (5mM) y el cultivar UC 157 F1 (3mM al 9mM) a través de los dafios que

puede ocasionar a nivel cromosomal y para ser mas especificos durante la formacion del
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puente mitético ocasionando aberraciones fenotipicas (Mesah y Obadoni, 2007; Adegoke,
1984).

Cuadro 4. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre el porcentaje de supervivencia (%)
en espérrago.

2H-38H | UC157F1 | UC115

TESTIGO | 675A 63,3C 58,3 E
BUFFER 59D 63 C 56,5E
imM 66 B 62,2C 51,1E
3mM 66,3 B 495 E 44 E

smM 46 E 36 E 445 E
7mM 70,8 A 325E 39E

9mM 69 A 285E 53,3E

4.3 ALTURA DE PLANTA

El anélisis de variancia sobre la altura de planta altura de planta revel6 que los genotipos

responden de forma diferente al agente mutagénico (Cuadro 5).

Cuadro 5. Anadlisis de variancia de la altura de planta en esparrago (Alfa al 0.05)

FV GL SC CM F-CAL | P-VALOR | SIGN
BLOQUE 3 3,04 1,01 0,96 0,42 NS
GENOTIPO (G) 2 128,88 64,44 61,04 0,00 ol
DOSIS (D) 6 56,10 9,35 8,86 0,00 ol
G*D 12 52,50 4,38 4,14 0,00 ol
ERROR 60 63,34 1,06
TOTAL 83 303,86
CV: 21569

La prueba Tukey para los genotipos (Figura 7) revelé que se comportan de forma diferente.
La linea 2H-38H obtuvo una altura de planta de 16.21 cm; mientras que el cultivar UC 115
de 15.33 cm seguido por el cultivar UC 157 F1 de 13,26 cm. Estas diferencias también son
documentadas por Adamu y Aliyu (2007), en tomate, donde solo el genotipo T106 presento
plantas de mayor altura, sin embargo estos resultados son contradictorios a los obtenidos por
Eze y Dambo (2015), revelando que la azida de sodio no causé efecto sobre la altura de
planta en las dos variedades de maiz (SAMMAZ18 y SAMMAZ 20). Ante el estudio
realizado se pudo observar que el cultivar UC 157 F1, es el més afectado por la azida de

sodio.
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Figura 7. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1y UC 115 y de la linea de esparrago 2H-38H
en la altura de planta. Prueba Tukey (p < 0.05).

El agente mutagénico en promedio de los genotipos se observé que la altura de planta difiere
(Figura 8), ademas puede existir una dependencia entre la altura y la concentracion de azida
de sodio. Los dos cultivares y la linea 2H-38H son afectados por la azida de sodio a partir
de la dosis de 3mM, teniendo una reduccién maxima con la dosis de 9mM de 2.26 cm
respecto al testigo; este evento también se produjo en las investigacion que realizaron Adamu
y Aliyu (2007) en tomate.

18 A A A 5
16 C C
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O 'TESTIGO | BUFFER | 1mM 3mM 5mM 7mM 9mM
m Altura de planta (cm.)  15.78 15.77 15.46 15.31 14.64 14.07 13.52

Figura 8. Efecto de las dosis de azida de sodio en la altura de planta. Prueba Tukey (p < 0.05)

En los tratamientos (Cuadro 6) se observo que los genotipos responden de forma diferente
ante la azida de sodio. En el caso del cultivar UC 115 y linea 2H-38H, se observo que no
existe dependencia entre la altura de planta y la azida de sodio, sin embargo en la linea 2H-
38H, la dosis de 5mM redujo el altura de planta en 1.9cm respecto al testigo; en cambio el
cultivar UC 115, las dosis 3mM a 7mM disminuyeron la altura afectando mas la dosis de
7mM. El cultivar UC 157 F1 se tuvieron reducciones con las dosis de 5mM a 9mM (1.2 cm,
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2.8 cm, 2.5 cm respectivamente), mientras que las demas produjeron una respuesta similar
al buffer. Este comportamiento se aprecio en la investigacion realizada por Mesah et al.
(2007), indicando que la variedad de mani SS1145B, las dosis de 0.02% y 0.05% redujeron
la altura de planta, mientras que las demas dosis presentaron el mismo efecto que el testigo;
por otro lado la variedad de mani RMP91, solo las dosis de 0.03% y 0.05% redujeron la
altura; ademas EI-Mokadem y Mostafa (2014), reportaron en Browallia speciosa que la dosis
de 800 ppm vy el testigo revelaron el mismo efecto, mientras que las otras dosis afectaron de
forma similar y con la dosis de 400 ppm la altura de planta fue superior al testigo, también
Ikhajiagbe et al. (2013), trabajando en arroz, concluyeron que la altura de planta es reducida
con la dosis de 0.008%; asi mismo Kochanova et al. (2012), trabajando en Diospyros lotus,
documentaron que las azida de sodio afectd de forma negativa la altura de planta, por otro
lado Cletus y Muwa (2014), observaron en Phyllanthus odontadenius, que las dosis de azida
de sodio no ejercian efecto sobre la altura de planta. Todos estos resultados son explicados
por Salim et al. (2009) sefialaron que el efecto de la azida de sodio suele depender en gran
medida del genotipo y con el tiempo estos pueden recuperar su estado normal, igualmente
el efecto de este agente mutagénico preparado con buffer a pH 3 puede afianzar su naturaleza
mutagénica y motivar cambios en la altura. EI comentario anterior es respaldado por Sander
et al., 1972; Conger, 1973; Konzak et al., 1975 sefialando que la azida de sodio reduce la
altura planta a pH 3. Ante este andlisis se puede concluir que la dosis de 5mM afect6 de

forma similar la altura de planta en los dos cultivares y linea pura evaluada.

Cuadro 6. Efecto de los tratamientos sobre la altura de planta (cm.) en esparrago. Prueba
Tukey (p <0.05).

2H-38H | UC157F1 UC115

TESTIGO | 16,80 A 13,80 E 16,70 C

BUFFER | 15,70C 14,60 D 16,00 C
imM 16,20 B 1520 D 15,90 C
3mM 16,90 A | 14,40D 14,70 D
smM 14,90 D 12,60 F 14,70 D
mM 16,10 C 11,00 F 13,50 F
9mM 16,80 A 11,30 F 1590 C
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4.4 PESO DEL GERMINADO

En relacion al peso del germinado, el ANVA general revela respuestas diferentes entre los

genotipos, concentraciones de azida de sodio y la interaccion (Cuadro 7).

Cuadro 7. Andlisis de variancia del peso del germinado en esparrago (Alfa al 0.05).

FV GL SC CM F-CAL |P-VALOR| SIGN

BLOQUE 3 0,00 0,00 0,60 0,62 NS
GENOTIPO (G) 2 0,01 0,00 21,31 0,00001 okl
DOSIS (D) 6 0,02 0,00 21,10 0,00001 ol
G*D 12 0,02 0,00 10,64 0,00001 ol

ERROR 60 0,01 0,00

TOTAL 83 0,04
CV: 16.584

El analisis Tukey realizado a nivel de genotipos (Figura 9) reveld que estos responden de
forma diferente ante azida de sodio. El cultivar UC 115 (0.06 gr.) y UC 157 F1 (0.06 gr.)
presentaron menor peso del germinado, denotandolas como las més afectadas por el agente
mutagénico y este comportamiento es contrario a lo obtenido por Mshembula et al. (2012),
trabajando en Caupi, observaron que los cinco genotipos no presentaban diferencia alguna

en relacion al peso del germinado.
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2H38H UC115 UC157F1
m Peso del germinado (gr.) 0.08 0.06 0.06

Figura 9. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1y UC 115y de la linea de esparrago 2H-38H
en el peso del germinado. Prueba Tukey (p < 0.05).

En caso de las dosis (Figura 10), se aprecié que los cultivares UC 157 F1y UC 115y la
linea 2H-38H son afectados por el agente mutagénico a partir de la dosis de 1mM, asimismo
se observa que existe una dependencia entre el peso del germinado con el agente mutagénico.
Esta respuesta pudo ser ocasionada por la alteracion de la membrana mitocondrial a nivel de
la bomba de protones, reduciendo de la produccion normal de ATP disminuyendo el peso
del germinado (Zhang, 2000).
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Figura 10. Efecto de las dosis de azida de sodio en el peso del germinado. Prueba Tukey (p <
0.05).

Los tratamientos (Cuadro 8) revelaron que los tres genotipos responden de forma diferente
a la azida de sodio. La linea pura 2H-38H y el cultivar UC 115 presentaron una respuesta
que no es dependiente al agente mutagénico y solo en la linea 2H-38H en las dosis de 1mM,
3mM, 5mM y 9mM disminuy6 el peso de forma similar, pero la dosis de 5mM ocasiond
una reduccion del peso mayor a las otras en 0.0365 gr. El cultivar UC 115, las dosis de 3mM
y de 7mM mantuvieron el mismo comportamiento reduciendo el peso en 0.0192 gr. y 0.0262
gr., en promedio respectivamente; por otro lado el cultivar UC 157 F1, el peso del germinado
se reducia a medida que se incrementaba la dosis, evidenciado una posible dependencia
siendo las dosis mas altas (7mM y 9mM) las que afectaron mas a este cultivar (0.0668 gr. y
0.0903 gr., respectivamente). EI comportamiento de los tres genotipos es explicado por
Salimet al. (2009), sefialando que el efecto de la azida de sodio depende mucho del genotipo.
Cuadro 8. Prueba Tukey (p < 0.05) de los trgtamientos sobre el peso del germinado (gr.) en
esparrago.
2H-38H | UC157F1 | UC115
TESTIGO | 0,0953 A | 0.0939 A | 0.0747D
BUFFER | 0.0868 C | 0.0916 B | 0.0665 D
1mM 0.0757 D | 0.0751 D | 0.0595 D
3mM 0.0607 D | 0.0643D | 0.0555E
5mM 0.0588 D | 0.0563 E | 0.0567 D

mM 0.0881C | 0.0271F | 0.0485E
9mM 0.0727D | 0,0036 F | 0.0641 D

4.5 LONGITUD DE RADICULA

El ANVA general (Cuadro 9) revel6 que existen respuestas diferentes entre los genotipos

ante la azida de sodio en relacién a la longitud de raiz.
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Cuadro 9. Analisis de variancia de la longitud de raiz en esparrago Alfa al 0.05)

FV GL sC CM F-CAL |P-VALOR| SIGN
BLOQUE 3 0,84 0,28 1,08 0,36 NS
GENOTIPO (G) | 2 15,92 7,96 30,99 0,00 -
DOSIS (D) 6 11,88 1,08 7,71 0,00 ek
G*D 12 | 15,01 1,25 4,87 0,00 Aok
ERROR 60 | 1541 0,26
TOTAL 83 | 59,06
CV: 17.896

La respuesta en la longitud de raices de los genotipos (Figura 11) ante la azida de sodio es
diferente teniendo al cultivar UC 157 F1 (0.76 cm.) como el mas afectado ante la exposicion
al agente; mientras que el cultivar UC 115 (1.82 cm.) y la linea 2H-38H son menos sensibles.
Este comportamiento es similar a lo citado por Adamu y Aliyu (2007), indicando que el
genotipo de tomate “T106" manifestd una longitud de raiz menos afectada en relacion a los
demas genotipos (T224 y T420).

2.0000

1.5000 B

1.0000 c

0.5000 -

0.0000 2H38H UC115 UC157F1
u Longitud de raiz (cm.) 1.3900 1.8200 0.7600

Figura 11. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1 y UC 115y de la linea de esparrago 2H-38H
en la longitud de raiz. Prueba Tukey (p < 0.05).

El andlisis de las dosis (Figura 12) revelaron que no existe respuestas por parte del agente
mutagénico, sin embargo estas reducciones en la longitud de raiz son debidas al buffer
fosfato, asi mismo dentro de este grupo solo la dosis de 7mM redujo la longitud con un valor
de 0.87 cm. A pesar de ello solo se puede rescatar que esta reduccion es por la naturaleza
salina del compuesto (Meza et al. 2007). Este comportamiento también se obtuvieron en
caupi (Mshembula et al. 2012) donde se observaron que las dosis de azida de sodio junto
con el testigo mantenian el mismo efecto sobre los cinco genotipos de caupi (TVU-3615,
TVU-2521, TVU-3541, TVU-3485, TVU-3574); por lo tanto la azida de sodio no afecto a

los tres genotipos de esparragos en promedio, pero si el buffer bajos condiciones de pH 3.
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Figura 12. Efecto de las dosis de azida de sodio en la longitud de raiz. Prueba Tukey (p <0.05).

En relacién a los tratamientos, los genotipos reaccionaron de forma distinta a la azida de
sodio (Cuadro 10), asi como se observa en la figura 13. La linea pura 2H-38H responde de
forma variable a la azida de sodio, pero cabe rescatar que la dosis de 1mM provocé el
incremento de la longitud de raiz en 0.5 cm respecto al testigo; mientras que las dosis de
3mM, 5mM y 9mM causaron una reduccion similar pero inferiores al testigo en 0.1cm,
0.3cm y 0.2cm respectivamente; en cambio el cultivar UC 115, las dosis de ImM (1.5 cm.)
hasta 7mM (1.0 cm.) redujeron la longitud de raiz; en cambio, el cultivar UC 157 F1 no
manifiesta respuesta diferente al testigo. Los resultados obtenidos en la linea 2H-38H y UC
115 son similares a lo obtenido por Adamu y Aliyu (2007), resaltando que el genotipo de
tomate T106, las dosis de ImM y 2mM incrementaron la longitud de raiz, mientras que la
dosis de 4mM present6 un efecto similar al testigo y ademas Mshembula et al. (2012),
mencionan que dentro del cultivo de caupi, el genotipo TVU- 3541, el testigo junto con la

dosis de 0.125% compartian el mismo efecto.

TESTIGO BUFFER I mM

9mM
uc 11s
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Figura 13. Efecto de la azida de sodio en la longitud de radicula en los cultivares UC 115y UC
157 F1y la linea pura 2H-38H).
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En relacion al cultivar UC 157 F1, este comportamiento es contradictorio a lo obtenido por
Srivastava et al. (2011), indicando que la azida de sodio ocasioné la reduccion de esta
variable a medida que se incrementa la dosis, sin embargo este genotipo se recuperd
mostrando el mismo efecto que el testigos (Salim et al., 2009). En referencia a lo citado
anteriormente podemos decir que el cultivar UC 157 F1 es mas tolerante a la exposicion a la
azida de sodio; mientras que la linea 2H-38H la dosis de 1mM incremento la longitud de

raiz.

Cuadro 10. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre la longitud de raiz (cm.) en
esparrago.
2H-38H | UC157F1 | UC115
TESTIGO | 1,40C 1,10D 3,80 A
BUFFER 1,40C 1,20D 1,80B
1mM 190B 120D 150C
3mM 128D 0,70D 1,25 D
5mM 1,10D 0,90D 1,26 D
mM 1,30C 0,20 D 1,00D
ImM 1,20D 0,00 D 2,00B

4.6 ESTIMACION DE LA VELOCIDAD DE LA ELONGACION DE LA RADICULA

La velocidad de elongacién de la radicula, el analisis ANVA revel6 que los genotipos

responden diferente ante la azida de sodio (Cuadro 11).

Cuadro 11. Analisis de variancia de la velocidad de elongacion de la radicula en esparrago (Alfa

al 0.05).
FV GL SC CM F-CAL |P-VALOR | SIGN
BLOQUE 3 0,0013 0,0004 0,9726 0,9800 NS
GENOTIPO (G) 2 0,0585 0,0292 64,1572 0,0001 falaalel
DOSIS (D) 6 0,0604 0,0101 22,0878 0,0001 falolekol
G*D 12 0,0567 0,0047 10,3620 0,0001 Fhkx
ERROR 60 0,0274 0,0005
TOTAL 83 0,2043
CV: 21.369

Los genotipos (Figura 14) mostraron respuestas diferentes en relacion a la velocidad de
elongacion de la radicula. El cultivar UC115 (0.1051 cm/dia) obtuvo una velocidad mayor a
linea 2H-38H (0.0820 cm/dia) y al cultivar UC 157 F1 (0.0415 cm/dia). Este
comportamiento coincide con los resultados de Adamu y Aliyu (2007), sobre la longitud de
radicula, en la cual confirma que el genotipo T106 manifesté una mayor longitud que las

otras dos variedades de tomate (T224 yT420), y por ello se puede decir que la estimacion de
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la velocidad en la elongacion de la radicula ha sido mayor en este genotipo. Por otro lado
estos resultados son contradictorios a lo obtenidos por El-Kaaby et al. (2015), observando
que la altura de radicula a las tres semanas para ambos cultivares de tomate (Super Regina
y Trescantos) fue el mismo y por lo tanto se puede asumir que la estimacion de la rapidez en

esta variable es semejante para ambas variedades.

0.1200 A

0.1000 B
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0.0400

0.0000 2H38H UC115 UC157F1
= Velocidad de desarrollo de la 0.0820 0.1051 0.0413

radicula (cm/dia)

Figura 14. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1 y UC 115y de la linea de esparrago 2H-38H
en la velocidad de elongacion de la radicula. Prueba Tukey (p < 0.05).

Las dosis de azida de sodio (Figura 15) marcaron diferencia en la rapidez dentro de los tres
genotipos; ademas se puede presumir que la velocidad de elongacion de la radicula es
dependiente al agente mutagénico. Este comportamiento es similar a lo obtenido por El-
Kaaby et al. (2015), en tomate a las tres semanas, obteniendo con la dosis de 4mM una
longitud menor, lo cual puede intuir que la estimacion de la velocidad también lo fue. Bajo
el argumento anterior podemos decir que las dosis en estudio afectan la velocidad de la
elongacion de la radicula a excepcidn de la dosis de 1mM, siendo la dosis de 7mM, la que
ocasiona un mayor efecto reduciendo la velocidad en 0.0847 cm/dia.

0.1400
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0.0400
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0.0000

TESTIGO = BUFFER ImM 5mM 7mM ImM

B Velocidad de desarrollo de la

K . 0.1276 0.0901 0.0921 0.0655 0.0566 0.0429 0.0583
radicula (cm/dia)

Figura 15. Efecto de las dosis de azida de sodio en la velocidad de elongacion de la radicula.
Prueba Tukey (p < 0.05)
En relacion a los tratamientos (Cuadro 16), se aprecio que la respuesta es diferente dentro
de cada genotipo. En el caso de la linea pura 2H-38H se observo que las dosis de 1mM

(0.1129 cm/dia) y 5mM (0.0611 cm/dia) incentivaron respuestas opuestas al testigo, ya que
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la primera incremento la velocidad en 0.0276 cm/dia, mientras que la otra la redujo en 0.0242
cm/dia. El cultivar UC 157 F1, el buffer (0.0671 cm/dia) y la dosis de 1mM (0.0701 cm/dia)
ocasionaron un aumento en la velocidad de elongacién de la radicula, mientras que las demas
dosis ocasionaron su reduccion, afectando mas la dosis de 9mM reduciendo la velocidad en
0.0601 cm/dia; por otro lado el cultivar UC 115, la dosis de 7mM redujo de la velocidad en
0.186 cm/dia. Esto resultados evidencian que la respuesta es dependiente del genotipo
(Salim et al. 2009).

Cuadro 12. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre la velocidad de elongacion de la
radicula (cm/dia) en esparrago.

2H-38H | UC157F1 | UC115
TESTIGO | 0.0853D | 0.061E | 0.2366 A
BUFFER | 0.0922D | 0.0671D | 0.1113B
imM 0.1129B | 0.0701 D | 0.0936 D
3mM 0.0830D | 0.0406 F | 0.0725D
5SmM 0.0611E | 0.041F | 0.0680D
mM 0.0693D | 0.0085F | 0.0506 F
9mM 0.0708 D | 0.0009F | 0.1031B

4.7 ESTIMACION DE LA GANANCIA DEL PESO DEL GERMINADO

El andlisis de variancia reveld gque la estimacion de la ganancia de peso diario del germinado
es diferente en los genotipos, en las dosis la azida de sodio asi como en la interaccion (Cuadro
13).

Cuadro 13. Anaélisis de variancia de la estimacion de la ganancia de peso diario del germinado en
esparrago (Alfa 0.05).

FV GL SC CM F-CAL | P-VALOR | SIGN
BLOQUE 3 0,0000 0,0000 1,7297 0,1610 NS
GENOTIPO (G) 2 0,0000 0,0000 30,4865 0,0001 folakolel
DOSIS (D) 6 0,0000 0,0000 16,0000 0,0001 ool
G*D 12 0,0000 0,0000 12,2703 0,0001 folakolel
ERROR 60 0,0000 0,0000
TOTAL 83 0,0001
CV: 14.568

En relacion a los genotipos (Figura 16), se puede apreciar que la linea 2H-38H mantuvo una
ganancia de peso 0.0042 gr/dia, mientras que los cultivares mantuvieron una ganancia por
debajo, pero similar. Estos resultados manifiestan que la diferencia se atribuye a la capacidad
en recuperarse de cada genotipo (Salim et al., 2009), en otras palabras se puede observar que

la linea 2H-38H es mas tolerante al efecto de la azida que los otros dos.
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Figura 16. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1 y UC 115y de la linea de esparrago 2H-38H
en la estimacion de la ganancia de peso diario del germinado. Prueba Tukey (p < 0.05).

En relacion a las dosis (Figura 17) se pudo apreciar que solo a partir de la dosis de 5mM,
7mM y 9mM la ganancia de peso es debida al agente mutagénico, generando valores
promedios de 0.0010 gr/dia, 0.0013 gr/dia y 0.0017 gr/dia por debajo del testigo
respectivamente. Este comportamiento se da por las alteracion que ocasiona este agente
mutagenico en la produccion de ATPs (Zhang, 2000) alterando los procesos implicados en

la germinacion (Al-Qurainy y Khan 2009) y con ello la velocidad.
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Figura 17. Efecto de las dosis de azida de sodio en la estimacion de la ganancia de peso diario del
germinado. Prueba Tukey (p < 0.05).

En relacion a los tratamientos (Cuadro 14) el germinado de cada genotipo gana peso diario
de forma distinta ante el agente mutagénico. La linea 2H-38H, la dosis de 7mM incentivé el
aumento de la masa diaria por encima del testigo en 0.0003 gr/dia, mientras que las dosis de
3mM y 5mM redujeron la ganancia de peso en 0.0008 gr/dia y 0.0009 gr/dia respecto al
testigo; por otro lado en el cultivar UC 157 F1, la dosis de 1mM disminuyo el valor del peso
diario en 0.0002 gr/dia respecto al testigo; sin embargo las dosis de 5mM, 7mM y 9mM
redujeron la acumulacion de masa diaria en 0.0012 gr/dia, 0.0028 gr/dia y 0.0041 gr/dia
respectivamente y para culminar el cultivar UC 115, las dosis de 5mM y 7mM estimularon

el descenso de la ganancia de peso diario en 0.0011 gr/dia y 0.0016 gr/dia . Todas estas
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respuestas pueden atribuirse a la estimulacion de la tasa de crecimiento celular positiva o

no, asi como la activacion de las hormonas de crecimiento (Joshi et al., 2011).

Cuadro 14. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre la velocidad del peso del germinado
(gr/dia) en esparrago.

2H-38H | UC157F1 | UC115
TESTIGO | 0.0045B | 0.0044C | 0.0041C
BUFFER | 0.0042C | 0.004C | 0.0033D
imM 0.0044 C | 0.0046 B | 0.0035D
3mM 0.0037D | 0.0041C | 0.0032D
smM 0,0036 D | 0.0032D | 0.003E
mM 0.0048 A | 0.0016 F | 0.0025 E
9mM 0.0041C | 0.0003F | 0.0033D

4.8 ESTIMACION DE LA VELOCIDAD DE LAELONGACION DE LAPLANTULA

La estimacion de la velocidad de elongacion de la plantula (Cuadro 15) difiere a nivel de

genotipo, dosis de azida de sodio asi como la interaccién entre ellos.

Cuadro 15. Anlisis de variancia de la velocidad de la elongacion de la plantula (cm/dia) bajo
condiciones controladas en esparrago (Alfa al 0.05).

FV GL SC CM F-CAL | P-VALOR |SIGN
BLOQUE 3 0,0058 0,0019 0,8351 0,4800 NS
GENOTIPO (G) 2 0,0586 0,0293 12,6722 0,0001 | ****
DOSIS (D) 6 0,1925 0,0321 13,8674 0,0001 | ****
G*D 12 0,1304 0,0109 4,6955 0,0001 | ****
ERROR 60 0,1388 0,0023
TOTAL 83 0,5258

CV: 20.56

El analisis Tukey realizado a los genotipos (Figura 18) revelé que la UC 157 F1 (1.5941
cm/dia) es el méas afectado en la velocidad por el agente mutagénico, mientras que la linea
2H-38H junto con el cultivar UC 115 mantuvieron la velocidad de elongacion en 2.2235
cm/dia y 2.0950 cm/dia respectivamente. Este comportamiento indica que la repuesta
genotipica es distinta, como sefialan Salim et al. (2009) y para finalizar el cultivar UC 157
F1 fue el mas afectado por tener una velocidad de elongacién menor a los otros genotipos;
ademas Garcia et al. (2010) confirma que mientras mas afectado este crecimiento y
desarrollo de la semilla por el agente mutagénico mayor es la probabilidad de obtener

mutantes.
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Figura 18. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1 y UC 115y de la linea de esparrago 2H-38H
en la estimacion de la velocidad de elongacion de la plantula. Prueba Tukey (p < 0.05).

La prueba Tukey de las dosis (Figura 19) revel6 que a partir de la dosis de 3mM hasta la de
9mM son debidas a la azida de sodio y solo la dosis de 7mM afecto mas a los genotipos
disminuyendo la velocidad en 0.1283 cm/dia. Estos resultados obtenidos pudieron deberse
al efecto que provoco la azida de sodio durante el proceso de respiracion celular, reduciendo
la produccion ATPs (Van y Inouye, 1991), asi como disminuir la expresién normal de las

hormonas de crecimiento implicadas en la elongacion de la plantula (Joshi et al., 2011).
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Figura 19. Efecto de las dosis de azida de sodio en la estimacion de la velocidad de la elongacion
de la plantula. Prueba Tukey (p <0.05).

En los tratamientos (Cuadro 16) se puede apreciar que la linea 2H-38H y el cultivar UC 115,
las respuestas ante las dosis de azida de sodio son variables, es por ello que la velocidad de
elongacion de la plantula no es dependiente de la dosis. La linea 2H-38H las dosis de 3mM,
5mMy 7mM redujeron la velocidad de forma similar, pero mayor a las otras dosis en 0.1062
cm/dia, 0.1240 cm/dia y 0.1942 cm/dia respectivamente; por otro lado el cultivar UC 157
F1, la dosis de ImM incremento la velocidad en 0.0873 cm/dia, mientras que las dosis de
5mM, 7mM y 9mM la redujeron; sin embargo en el cultivar UC 115 se observé que la dosis

de 7mM disminuyo la velocidad de elongacion en 0.1286 cm/dia. Este comportamiento se
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puede atribuir a la reduccion de la produccion de ATPs (Van y Inouye, 1991); sin embargo
el cultivar UC157F1, la dosis de 1mM, incremento la velocidad de elongacion y esto puede

conferirse a una estimulacién positiva del ciclo celular y del balance hormonal, mas que todo

en la produccion de auxinas (Joshi et al., 2011).

Cuadro 16. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre la velocidad de la elongacion de la

plantula bajo condiciones normales (cm/dia) en esparrago.

2H-38H | UC157F1 | UC115
TESTIGO | 0.669C | 0.5926 E | 0.6956 A
BUFFER | 0.648C | 0.6366 D | 0,6325D
1mM 0.6233D | 0.6799B | 0,6377 D
3mM 0.5628 F | 0.609D | 0,6124 D
SmM 0.545F | 0.5161F | 0,5670F
mM 0.4748 F | 0.4659F | 0,6316 D
9mM 0.6314D | 0.4635F | 0,6371D

4.9 RELACION PLUMULA/RADICULA

La relacion de la longitud plumula/radicula, el analisis ANVA reveld que los genotipos, la
azida de sodio asi como la interaccion entre ellos manifestaron respuestas diferentes (Cuadro
17).

Cuadro 17. Anélisis de variancia de la relacion plimula-radicula en esparrago (Alfa al 0.05).

FV GL SC CM F-CAL | P-VALOR | SIGN
BLOQUE 3,0000 2,1952 0,7317 | 0,9696 0,9700 NS
GENOTIPO (G) | 2,0000 6,1926 3,0963 | 4,1029 0,0210 *
DOSIS (D) 6,0000 | 20,2097 | 3,3683 | 4,4634 0,0010 **
G*D 12,0000 | 38,5895 | 3,2158 | 4,2613 0,0001 okl
ERROR 60,0000 | 45,2792 | 0,7547
TOTAL 83,0000 | 112,4662
CV: 18.751

La prueba Tukey de los genotipos (Figura 20) revelé que la linea 2H-38H (0.6307) expreso
la relacion mas alta; seguido por el cultivar UC 115 (0.5935) y la UC 157 F1 (0.5663). En
base a estos resultados se pudo deducir que el crecimiento esta orientado hacia la formacion
radicular, asi mismo estas diferencias en la elongacion radicular pueden ser atribuidas al

desbalance hormonal durante el crecimiento (Joshi et al, 2011).
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Figura 20. Respuesta de los cultivares de UC 157 F1 y UC 115y de la linea de esparrago 2H-38H
en la relacion plumula/radicula. Prueba Tukey (p < 0.05)

En la dosis (Figura 21), el analisis Tukey revel6 que a partir de la dosis de 5mM se puede
apreciar el efecto del agente mutagenico. Los genotipos disminuyeron por lo menos la mitad
de larelacion de la longitud plumula-radicula en comparacion con el testigo. La relacion que
se obtienen por parte de estas dosis, se podrian orientar a la obtencion de genotipos con
tolerancia a sequia, asi mismo la dosis de 7mM mantuvo una relacién cercana a 1, lo que
indicarian un equilibrio hormonal en ambos 6rganos en relacion a la elongacion, resultando

contradictoria a lo citado por Joshi et al. (2011).
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Figura 21. Efecto de las dosis de azida de sodio en la relacion plumula/radicula. Prueba Tukey (p <
0.05).

En los tratamientos (Cuadro 18), la prueba Tukey revel6 que los genotipos tuvieron una
relacion plumula/radicula diferentes dependiendo de la dosis de azida de sodio. La linea 2H-
38H, la dosis de 3mM super0 la relacion plumula/radicula al testigo en 0.3214, mientras que
las demas dosis redujeron la relacion por debajo del testigo; sin embargo en el cultivar UC
115, las dosis de 1mM (2.7562), 3mM (2.3819) y 9mM (3.0129), la relacion fue mayor a los
testigos. En el cultivar UC 157 F1 todas las dosis de azida de sodio ocasionaron la reduccion
de la relacién plumula/radicula, dando a entender que el crecimiento esta orientado al area
radicular, siendo la dosis de 7mM la que redujo el valor en 0.2917, ademas se presume una

dependencia entre la dosis y la relacién plumula-radicula. EI comportamiento variable que
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presentaron la linea 2H-38H y el cultivar UC 115 a excepcion de la UC 157 F1, aseguran la
probabilidad de obtener mutante por ambas direcciones, con alto crecimiento radicular o alto
produccion de follaje, como la afirma Garcia et al. (2011), ademas las relaciones pueden

deberse a un desbalance hormonal (Joshi et al, 2011).

Cuadro 18. Prueba Tukey (p < 0.05) de los tratamientos sobre la relacion plumula-radicula en

esparrago.
2H-38H | UC157F1 | UC115
TESTIGO | 24587 D | 3.2132 A | 1.3675E
BUFFER | 23636 D | 2908B | 2.1116 E
1mM 19012E | 2515D | 2.7562C
3mM 2.7801C | 1626E | 2.3819D
smM 1.6673E | 0.6047E | 2.1971E
mM 21707 E | 0.2917E | 0.8366 E
9mM 2.2225 E OE 3.0129 B

4.10 DLso

La DLsp nos indica la dosis que permita el 50% de supervivencia de la poblacion y para ello
contamos con el cuadro 22 que nos muestra los promedios de la germinacion que se
obtuvieron durante el experimento (Cuadro 19).

Cuadro 19. Datos promedios por dosis del porcentaje de germinacion (%) de cada genotipo y el
promedio de los tres para el calculo de la DLso en esparrago.

Dosis 2H38H UC 115 UC 157 F1 |Promedio
OmM 92,3 87,3 93,5 91,00
1mM 87,5 77,8 87,00 84,08
3mM 95,5 74,5 80,5 83,50
5mM 41,5 78,00 57,35 59,75
7mM 88,8 60,8 8,7 58,92
9mM 90,8 87,2 1,3 52,75

Para la determinacion de la DLso (Figura 22) se realizé un anélisis de regresion, obteniendo
lo siguiente: la linea 2H-38H vy el cultivar UC 115 las curvas no eran representativas por
representar el 1.82% y 5.04% de la variabilidad total respectivamente, mientras el cultivar
UC 157 F1y el promedio de los tres genotipos, las curvas obtenidas representaban el 92.9%
y 91.6% de la variabilidad total respectivamente, por lo tanto fueron tomadas para la
estimacion de la DLso. El cultivar UC 157 F1 la DLso se obtuvo con la dosis de 4.58mM y
el promedio de los tres genotipos con la dosis 9.01mM. EI comportamiento de los genotipos
2H38H y UC 115 es similar a lo obtenido por Cletus y Muwa (2014) en Phyllanthus
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odontadenius, no obtuvieron curvas representativas para determinar la DLso, Las curvas

estimadas del cultivar UC 157 F1 y de los genotipos son representativas para la obtencion

de la DLso; siendo estos resultados similares a los obtenidos por Gnanamurthy et al. (2011),

en maiz, la DLso se obtuvo con la dosis de 50mM; ademas estos resultados pueden ser

corroborados por muchos autores cuyos especies investigadas son quimiosensibles a este

agente mutagénico (Rao y Reddy, 1986; Srivastava et al., 2011; Elfeky et al., 2014 y Mesah

etal., 2007).
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Figura 22. Curvas de regresion y R2 de los cultivares UC 157 F1y UC 115, de la linea 2H-38H y

del promedio para la determinacion de la DLso.

4.11 EFECTO PROMEDIO DE LA AZIDA DE SODIO EN ESPARRAGO

El efecto promedio (Cuadro 20) se determind de acuerdo a lo postulado por Maluszynski et

al. (1995), tomando el valor que no sobrepase el 20%, indicando esta estimacion cambios

genéticos y fisioldgicos pero en menor intensidad los morfolégicos (Adamu y Aliyu, 2007;

Mostafa, 2011), bajo todos estos postulados podemos elegir para el caso del genotipos 2H-
38H, la dosis de 9mM con un efecto del 15.213%, para el caso de la UC 115 la dosis de

5mM con el efecto del 19.789% y para la UC 157 F1y el promedio de los tres genotipos, se

seleccionaron la dosis de 3mM con un valor de 29.394% y 24.079% respectivamente.
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Cuadro 20. Efecto promedio (%) causado por las dosis de azida de sodio de los cultivares UC 157
F1y UC 115, linea 2H-38H y el promedio de las tres.

Dosis 2H38H UC115 | UC157F1 | promedio
1mM 9,791 14,979 5721 12,942
3mM 11,088 28,339 29,394 24,079
5mM 36,961 19,789 43,422 35,899
mM 13,542 39,312 68,058 42,626
ImM 15,213 7,322 79,926 36,015
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V. CONCLUSIONES

Para todas las variables evaluadas durante las etapas de germinacion y emergencia de las

plantulas hubo efecto de la solucion de Azida de sodio.

Las variables evaluadas durante la germinacion y la supervivencia de las plantulas confirman
el efecto de la azida de sodio, siendo el genotipo UC 157 F1, el mas quimiosensible. Los
otros genotipos también fueron afectados en algunas variables evaluadas como se muestran

en los resultados.

La mayoria de las variables tuvieron efecto negativo como reduccion en la emergencia, la
altura de planta, peso del germinado, mientras que en otros hubo un efecto estimulatorio
como en velocidad de elongacion de la raiz, plantula y peso del germinado asi como la

relacion plimula-radicula

El efecto promedio de la azida de sodio cercano al 20% para la linea 2H-38H so obtuvo con
la dosis de 9 mM (15.213), en el cultivar UC115 con la dosis de 5mM (19.789) y el cultivar
UC157F1 se encuentra en la dosis de 3mM (29.394).
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VI. RECOMENDACION

Realizar el analisis a nivel molecular para validar los cambios genéticos y continuar con las

evaluaciones de la poblacion M1y M2, para descartar el efecto del medio ambiente.
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VIIl. ANEXOS

Cuadro 21. Resultados del analisis de regresion, para la estimacion de la velocidad de elongacion
de la altura de planta por repeticién-tratamiento del cultivar UC 115.

DOSIS (Y) | REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (X) | R? (%)
RL | -4.134 0.6699 DIAS 82.7
R2 | -4.014 0.6585 DIAS 83.3
TESTIGO ™R 1106 0.6713 DIAS 82.4
R4 | -4.139 0.6759 DIAS 83.2
RL | -4.065 0.6533 DIAS 82.7
R2 | -3.959 0.6318 DIAS 81.5
BUFFER ™R3 | 4101 0.6538 DIAS 82.1
R4 | -4.036 0.6523 DIAS 79
R1 -3.86 0.6214 DIAS 82.3
M R2 | -3.872 0.6257 DIAS 81.5
R3 | -3.011 0.6014 DIAS 79.3
R4 | -4.153 0.6441 DIAS 80.1
RL | -3.643 0.5625 DIAS 79.6
amM R2 | -3.614 0.5404 DIAS 77.3
R3 | -3.769 0.5773 DIAS 79.1
R4 | -3.692 0.5714 DIAS 79.8
RL | -3.688 0.5521 DIAS 76.8
5 R2 -36 0.5218 DIAS 74.2
R3 | -3.667 0.5575 DIAS 78.6
R4 | -3631 0.5479 DIAS 78
RL | -3.286 0.4767 DIAS 74.3
- R2 | -3.226 0.4671 DIAS 73.8
R3 | -3.301 0.4759 DIAS 73
R4 | -3.261 0.4786 DIAS 75
RL | -3.772 0.5979 DIAS 81.6
oM R2 | -4.015 0.651 DIAS 83
R3 | -3.995 0.6348 DIAS 81.8
R4 | -3.988 0.6415 DIAS 82.5
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Cuadro 22. Resultados del analisis de regresion, para la estimacién de la ganancia de peso del germinado por repeticion-
tratamiento del cultivar UC 115.

DOSIS(Y) | REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (x) | R? (%)

R1 -0.01162 0.003134 DIAS 92.9

R2 -0.01193 0.003152 DIAS 93.1
TESTIGO R3 -0.0009398 0.003117 DIAS 82

R4 -0.01562 0.003746 DIAS 92.1

R1 -0.009015 0.002598 DIAS 89.9

R2 -0.007315 0.002303 DIAS 87.5

BUFFER R3 -0.01046 0.002838 DIAS 91.3
R4 -0.01239 0.003172 DIAS 92

R1 -0.01463 0.002624 DIAS 79.5

M R2 -0.0161 0.003116 DIAS 89.2
R3 -0.01518 0.00234 DIAS 78

R4 -0.01279 0.002321 DIAS 84.2

R1 -0.01332 0.002196 DIAS 83.5

amM R2 -0.01566 0.002442 DIAS 77.9

R3 -0.01452 0.002281 DIAS 77.8

R4 -0.01549 0.002484 DIAS 74.8

R1 -0.01536 0.002471 DIAS 80.3

- R2 -0.01606 0.00249 DIAS 77.9

R3 -0.01339 0.002102 DIAS 78.1

R4 -0.01408 0.001942 DIAS 61.8

R1 -0.01345 0.002173 DIAS 77.1

- R2 -0.0131 0.002032 DIAS 71.1

R3 -0.01012 0.001338 DIAS 58.6

R4 -0.0113 0.001541 DIAS 60.2

R1 -0.01149 0.002915 DIAS 91.7

omM R2 -0.009333 0.002891 DIAS 86.8

R3 -0.01142 0.002841 DIAS 90.6

R4 -0.01028 0.002802 DIAS 90.6
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Cuadro 23. Resultados del andlisis de regresion, para la estimacion de la velocidad de elongacién de la raiz por

repeticion-tratamiento del cultivar UC 115.

DOSIS(Y) | REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (X) |R? (%)

R1 -0.8933 0.1808 DIAS 86.8

R2 -0.8419 0.1782 DIAS 83.6

TESTIGO R3 -0.6354 0.1375 DIAS 82.1

R4 -1.065 0.1964 DIAS 84.9

R1 -0.6002 0.1111 DIAS 87.9

R2 -0.3977 0.08223 DIAS 85.8

BUFFER R3 -0.331 0.07014 DIAS 89.2

R4 -0.304 0.06702 DIAS 83.5

R1 -0.4776 0.07131 DIAS 72.8

M R2 -0.3474 0.06602 DIAS 78.9

R3 -0.3856 0.5656 DIAS 73.6

R4 -0.4406 0.07487 DIAS 795
R1 -0.4006 0.06038 DIAS 75

amM R2 -0.3139 0.04471 DIAS 70.4

R3 -0.3364 0.05093 DIAS 72.7

R4 -0.3508 0.05107 DIAS 68.4

R1 -0.349 0.05056 DIAS 65.1

- R2 -0.3969 0.05668 DIAS 54.8

R3 -0.3022 0.04249 DIAS 58.6

R4 -0.3682 0.0484 DIAS 58.5

R1 -0.4563 0.06534 DIAS 72.3

- R2 -0.3484 0.04852 DIAS 67.9
R3 -0.1276 0.01697 DIAS 57

R4 -0.1027 0.01362 DIAS 56.4

R1 -0.3378 0.07023 DIAS 80.3

omM R2 -0.6444 0.1068 DIAS 61.6
R3 -0.3232 0.06703 DIAS 76

R4 -0.3024 0.06748 DIAS 73.8
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Cuadro 24. Resultados del andlisis de regresion, para la estimacion de la velocidad de elongacion de la plantula por
repeticion-tratamiento de la linea 2H-38H.

DOSIS (V) REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (X) | R? (%)
R1 -3.6490 0.6508 DIAS 87.7
R2 -4.0370 0.6663 DIAS 84.3
TESTIGO R3 -4.6590 0.7815 DIAS 71.9
R4 -3.8090 0.6840 DIAS 875
R1 -3.6670 0.6924 DIAS 87.5
R2 -3.5870 0.6525 DIAS 88.8
BUFFER R3 -3.7620 0.5821 DIAS 78.9
R4 -3.7740 0.6060 DIAS 81.9
R1 -3.7810 0.6673 DIAS 87
M R2 -3.7380 0.6426 DIAS 86.5
R3 -3.7890 0.6327 DIAS 85.2
R4 -3.6800 0.6085 DIAS 83
R1 -3.6190 0.6011 DIAS 84.5
amM R2 -3.4480 0.5829 DIAS 85.8
R3 -4.1670 0.6584 DIAS 80.3
R4 -3.6710 0.6075 DIAS 84.4
R1 -2.8490 0.4244 DIAS 74.1
- R2 -3.8870 0.6310 DIAS 82.6
R3 -3.6920 0.6127 DIAS 83.4
R4 -3.5990 0.6001 DIAS 84.2
R1 -3.7510 0.6476 DIAS 86.3
- R2 -3.8620 0.6661 DIAS 87
R3 -3.6920 0.6127 DIAS 83.4
R4 -3.5990 0.6001 DIAS 84.2
R1 -3.6420 0.6407 DIAS 87.5
oMM R2 -3.8510 0.6291 DIA 82.8
R3 -3.6970 0.6306 DIA 86.7
R4 -3.9440 0.6483 DIA 84.5
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Cuadro 25. Resultados del andlisis de regresion, para la estimacion de la ganancia de peso del germinado por repeticion-
tratamiento de la linea 2H-38H.

DOSIS (Y) REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (x) | R? (%)
R1 0.0000 0.0043 DIA 93.8
R2 0.0011 0.0046 DIA 97.4
TESTIGO R3 0.0001 0.0046 DIA 95.2
R4 0.0001 0.0047 DIA 90.2
R1 0.0044 0.0043 DIA 94.3
R2 0.0069 0.0037 DIA 83.8
BUFFER R3 -0.0029 0.0044 DIA 97.9
R4 -0.0002 0.0046 DIA 95.9
R1 -0.0024 0.0047 DIA 83.5
M R2 -0.0015 0.0046 DIA 85.5
R3 0.0015 0.0040 DIA 94.3
R4 -0.0025 0.0046 DIA 88.6
R1 -0.0098 0.0041 DIA 88
amM R2 -0.0105 0.0040 DIA 89.1
R3 -0.0055 0.0036 DIA 87.9
R4 -0.0012 0.0034 DIA 90.6
R1 -0.0121 0.0038 DIA 89.9
5 R2 -0.0013 0.0035 DIA 86
R3 -0.0144 0.0043 DIA 89.4
R4 -0.0103 0.0028 DIA 80.4
R1 -0.0034 0.0044 DIA 94.7
- R2 -0.0034 0.0045 DIA 91.4
R3 -0.0144 0.0043 DIA 89.4
R4 -0.0121 0.0061 DIA 82.4
R1 -0.0131 0.0050 DIA 94.9
oM R2 -0.0126 0.0043 DIA 87.5
R3 -0.0100 0.0041 DIA 91.5
R4 -0.0162 0.0034 DIA 88.7
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Cuadro 26. Resultados del andlisis de regresion, para la estimacion de la velocidad de elongacién de la raiz por

repeticion-tratamiento de la linea 2H-38H.

DOSIS (Y) | REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (x) | R? (%)
R1 -0.1931 0.0922 DIA 95.5
R2 -0.1323 0.0893 DIA 92.2
TESTIGO ™ ps -0.0576 0.0788 DIA 84.2
R4 -0.0732 0.0809 DIA 89.6
R1 -0.0215 0.1249 DIA 86.9
R2 -0.1415 0.1084 DIA 93.9
BUFFER R3 0.0058 0.0424 DIA 727
R4 -0.1544 0.0930 DIA 80.1
R1 -0.2018 0.1140 DIA 80.4
M R2 -0.1203 0.0814 DIA 777
R3 -0.2864 0.1231 DIA 87.2
R4 -0.3315 0.1332 DIA 90.7
R1 -0.2157 0.0756 DIA 87.2
amM R2 -0.2371 0.0756 DIA 86.9
R3 -0.2447 0.0937 DIA 85.5
R4 -0.1810 0.0872 DIA 85
R1 -0.2649 0.0648 DIA 85.6
S R2 -0.3822 0.0832 DIA 70.1
R3 -0.2194 0.0564 DIA 84.1
R4 -0.1768 0.0401 DIA 735
R1 -0.0237 0.0105 DIA 86.4
- R2 -0.1565 0.0914 DIA 80.7
R3 -0.1742 0.0913 DIA 87.7
R4 -0.1053 0.0839 DIA 84.6
R1 -0.1740 0.0695 DIA 86.7
omM R2 -0.3053 0.0894 DIA 80.5
R3 -0.1911 0.0602 DIA 88.2
R4 -0.2209 0.0641 DIA 85.7
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Cuadro 27. Resultados del analisis de regresién, para la estimacion de la velocidad de elongacion de la plantula por
repeticion-tratamiento del cultivar UC 157 F1.

DOSIS (Y) | REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (x) | R? (%)
R1 -3.1460 0.5279 DIAS 93.1
R2 -3.0670 0.6885 DIAS 97.2
TESTIGO R3 -1.4890 0.5279 DIAS 95.4
R4 -2.3620 0.6261 DIAS 96.6
R1 -4.0960 0.6710 DIAS 90.8
R2 -3.6440 0.6509 DIAS 93.2
BUFFER R3 -2.7650 0.6162 DIAS 93.7
R4 -3.3780 0.6085 DIAS 91.7
R1 -3.6190 0.6788 DIAS 94.7
M R2 -3.7460 0.6718 DIAS 92.2
R3 -4.1130 0.7097 DIAS 92.5
R4 -3.7100 0.6594 DIAS 92.9
R1 -3.6150 0.5116 DIAS 90.1
amM R2 -5.0970 0.6945 DIAS 84
R3 -4.9530 0.6808 DIAS 85.5
R4 -3.2700 0.5493 DIAS 90.1
R1 -4.3920 0.5458 DIAS 76.4
5 R2 -4.1690 0.5583 DIAS 83.3
R3 -3.0610 0.3932 DIAS 75.3
R4 -4.1930 0.5671 DIAS 84.2
R1 -3.2030 0.4113 DIAS 81.4
M R2 -3.7730 0.5135 DIAS 84.9
R3 -3.9140 0.5330 DIAS 82.7
R4 -3.2020 0.4059 DIAS 79.4
R1 -4.2390 0.5236 DIAS 78.2
omM R2 -3.5660 0.4467 DIAS 79.1
R3 -3.3670 0.4359 DIAS 77.2
R4 -3.3950 0.4478 DIAS 82.5
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Cuadro 28. Resultados del andlisis de regresion, para la estimacion de la ganancia de peso del germinado por repeticion-
tratamiento del cultivar UC 157 F1.

DOSIS (V) REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (x) | R? (%)

R1 0.0071 0.0042 DIAS 91.7

R2 0.0052 0.0043 DIAS 92.8

TESTIGO R3 0.0106 0.0039 DIAS 75.7

R4 -0.0007 0.0053 DIAS 92.7

R1 0.0077 0.0035 DIAS 61.4

R2 0.0044 0.0045 DIAS 88.8

BUFFER R3 0.0086 0.0031 DIAS 83.5

R4 0.0003 0.0050 DIAS 94.1

R1 -0.0125 0.0042 DIAS 92.7

M R2 -0.0182 0.0050 DIAS 95.7

R3 -0.0116 0.0039 DIAS 93.8

R4 -0.0191 0.0053 DIAS 94.1

R1 -0.0178 0.0049 DIAS 76.7

amM R2 -0.0190 0.0037 DIAS 76.1

R3 -0.0153 0.0035 DIAS 80.5

R4 -0.0207 0.0044 DIAS 93.4

R1 -0.0160 0.0026 DIAS 74.8

- R2 -0.0200 0.0039 DIAS 88.5

R3 -0.0153 0.0026 DIAS 77.9

R4 -0.0218 0.0038 DIAS 79.7

R1 -0.0137 0.0022 DIAS 67.7

- R2 -0.0141 0.0024 DIAS 76.7

R3 -0.0110 0.0017 DIAS 66.4

R4 0.0016 0.0002 DIAS 63.2

R1 -0.0012 0.0003 DIAS 58.9

oM R2 -0.0019 0.0003 DIAS 27.3
R3 0.0000 0.0000 DIAS 0

R4 -0.0028 0.0004 DIAS 27.3
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Cuadro 29. Resultados del andlisis de regresion, para la estimacion de la velocidad de elongacién de la raiz por

repeticion-tratamiento del cultivar UC 157 F1.

DOSIS (Y) | REP. a VELOCIDAD (b) | TIEMPO (x) | RZ? (%)
Rl | 0.00785 0.0715 DIAS 89.3
R2 | 0.06055 0.0475 DIAS 80
TESTIGO R 0.0207 0.06509 DIAS 82.1
R4 | 0.05859 0.05984 DIAS 91.6
R1 | 0.06455 0.05375 DIAS 83.4
R2 | 0.03691 0.07454 DIAS 89.9
BUFFER ™R3 [ -0.0016 0.07175 DIAS 80
R4 | 0.0439 0.06838 DIAS 84.5
R1 | -0.03268 0.0307 DIAS 83.7
M R2 | 0.1939 0.07491 DIAS 93.7
R3 | -0.355 0.1074 DIAS 90
R4 | -0.1583 0.06751 DIAS 88.8
RL | -0.1954 0.05756 DIAS 80.1
amM R2 | -0.1498 0.03068 DIAS 66.4
R3 | -0.1731 0.03818 DIAS 69.2
R4 | -0.1293 0.03589 DIAS 81
Rl | -0.2076 0.0381 DIAS 50
S R2 | -0.2248 0.052 DIAS 81.9
R3 | -0.1936 0.03594 DIAS 51.9
R4 | -0.101 0.03778 DIAS 60.5
Rl | -0.07945 0.01445 DIAS 45.2
- R2 | -0.05241 0.01084 DIAS 68.5
R3 | -0.02114 0.003586 DIAS 28.1
R4 | -0.02745 0.005009 DIAS 42.4
R1 |-0.004636 0.00106 DIAS 79.6
oM R2 [-0.004091 0.000682 DIAS 25
R3 | 0.0000 0.0000 DIAS 0
R4 | -0.01045 0.001741 DIAS 25
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