INDUCCION

MUTACIONES

Estado del conocimiento en el mejoramiento de
plantas en América Latina y el Caribe

Sergio de los Santos Vlllalo 0

Coordinador

L3
editorial =

fontamara



INDUCCION DE MUTACIONES:
ESTADO DEL CONOCIMIENTO
EN EL MEJORAMIENTO DE PLANTAS
EN AMERICA LATINA Y EL CARIBE



INDUCCION DE MUTACIONES:
ESTADO DEL CONOCIMIENTO
EN EL MEJORAMIENTO DE PLANTAS
EN AMERICA LATINA Y EL CARIBE

Sergio de los Santos Villalobos
(Coordinador)

lllllllll

fontamara



Primera edicién: abril 2021

Reservados todos los derechos conforme a la ley

DR. © 2021 Sergio de los Santos Villalobos (Coordinador)
DR. © 2021 Editorial Fontamara, S. A. de C. V.

Av. Hidalgo No. 47-b, Colonia Del Carmen

Alcaldia de Coyoacdn, 04100, CDMX, México

Tels. 5659-7117 y 5659-7978 Fax 5658-4282

Email: contacto@fontamara.com.mx

coedicion@fontamara.com.mx

www.fontamara.com.mx

ISBN Fontamara 978-607-736-684-3

Impreso y hecho en México
Printed and made in Mexico



Esta obra fue dictaminada con el método de doble ciego

por pares académicos especialistas en el tema.



AGRADECIMIENTOS

Se extiende un sincero agradecimiento a los autores y co-autores de esta obra, por
su valiosa contribucion. Ademas, se agradece al proyecto RLA5/068 “Improving
Yield and Commercial Potential of Crops of Economic Importance (ARCAL CL)”, en
el marco del Acuerdo Regional de Cooperacion para la Promocion de la Ciencia
y Tecnologia Nucleares en América Latina y el Caribe (ARcAL), auspiciado por el
Organismo Internacional de Energia Atdomica (0IEA), por el financiamiento otorgado
para consolidar en el empleo de la induccién de mutaciones en el mejoramiento de
plantas en América Latina y el Caribe. Finalmente, se reconoce al Instituto Tecno-
logico de Sonora y todas las instituciones colaboradoras por el apoyo y respaldo al
quehacer académico-cientifico de todos los involucrados en esta obra, el cual esta
encaminado a la generacion de conocimientos, tecnologias y formacion integral de
recursos humanos con alta capacidad critica y liderazgo para afrontar los retos actua-
les y venideros de nuestra sociedad.

Sergio de los Santos Villalobos
Coordinador



INSTITUCIONES COLABORADORAS

Brasil Colombia

PO A AR, Dl AR T N %}/
UNIVERSIDAD’DISTRITAL
FOMDO MACIONAL DEL ARRDT FRANCISCO JOSE DE CALDAS
Costa Rica Cuba

"
de Cota Ri Qinca

INSTITUTO NACIDNAL

@ B CIENCIAS AGRICOLAS
UNIVERSIDAD NACIONAL UNIVERSIDAD DE
SRR COSTARICA
Ecuador El Salvador

S PITLITO WAk, Dl
ST A THLAS W5 . ASRCSC 1L RS




Guatemala

ININ
WCI MMYT

Paraguay

CEMIT . .
—==  inifap

Inslitute Nacianal do Investigaciones
Farestales, Agricalas ¥ Pesuariss

\/ -

PHORTUS \IANi

UNIVERSIDAD MADMINAL AGRARIA
LA RTINS

Acuerdo Regional de Cooperacion para
la Promocién de la Ciencia y la Tecnologia
Nucleares en América Latina y el Caribe

Nobo DE CIENCIA
Y TECNOLOGIA NUCLEAR



PRrREFACIO

El mejoramiento de plantas por mutacién se ha utilizado con éxito durante varias
décadas, desde la primera demostracion —en 1927 por John Lewis Stadler— del uso de
los rayos X y el elemento radio (Ra) para producir variaciones genéticas en cultivos
de cereales.

Esta técnica ha contribuido de manera significativa a la seguridad alimentaria y
nutricional a nivel mundial, y a los ingresos de los agricultores durante las ltimas
siete décadas, mediante su aplicacion en el desarrollo de variedades de cultivos con
mayor rendimiento; variedades con comportamiento estable o mejorado ante feno-
menos de cambio climatico, como sequia, altas temperaturas, inundaciones, entre
otros, y resistentes a las enfermedades y plagas prevalentes con crecientes intensidades
y frecuencias de diseminacion transfronteriza. Las mutaciones espontdneas forman la
base de la evolucion. En la historia del mejoramiento moderno de los cultivos, las mu-
taciones espontaneas en los genes de enanismo en el trigo y el arroz fueron los princi-
pales impulsores de la revolucion verde en la década de 1960.

La variacion genética inducida generada mediante mutagenos fisicos y quimicos
en el material de siembra, como semillas sexuales y propagulos vegetativos, acele-
ra la tasa de evolucion espontanea y ofrece una gran cantidad de material vegetal
diverso para seleccionar y desarrollar variedades de cultivos nuevos y mejorados.
Las técnicas involucradas en la induccion de mutaciones y la seleccion de material
vegetal mejorado y su desarrollo en nuevas variedades, asi como los sistemas de
innovacion involucrados en la diseminacion de semillas de calidad a los agricultores
para su cultivo, continuan evolucionando con tecnologias y enfoques innovadores.
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Si bien los rayos gamma siguen siendo la principal fuente de mutagenos para la
mejora por mutaciones en la mayoria de los paises del mundo, cada vez se presta mas
atencion a los haces de electrones y los haces de iones pesados para la induccion de
mutaciones. Ademas, la seleccion del material vegetal mejorado resultante de la mu-
tagénesis inducida sigue siendo un area importante de investigacion continua, debido
a las siguientes razones: /) debe adaptarse a las caracteristicas de la planta que se
desea mejorar; 2) continuamente se buscan eficiencias de tiempo y espacio mediante
metodologias de fenotipado e instalaciones de alto rendimiento, y 3) el descubri-
miento y uso de marcadores moleculares son cada vez mas factibles, debido al uso
de tecnologias genomicas y bioinformaticas con costos accesibles. Por otra parte,
otras tecnologias de mejoramiento rapido, como los dobles haploides y su aplicacion
a diferentes especies de cultivos, estan siendo cada vez mas estudiadas y aplicadas
en el mejoramiento por mutaciones.

Finalmente, si bien la mejora de las especies propagadas por semillas a través de
la mutagénesis ahora es razonablemente perfecta y solo tiene que evolucionar con las
tecnologias innovativas, el mejoramiento por mutaciones en especies propagadas
vegetativamente —como banano, tubérculos y cultivos de arboles perennes— sigue
siendo un desafio. Las técnicas in vitro y la generacion de mutantes no quiméricos
son criticas para la eficiencia de la mejora de dichas especies.

En América Latina y el Caribe, el mejoramiento por mutaciones se ha utilizado
para mejorar una variedad de cultivos para diversos caracteres con el apoyo del Or-
ganismo Internacional de Energia Atdmica (oiea). Los cultivos mejorados incluyen
especies propagadas por semillas, como arroz, cebada, amaranto, quinua y trigo, asi
como cultivos de propagacion vegetativa, como papa y camote.

Este libro es una recopilacion de la investigacion y los resultados del mejoramiento
por mutaciones aplicados a estos diferentes cultivos en la region, y una discusion de
las diferentes metodologias utilizadas.

Shoba Sivasankar

Jefe de seccion, fitomejoramiento y genética
Division conjunta FAo/oiEA de Técnicas Nucleares
en la Alimentacion y la Agricultura

Viena, Austria
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CariTULO 5
ECUADOR: FITOMEJORAMIENTO DE CULTIVOS DE SEGURIDAD
ALIMENTARIA, CEBADA Y PAPA

Javier Gardfalo,'* Luis Ponce-Molina,' Patricio Norofia,'
Diego Campaiia,' Xavier Cuesta,’ Jorge Rivadeneira,’
Cecilia Monteros,* Marcelo Racine,?

Jorge Coronel® Carlos Jiménez?

Resumen

La cebada y la papa tienen una amplia adaptacion ecoldgica en el callejon inte-
randino de la Sierra ecuatoriana, y son considerados como productos de seguridad
alimentaria, debido a su importancia social y econémica, y ser la principal fuente de
carbohidratos para la poblacion. En las zonas de produccion, estos cultivos presentan
problemas a factores bidticos —enfermedades— y abioticos —clima y suelo—, por ende,
la importancia del mejoramiento genético de plantas. La induccion de mutaciones ha
permitido mejorar caracteristicas puntuales en variedades de amplia adaptacion.
El mi1ap ha incluido dentro de sus métodos de mejoramiento el uso de las mutaciones
inducidas como alternativa para generar variacion genética para el desarrollo de nue-
vas variedades. El trabajo realizado en la Estacion Experimental Santa Catalina ha
permitido generar germoplasma de cebada y papa con caracteristicas de tolerancia a
factores abidticos y bidticos. Este documento describe los esfuerzos realizados por
el INIAP para la generacion de variedades a través del uso de mutaciones inducidas.

! Programa de Cereales, Estacion Experimental Santa Catalina, Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Agropecuarias (INiaP-Ecuador).

* javier.garofalo@iniap.gob.ec

2 Programa de Raices y Tubérculos, Estacion Experimental Santa Catalina, Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Agropecuarias (INIaP-Ecuador)

3 Programa de Cereales, Estacion Experimental Santa Catalina, Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Agropecuarias (IN1aP-Ecuador)
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Introduccion

El 26 de octubre de 1956, las Naciones Unidas decidieron establecer una entidad que
se dedique al fomento de la investigacion y aplicacion de las ciencias y la tecnologia
nuclear para fines pacificos. Ecuador, por medio de sus delegados, se adhiri6 a esta
decision y ha formado parte del Organismo Internacional de Energia Atomica (OIEA).
En los afios cincuenta, se establece la Comision Ecuatoriana de Energia Atomica
(ceea), encargada de realizar investigaciones en areas como entomologia, suelos, ge-
nética, medicina veterinaria y la conservacion de alimentos (Larrea, 1986; ola, 2018).

Uno de los primeros proyectos de investigacion agricola en que participd el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (IN1AP), mediante la Estacion Experimental
Santa Catalina (Eesc), fue Uso Eficiente del Agua y de Fertilizantes para tres Variedades
de Trigo, en el periodo comprendido entre 1979 y 1984. Posteriormente, el INIAP partici-
p6 en proyectos tales como “Efectos de Radiacion de Gamma sobre la Conservacion de
los Tubérculos”, “Determinacion de la Lamina Optima de Agua en Riego por Surcos, en
papa (Solanum tuberosum)”y “Efecto de la Humedad del Suelo y de la Radiacion Gam-
ma sobre Conservacion de Tubérculos de Papa (Solanum tuberosum)” (Larrea, 1986)

Durante los afios 2006 y 2010, el Nniap ejecuto el proyecto nacional ECU/5/023
Inducing Mutations in Agriculture with the Aid of Radiation, con el objetivo de obte-
ner variabilidad genética en germoplasma de maiz, papa y cebada con potencial para
ser usado en programas de mejoramiento. De 2016 a 2019, Ecuador, por medio del
INIAP, participo en el proyecto ARCAL RLA/5/068 Improving Yield and Commercial
Potential of Crops of Economic Importance (ARCAL CL).

La cebada (Hordeum vulgare L.) es el cuarto cereal mas cultivado a nivel mun-
dial después del trigo, maiz y arroz (Fao, 2018). La razon de su importancia se debe
a su amplia adaptacion ecologica y a su diversidad de aplicaciones (Canal, 2012).
Adicionalmente, su importancia social y econémica se basa en su diversificado uso
para el consumo humano y bebidas de malta. En el periodo comprendido entre 2010-
2017, anivel mundial, se cosecharon 48.5 millones de hectareas en promedio (FAOSTAT,
2020) (Ponce-Molina et al., 2020).

En Ecuador, después del maiz, la cebada es el cereal de mas amplia distribucion
en la Sierra ecuatoriana, difundido ampliamente entre los 2400 y 3500 msnm. en el
callejon interandino (Falconi et al., 2013). El area potencial es de 200 mil hectareas
para su cultivo (Ponce-Molina et al., 2020). Segln las estadisticas del INEC-ESPAC, en
2018, la superficie dedicada al cultivo de cebada fue de 10 124 hectareas, distribui-
das entre las 10 provincias de la sierra, con una produccién anual de 13 674 tonela-
das, mientras que las importaciones anuales superan las 66 mil toneladas. Cerca de
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10 mil familias cultivan y dependen de este cereal. Uno de los principales problemas
para la cebada es aquellos relacionados a factores bidticos —enfermedades— y abidti-
cos —condiciones climaticas y de suelo.

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos alimenticios mas importantes
del mundo, después del arroz, trigo y maiz, en términos de consumo humano (Zhang et
al., 2017). Mas de mil millones de personas en todo el mundo consumen papas, y la pro-
duccion mundial del cultivo superd los 368 millones de toneladas en 2018 (rFao, 2020).
En Ecuador, la produccion nacional de papa, en 2018, fue de 26 9201 toneladas, culti-
vadas en 23 974 hectareas, con un rendimiento promedio de 16.28 t ha™' (INec, 2019).

El cultivo de papa se ve afectado por factores bidticos —plagas y enfermedades—
y abidticos —sequia, bajas temperaturas, calor, entre otros— que afectan la produccion y
calidad (Al-Safadi y Arabi, 2003; Gabriel et al., 2018). Una de las principales enfer-
medades que afecta al cultivo es Phytophthora infestans, causada por un oomicete,
esta enfermedad puede causar pérdidas en el rendimiento superiores a 70 % (Sedlakova
et al., 2011; Fry et al., 2015; Lenman ef al., 2015). La mayoria de las variedades de
papas cultivadas en Ecuador son susceptibles a tizon tardio, en las cuales realizan has-
ta 23 aplicaciones en variedades susceptibles como superchola (Unda et al., 2013).

El muapr encargado de la generacion, desarrollo y adaptacion de tecnologias agrope-
cuarias en Ecuador, desde su creacion en 1959, ha entregado alrededor de 40 variedades
mejoradas de cebada y papa para los productores ecuatorianos. Para el desarrollo de
nuevos materiales, el INIAP emplea métodos de mejoramiento convencionales —cruza-
mientos y retrocruzamientos—, asi como la introduccion de germoplasma foraneo y la
generacion de variabilidad empleando mutaciones inducidas. Las mutaciones induci-
das son la principal técnica de mejoramiento usada para generar nueva variabilidad
genética en especies de variabilidad estrecha o en especies exoticas adaptadas a con-
diciones especificas como es el caso de la cebada en Ecuador.

Induccion de mutaciones en cebada

En 2007, dentro del esquema de mejoramiento mediante la induccion de mutaciones
en el cultivo de cebada, inici6 la determinacion de la DL, —pruebas de dosimetria-,
considerando que la semilla es el material preferido para la irradiacion. El objetivo
fue determinar la dosis Optima de irradiacion para inducir y generar mutaciones
deseables en semillas de dos variedades de cebada; para ello, se evalu6 el porcentaje de
germinacion, altura y vigor de plantulas, en laboratorio y campo.

La irradiacion de la semilla se realizo por medio de rayos gamma de una fuente de
%Co de un irradiador categoria I —irradiador basico, seguro y autoblindado—. El equipo
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utilizado pertenece a la Subsecretaria de Control y Aplicaciones Nucleares (scan) del
Ministerio de Energia y Recursos Naturales No Renovables (MERNNR).

Los materiales de cebada que se utilizaron para la inducciéon de mutaciones fue-
ron: la variedad mejorada de dos hileras (distica) miap-Cafiicapa 2003, de grano cu-
bierto; y la variedad criolla de seis hileras (hexastica) Rita Pelada, de grano desnudo.
La semilla empleada fue de alta calidad tanto fisica como biologica, con porcentajes
de germinacion superiores a 90 % y con 12 % de humedad.

Para determinar la dosis letal media (DL, ), se utilizaron cinco dosis: nl: 0 Gy
(testigo); n2: 100 Gy; n3: 150 Gy; n4: 200 Gy, y n5: 250 Gy. Tomando como base la
calibracion de 14.13 Gy min del irradiador, los tiempos de irradiacion variaron de-
pendiendo de la dosis; para 100 Gy, se utilizé 7.08 minutos, 150 Gy: 10.62 minutos,
200 Gy: 14.15 minutos y 250 Gy: 17.69 minutos. La DL50 se implemento6 con base en
10 tratamientos —dos variedades y cinco dosis de irradiacion—, y cada uno conformado
por 80 gramos de semilla para la irradiacion.

Las determinaciones de la DL, se llevaron a cabo, durante 2007, en dos fases: en
laboratorio y en campo. En laboratorio, la prueba de germinacion se realizé en una
camara de germinacidn, con cuatro repeticiones, para lo cual en papel secante hume-
do se colocaron 100 semillas por cada tratamiento, se dejo a una humedad de 90 %
y temperatura de 22 °C. A los 8 dias, se determino el porcentaje de germinacion. En
campo, en camas de 1.50 m x 5 m; y se implement6 el ensayo, sembrando 50 semi-
llas por tratamiento, con cuatro repeticiones. A los 11 dias posteriores a la siembra,
se determiné el porcentaje de germinacion y se contabilizé el nimero de semillas
germinadas. La altura de plantula expresada en centimetros se determino a los 19
dias. De igual manera, se evalud, por tratamiento, el vigor de las plantulas, para lo
cual se us6 la escala: MB= muy bueno, B= bueno, R=regular y M= malo.

En los resultados de laboratorio, para porcentaje de germinacion, se observaron
diferencias altamente significativas entre variedades, diferencias significativas entre
dosis y ninguna significacion estadistica para la interaccion variedades por dosis. El
coeficiente de variacion fue de 0.48 % con un promedio general de 82.2 %, con un co-
eficiente de variacion de 0.48 %. miap-Cafiicapa 2003 presento 89.6 % y Rita pelada
con 74.9 %, indicandonos que las variedades respondieron de diferente manera con
los dosis de irradiacion. La prueba Tukey a 5 % para dosis de irradiacion determino
un solo rango de significacion estadistica, con porcentajes de germinacion de 88.8 %
(nl), 81.5 % (n2), 82.5 % (n3), 79.0 % (n4) y 79.5 % (nS).

En los resultados de campo para porcentaje de emergencia, se observaron diferen-
cias altamente significativas para variedades, dosis y para la interaccion variedades
por dosis. El coeficiente de variacion fue de 0.79 %, con un promedio general de
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53.8 %. La alta significancia estadistica para variedades y dosis indica que el porcen-
taje de emergencia no se expreso igual en las variedades, influyendo posiblemente
dosis de irradiacion. La prueba de Tukey a 5 % para dosis determind tres rangos de
significacion estadistica, ubicandose en el primer rango las dosis 0, 100 y 150 Gy con
valores promedios entre 58.5y 68.0 %, y en el tercer rango la dosis de 250 Gy con 33.8
% de porcentaje de emergencia. En la variable altura de planta, se observo que en las
dosis de 200 y 250 Gy existio una reduccion de 50 % de la altura, en comparacion con
el testigo que presentd un valor promedio de 14.5 cm; de igual manera se observaron
diferencias en el vigor de planta, con excelente vigor para el testigo, y mal vigor para
las dosis de 200 y 250 Gy (Figural).

Figura 1. Altura de plantula de dos variedades de cebada en pruebas
de DL, EESC, 2007.

nl (U Liy) beslign nl {1089 Gyl wk (50 iwh o (200 i o 1350 Liv)

Fuente: Programa Cereales, miap, 2007.

Con base en los resultados obtenidos, se determind que la dosis letal media (DL, )
se encuentra entre las dosis de 100 y 150 Gy, que provocaron dafios menores en las
plantas, con ligeras diferencias fenotipicas, comparadas con el testigo, tanto en por-
centaje de germinacién como en altura y vigor, para las dos variedades.

Determinada la dosis 6ptima de 150 Gy, se irradio6 alrededor de 150 mil semillas de
alta calidad, obteniendo la poblacion M, la cual se sembré en campo a una baja den-
sidad, 75 kg ha™!, con el objetivo de obtener plantas espaciadas unas de otras. Durante
el ciclo del cultivo, se pudieron observar plantas que presentaron mutaciones clorofili-
cas, como plantas albinas, xanthas, clorinas, entre otras; ademas, se observaron plantas
con cambios morfologicos en caracteristicas fenotipicas, como tipo de espiga y altura
de planta. Al momento de la cosecha, se selecciono la espiga del brote principal de
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cada planta que presentaba ciertas caracteristicas fenotipicas y morfologicas desea-
bles, como menor altura de planta, plantas erectas y vigorosas y espigas bien formadas
y vigorosas. Las poblaciones M, a la M, se manejaron con métodos de seleccion masal
(M y My), individual (M,, M,) y/o pedigree y mixta, o combinada (M,). El método de
seleccion dependié de la homogeneidad de las poblaciones mutantes.

En 2017, la poblacion M, de cebada, conformada por 12 lineas, se la evalu6 bajo
diferentes épocas y dosis de cal en un suelo andisol acido, con el objetivo de identificar
lineas M, con tolerancia a la acidez. Las dosis de cal fueron: 1.5, 3.0, 4.5, 6.0, 9.0, 12.0,
15.0 y 18.0 t ha™'. El experimento se implementd bajo un Disefio de Parcela Dividida
(ppD) con tres repeticiones, en el cual la parcela grande corresponde al factor dosis de
cal y las parcelas pequefas a las épocas. El tamafio de la parcela grande fue de 90 m? y
el de la parcela pequefia de 30 m?.

En la variable porcentaje de emergencia, se observo que en las dosis mas bajos de
cal -mayor acidez— eran mas bajos los valores de porcentaje de emergencia, 25 a 28
%. Para la variable altura de planta, se observé que en los niveles mas altos de cal se
registraron los valores altos de altura de planta, entre 85 y 95 cm. En cambio, para el
rendimiento de grano, se observo que en las dosis mas altas de cal se produjeron los
mayores rendimientos. Con estos resultados, en forma general, se observo una clara
influencia del encalado en las variables evaluadas, por lo que se logré tener informa-
cién importante del comportamiento de las lineas en diferentes niveles de acidez. De
las 12 lineas evaluadas, se seleccionaron tres lineas, que presentaron rendimientos
entre los 1.2 a 1.5 t ha™! en suelos de pH 4.5, en comparacion con lineas que no pu-
dieron sobrevivir al mismo pH.

En 2018, con las 12 lineas mutantes de cebada M, se evaluo el comportamiento
agrondmico y reaccion a enfermedades, con el objetivo de identificar al menos una
linea mutante que presentara alto rendimiento, calidad y resistencia a las principales
enfermedades del cultivo —royas, escaldadura y virus—. El experimento se implemento
bajo un Disefio de Bloques Completos al Azar (DBcA), con tres repeticiones. La uni-
dad experimental fue una parcela de 3.6 m? (3.0 m x 1.2 m).

Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron tres lineas mutantes de ce-
bada: las lineas S-2, S-10 y S-12, por presentar alto rendimiento y peso hectolitrico.
Estos materiales formaron parte de los ensayos en el ciclo 2019.
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En la Tabla 1, se observa alta significancia estadistica para las variables de rendi-
miento y peso hectolitrico. El promedio general del ensayo fue 3.9 t ha! (rendimiento)
y 61.0 kg hl'! (peso hectolitrito). Las mejores lineas para la variable de rendimiento
fueron: S-14, S-10 y S-2, con valores superiores al promedio general del ensayo. Para
peso hectolitrico, las lineas S-9-, S-15 y S-2 presentaron los mejores resultados. En ge-
neral, el tipo de grano de las lineas evaluadas fue muy bueno. Asimismo, se observaron
la severidad y tipo de reaccion de las lineas mutantes evaluadas frente a las principales
enfermedades que afectan al cultivo. Las enfermedades de mayor incidencia fueron:
roya amarilla, roya de la hoja y escaldadura, con promedios de 32.8,25.9 y 5.1 % de
severidad, respectivamente.

Durante 2019, se evaluaron las tres lineas mutantes de cebada en ensayos multiam-
biente, en tres localidades de las provincias de Pichicha y Tungurahua, con el objetivo de
seleccionar una linea que presente alto rendimiento, calidad y resistencia a las principa-
les enfermedades. El ensayo estuvo conformado por tres materiales mutantes de cebada
y dos testigos progenitores (INiaP-Cailicapa 2003 y Rita pelada). El ensayo de investiga-
cion se implementd en tres localidades —Pedro Moncayo, Mejia y Pelileo —ubicadas en
dos provincias de la Sierra ecuatoriana —Pichincha y Tungurahua—. Los experimentos se
implementaron bajo un Disefio de Bloques Completos Al azar (DBcA), con tres repeticio-
nes. La unidad experimental fue una parcela de 3.6 m*> (3.0 m x 1.2 m).

En el Anova para rendimiento, se observo alta significancia para lineas y ninguna
significancia para localidades y para la interaccion localidad por material. El promedio
de 2.69 tha'!, con un coeficiente de variacion de 24.1 %. Para la variable peso hectoli-
trico, se observo alta significancia estadistica para localidades y lineas, y significancia
estadistica para la interaccion localidad por material; con un promedio de 62.5 kg hl!
y un coeficiente de variacion de 2.24 %. Los materiales presentaron un promedio de
rendimiento similar de 2.68 t ha''en las tres localidades. Para el factor localidades, se
observaron dos rangos de significancia estadistica, ubicandose, en el primer rango, las
localidades de Tungurahua y Tabacundo; mientras que en el segundo rango se ubico
la localidad EEsc.

En la tabla 2, para la variable rendimiento, se observa que el material CMU-19-
002, present6 el mayor valor con 3.12 t ha!, mientras que el valor mas bajo fue para el
progenitor Rita Pelada con 1.98 t ha!. Por otra parte, en la variable peso hectolitrico, el
valor mas alto fue para el material Rita Pelada, con 70.47 kg hl!. El promedio general
de vigor fue de 1 (bueno), habito de crecimiento 2 (semierecto), altura de planta de 108
cm y tipo de paja 1 (bueno). En lo referente a reaccion a enfermedades, se observo que
la mayor severidad se observo en Puccinia striiformis, con un valor promedio de 26 %,
seguido por Puccinia hordei, con 13 %. Para el resto de enfermedades, se observaron
valores bajos de incidencia.
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A la par de las evaluaciones agronomicas y reaccion a enfermedades, se realizo
la evaluacion participativa de los materiales mutantes de cebada. La linea con mayor
aceptacion y seleccionada por parte de los agricultores fue la CMU-19-003, seguido
por el material parental iNniap-Cafiicapa 2003. El material parental Rita Pelada fue la
de menor aceptacion. El principal criterio de seleccion por parte de los agricultores
fue el tipo de grano y altura de planta.

Induccion de mutaciones en papa

La generacion de mutantes se realizo a partir de plantulas de papa de la variedad
superchola (Solanum tuberosum) cultivadas in vitro; se obtuvieron explantes de ye-
mas apicales y axilares que fueron colocadas en 20 cajas Petri con agua desionizada
estéril; cada caja Petri contenia 50 explantes, en total fueron 500 explantes prove-
nientes de yemas axilares y 500 explantes de yemas apicales. El proceso de irradia-
cion se efectud con una fuente de “Co perteneciente al Departamento de Ciencias
Nucleares de la Escuela Politécnica Nacional. Los explantes fueron sometidos a la
dosis 6ptima determinada de 35 Gy para los explantes de yemas apicales y 30 Gy
para los explantes de yemas axilares. Posteriormente, los explantes irradiados selec-
cionados se colocaron en un medio basico de cultivo Murashige & Skoog (M&S).
Se realizaron tres micropropagaciones sucesivas cada 45 dias. Los mutantes solidos
provenientes de yemas axilares y apicales identificados fueron sembrados en frascos
de vidrio de un diametro de 10 cm con medio basico de cultivo M&S. Cada frasco
contenia 5 cortes de yemas, separados de 2 a 3 cm entre cortes. Las condiciones de
crecimiento in vitro fueron de 24 °C, 16 horas de luz. Cuando las plantulas presenta-
ron entre 3 a 4 hojas completamente desarrolladas se efectu6 la inoculacion.

Para las inoculaciones de Phytophthora infestans, se utiliz6 un aislamiento de
una raza compleja con 11 genes R de P. infestans obtenida en la Estacion Experi-
mental Santa Catalina de la provincia de Pichincha. La activacion, multiplicacion,
preparacion y aplicacion del indculo de P. infestans se realizaron de acuerdo con la
metodologia establecida por Gamboa et al. (2019).

Para la seleccion in vitro, los mutantes solidos se inocularon con una suspension
de 0.5x10* zoosporas/ml de indculo de P. infestans. Después de 8 dias, las plantas
fueron evaluadas para P. infestans. Para la evaluacion de los mutantes in vitro a P,
infestans, se utilizo la escala utilizada por Huang et al. (2005), donde: 1 = lesion
extendida con una esporulacion masiva; 2 = poca extension de la lesion o poca es-
porulacion; 3 = lesion sin extension con poca esporulacion; 4 = lesion sin extension,
rastros de necrosis, sin esporulacion; 5 = sin sintomas
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En campo se evaluaron 116 plantas mutantes que presentaron resistencia a tizon
tardio en condiciones de laboratorio. Se utilizaron 5 variedades testigo INIAP-Santa
Catalina, m1ap-Fripapa como resistentes e INiap-Gabriela, superchola y uvilla como
susceptibles a P, infestans. El disefio experimental utilizado fue latices parcialmente
balanceado 11x11 con tres repeticiones. Se utiliz6 la prueba de Tukey al 5 % para
los tratamientos que presentaron diferencias estadisticas. Las variables evaluadas
fueron severidad a tizon tardio, expresada en valores de area bajo la curva de pro-
greso de la enfermedad (ABCPE) y rendimiento en kilogramos por planta (RP)
(Cuesta et al. 2015). La severidad a P. infestans se evalud cada 7 dias; en total, se
realizaron 12 lecturas.

Como resultados, los individuos seleccionados como mutantes solidos corres-
pondieron al 75 % originados de yemas apicales (1 319 mutantes), mientras 25 %
fueron deformes (434 mutantes) y 69 % seleccionados de yemas axilares (2145
mutantes) con 31 % de deformes (976 mutantes). En total, se generaron 3 464
mutantes s6lidos y 1 410 mutantes deformes. Las yemas apicales y axilares prove-
nientes de superchola in vitro irradiadas con fuente °Co generaron una poblacion
de mutantes solidos. Bado et al. (2016) mencionan que este método de cultivos in
vitro de papa irradiados con una fuente de °Co es una alternativa eficaz para gene-
rar variacion genética.

En la reaccion a Phytophthora infestans de mutantes in vitro, se evaluaron 1 319
mutantes solidos a P. infestans in vitro provenientes de yemas apicales. Dentro del
grupo, se identificé que 38 % presentaron una respuesta de resistencia a P, infestans,
ubicandose en la escala 4 y 5, con 316 y 182 mutantes respectivamente, mientras
62 % de los mutantes mostraron una reaccion de susceptibilidad, posicionandose
en la escala 1 y 2, con 451 y 370 mutantes. Los mutantes solidos provenientes de
yemas axilares evaluados fueron 2 145, de los cuales 20 % mostraron una respuesta
de resistencia a P, infestans, localizandose en la escala4 y 5, con 179 y 261 mutantes
respectivamente, mientras 80 % de las yemas axilares mostraron susceptibilidad,
ubicandose en la escala 1 y 2 con 1044 y 1482 mutantes respectivamente. En total,
se evaluaron 3 464 mutantes s6lidos, provenientes de yemas apicales y axilares, solo
27.08 % (938 mutantes) presentaron resistencia a P. infestans. Gosal et al. (2001),
en su evaluacion in vitro de mutantes provenientes de dos variedades, presentaron
valores similares con 42 y 36 % de mutantes con resistencia a P. infestans, mientras
Al-Safadi et al. (2003) en su evaluacién in vitro a P. infestans en mutantes prove-
nientes de tres variedades, obtuvieron menos de 5 % de mutantes con resistencia a
tizon tardio.
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El analisis de la varianza para ABCPE y RP establecio diferencias significativas
a 1 % de probabilidad. El promedio general fue de 3 261.31 y 0.60 para ABCPE
y kg planta™!, respectivamente. El coeficiente de variacion para ABCPE fue de
15.92 % y 45.60 % para rendimiento por planta (tabla 3).

Tabla 3. ANOVA para ABCPE y RP en la evaluacion de mutantes con resistencia
a P, infestans en la variedad Superchola, EESC, Pichincha

Fuente de Variacién Grados de Libertad Cuadrados Medios
ABCPE RP

Total 362 - -
Repeticion 2 5.82m 38.96™
Mutantes 120 251" 2.10™
Bloque ajustado 10 2.01" 459"
Bloque a 132 2.52" 2.84™
Error 230
CV (%) 15.92 45.60
PG 0.60 3261.31

" Significativa al 1 % ™no significativo; CV = coeficiente de variacion; PG = promedio general; ABCPE =
area bajo la curva de progreso de la enfermedad; RP = rendimiento por planta

Al realizar la prueba de Tukey al 5 % para ABCPE se detectaron 8 rangos, las
variedades mNiaP-Santa Catalina, miap-Fripapa y los mutantes m67, m92, m39 que
se ubicaron en los primeros tres rangos con valores menores a 2 536.25 unidades
de ABCPE, mientras el mutante m75 se ubic6 en el Gltimo rango con 4 829.52 uni-
dades de ABCPE (tabla 4). Los tres mutantes (m67, m92, m39) mostraron la mejor
respuesta a P, infestans lo que representan 2.59 % de los mutantes evaluados (116
mutantes). Kowalski y Cassells (1999) obtuvieron un porcentaje mayor de mutan-
tes con resistencia a tizon tardio (7 %), provenientes de una variedad comercial.
Dentro de las variedades testigo, superchola y uvilla fueron los mas susceptibles a
P, infestans con valores de 3 716.86 y 4 237.14 unidades de ABCPE respectivamente.
Existi6 variacion en la respuesta de los mutantes a P. infestans; sin embargo, no se
encontraron mutantes con mayor resistencia a la mostrada por la variedad testigo
INIAP-Santa Catalina.
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Tabla 4. Promedio y prueba de Tukey al 5 % para ABCPE, RP (kg planta™)

en materiales mutantes y variedades testigo de papa. EESC, Pichincha

Genotipos| ABCPE | RP | Genotipos | ABCPE | RP | Genotipos | ABCPE | RP
I-Sta. 1638.88a | 1.09 |m32 3084.74 0.57 |mll6 3401.96 [0.38
Catalina ab a-g abc b-h abc
I-Fripapa |2304.69 |0.72|m63 3086.54 0.63 |m70 3404.18 [0.52
ab abc a-g abc b-h abc
mo67 2373.31 |0.70 \m107 3089.55 0.50 {ml 3436.73 |0.72
abc abc a-g abc b-h abc
m92 2522.07 |0.73 |{m52 3097.66 0.32 {m74 344341 |0.72
a-d abc a-g abc b-h abc
m39 2536.24 |1.02|m103 3110.44 0.56 |m35 3450.19 |0.70
a-d abc a-g abc b-h abc
m57 2583.76 |0.30 |[m110 3113.40 0.73 |m51 3466.42 [0.85
a-e abc a-g abc b-h abc
mll13 2610.05 |1.00|ml6 3117.79 0.50 |[m104 3479.71 [0.60
a-f abc a-g abc b-h abc
m25 2626.14 |0.82 |m86 3132.67 0.72 {m80 3501.92 |0.52
a-f abc a-g abc b-h abc
m8§ 2661.35 |0.45|m41 3141.97 0.58 |ml7 3508.03 |0.37
a-f abc a-g abc b-h abc
m58 2692.00 |0.82 |m81 3148.38 0.27 |m56 3510.17 |0.78
a-f abc a-h bc b-h abc
mll7 2709.69 |0.27 |m47 3148.99 0.90 |m53 3531.11 |0.53
a-f bc a-h abc b-h abc
m77 2716.60 |0.40 |m96 3171.58 0.79 |m48 3568.36 |0.78
a-f abc a-h abc b-h abc
mll 272396 |0.72 |m4 3176.69 0.57 |ml5 3569.84 |0.28
a-f abc a-h abc b-h abc
m8&9 2736.12 |1.05|m38 3178.65 0.30 |m98 3631.96 |0.63
a-f abc a-h abc b-h abc
ml112 2757.30 |0.82 |m65 3200.22 1.15 |m105 3642.09 |0.52
a-f abc a-h a b-h abc
m49 2757.30 |1.12 |m30 3200.61 0.42 |m40 3654.79 0.97
a-f ab a-h abc b-h abc
ml3 2778.92 |0.81 |m62 3201.52 0.62 |ml19 3703.32 |0.32
a-f abc a-h abc b-h abc
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mlll 2790.44 |0.55|ml2 3226.16 0.47 |m85 3712.00 [0.37
a-f abc a-h abc b-h abc
m43 2798.96 |0.62|m9 3229.18 0.47 {m109 3716.49 |0.28
a-f abc a-h abc b-h abc
m55 2806.70 |1.03 |I-Gabriela |3235.66 0.30 |Superchola [3716.86 |0.85
a-f abc a-h abc b-h abc
m120 2809.37 [0.65|m26 3248.74 0.78 |m6 3717.94 [0.58
a-f abc a-h abc b-h abc
m73 2814.27 |0.75 |m66 3252.00 0.70 |m28 3731.48 [0.41
a-f abc a-h abc b-h abc
m7 2830.67 |0.80 |m45 3260.23 0.98 |m95 3749.01 [0.75
a-f abc a-h abc b-h abc
m100 2885.27 |0.37 |m64 3263.34 0.78 |m68 3761.29 [0.38
a-f abc a-h abc b-h abc
m82 2889.57 |0.60 |m44 3263.46 0.60 |[m106 3762.99 |0.63
a-f abc a-h abc b-h abc
m83 2915.43 |0.65 |m37 3275.50 0.22 |m76 3778.66 [0.47
a-f abc a-h c b-h abc
m46 2933.25 |0.77 |m36 3286.74 0.47 |ml8 3780.87 [0.27
a-f abc a-h abc b-h bc
m23 2939.61 |0.70 |m34 3298.76 0.60 |m31 3837.26 [0.90
a-f abc a-h abc b-h abc
ml10 2942.65 |0.72 |m2 3299.64 0.62 |m60 3899.86 |0.33
a-f abc a-h abc b-h abc
m9%4 2963.57 |0.45|m72 3304.09 0.68 |mll15 3965.68 |0.23
a-f abc a-h abc b-h c
m22 2985.89 |0.50 |[m119 3321.96 0.50 |m69 3972.43 |0.20
a-f abc b-h abc b-h c
m79 2992.32 |0.49 |m21 3326.85 0.67 |m33 4001.49 |0.67
a-f abc b-h abc c-h abc
m97 3000.48 |0.80 |m24 3335.11 0.20 |m121 4067.44 |0.26
a-f abc b-h c d-h bc
m59 3022.15 |0.80 |m42 3349.73 1.15 |m108 4103.35 |0.35
a-f abc b-h a d-h abc
m71 3024.59 |0.38 |[m61 3363.10 0.73 |m88 4154.72 10.25
a-f abc b-h abc d-h be
m5 3032.32 |0.39 [m14 3364.03 0.40 |Uvilla 4237.14 |0.40
a-f abc b-h abc e-h abc
(Continua)
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(Continuacion)

m29 3036.12 |0.38 |m20 3375.94 0.63 |m93 4286.72 |0.77
a-f abc b-h abc fgh abc
m91 3041.42 |0.77 |m27 3380.96 0.53 |ml114 4723.74 10.33
a-g abc b-h abc gh abc
m87 3049.65 |0.72 |m101 3382.33 0.68 |m75 4829.52 |0.47
a-g abc b-h abc h abc
m54 3061.45 |0.63 |m90 3393.50 0.32 abc
a-g abc b-h
m3 3074.96 |0.45|m50 3400.01 0.60 abc
a-g abc b-h

"Letras diferentes indican diferencias estadisticas segiin Tukey al 5 %; RP = rendimiento por
planta; ABCPE = éarea bajo la curva de progreso de la enfermedad; I= INIAP.

Fuente: Programa de papa, INIAP, 2019.

En la prueba de Tukey a 5 % para rendimiento por planta, se establecieron 3
rangos; los mutantes m42 y mé65 se ubicaron en el primero con 1.15 kg planta™.
La variedad miap-Santa Catalina y el mutante m49 se ubicaron en el segundo con
rendimientos entre 1.09 y 1.12 kg ' planta, respectivamente, mientras los mutantes
ml15, m37, m69 y m24 se encontraron en el ultimo rango con rendimientos inferio-
res a 0.24 kg planta’'. Las variedades susceptibles superchola, uvilla e iniap-Gabriela
presentaron rendimientos de 0.85, 0.40 y 0.30 kg planta™!, respectivamente (tabla 4).
Los mutantes m42, m65 y m49, al comparar el rendimiento con superchola —varie-
dad que provienen los mutantes—, presentaron un incremento en el rendimiento entre
24.11 y 26.09 %. Resultados similares los obtuvo Salomoén et al. (2017), al evaluar
mutantes provenientes de una variedad irradiada con fuente ®Co (30Gy), presenta-
ron un incremento de 43.86 % del rendimiento por planta comparado con la variedad
de origen de los mutantes. Se observé variacion en el rendimiento en comparacion
con las variedades resistentes y susceptibles; se identificaron mutantes con potencia-
lidad para seguir sus evaluaciones dentro del esquema de mejoramiento.

Conclusiones

El uso de radiacion con fuente de “°Co es una técnica valida para el mejoramiento
genético de cebada y papa, porque permite generar variacion genética en la busqueda
de resistencia a factores bioticos y abidticos, asi como la obtencion de individuos
con caracteristicas deseables de productividad y calidad.

100



Referencias

AL-SaFADI, B. y Arabi, M. (2003). /n vitro induction, isolation and selection of potato
mutants resistant to late blight. J.Genet & Breed, 57, 364-359.

Bapo, S., Rafiri, M. A., El-Achouri, K., Sapey, E., Nielen, S., Ghanim, A. M. A., Forster,
B. P., & Laimer, M. (2016). In vitro methods for mutation induction in potato (Sola-
num tuberosum L.). African Journal of Biotechnology , 15(39), 2132-2145

CanaL, G. (2012). Andlisis de la variabilidad genotipica de cebada cervecera en
rendimiento, porcentaje de proteina y calibre en distintos ambientes (Tesis de
especialidad en Cultivos de Granos). Buenos Aires, Argentina.

Cugsta, X., Rivadeneira, R. & Monteros, C. (2015). Mejoramiento genético de
papa: conceptos, procedimientos, metodologias y protocolos. Quito, Ecuador:
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias.

Favrconi, E., Garéfalo, J., Llangari, P. y Espinoza, M. (2013). El cultivo de cebada:
guia para la produccion de semilla de calidad. Boletin Divulgativo N° 390. INIAP-
Ecuador.

FAO. (2020). FAOSTAT Statistics Database 2018. Recuperado de http://www.fao.
org/faostat/en/#data

Foob AND AGRICULTURE ORGANIZATION [FAO] International Atomic Energy Agency [1AEA].
(2020). Mutant Varietes Data base. Recuperado de https://mvd.iaea.org/#!Home

GawMmBoa, S., Perez, W., Andrade-Piedra, J. & Forbes, G. (2019). Laboratory manual
for Phytophthora infestans work at CIP. Lima, Peru: International Potato Center.

GABRIEL, J., Ruiz, I. & Cuesta, X. (2018). Ampliando la frontera agricola de la papa
(Solanum tuberosum L.) para disminuir los efectos del cambio climatico. Universi-
dad y Sociedades, 10(1):46-51. Recuperado de http://rus.ucf.edu.cu/index.php/rus

GosaL, S. S., Das, A., Gopal, J., Minocha, J. L., Chopra, H. R., & Dhaliwal, H. S.
(2001). In vitro induction of variability through radiation for late blight resistance
and heat tolerance in potato (IAEA-TECDOC--1227). International Atomic Energy
Agency (IAEA).

Huang, S., Vleeshouwers, V., Visser, R. & Jacobsen, E. (2005). An accurate in vitro
assay for high-throughput disease testing of Phytophthora infestans in potato.
Plant Dis., 89,1263-1267.

Insituto NAcioNaL DE Estapistica Y CeEnsos (INEC). (2019). Encuesta y superficie y
produccién agropecuaria continua. Recuperado de https://www.ecuadorencifras.
gob.ec/estadisticas-agropecuarias-2/

Kowatrski, B. & Cassells, A. (1999). Mutation breeding for yield and Phytphtho-
ra infestans (Mont.) de Bary folia resistance in potato (Solanum tuberosum L.:

101



cv Golden Wonder) using computerized image analysis in selection. Potato Re-
search, 42,121-130.

Fry, W., Birch, P., Judelson, H., Griinwald, N., Danies, G., Everts, K., Gevens,
A., Gugino, B., Johnson, D., Johnson, S. ef al. (2015). Five reasons to consider
Phytophthora infestans a Reemerging Pathogen. Phytopathology, 105, 966-981.

LARREA, E. (1986). Aplicaciones pacificas de la energia nuclear en el Ecuador. Pers-
pectivas de desarrollo [Informe académico, Instituto de Altos Estudios Naciona-
les]. Recuperado de http://repositorio.iaen.edu.ec/handle/24000/4203

Lenman, M., Ali, A., Miihlenbock, P., Carlson-Nilsson, U., Liljeroth, E., Champou-
ret, N., Vleeshouwers, V. & Andreasson, E. (2015). Effector-driven marker deve-
lopment and cloning of resistance genes against Phytophthora infestans in potato
breeding clone SW93-1015. Theor App! Genet, 129, 105-115. Recuperado de
https://doi.org/10.1007/s00122-015-2613

ORGANISMO INTERNACIONAL DE ENERGIA ATOMICA (OIEA). (2018). Historia oie4 [Text)].
1AEA. Recuperado de https://www.iaea.org/es/el-oiea/historia

PoncE-MoLiNa, L., Norofia, P., Campafia, D., Garoéfalo, J., Coronel, J., Jiménez, C.
& Cruz, E. (2020). La cebada (Hordeum vulgare L.): generalidades y variedades
mejoradas para la sierra ecuatoriana. Quito,Ecuador: Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Agropecuarias.

SEDLAKOVA, V., Dejmalova, J., Hausvater, E., Sedlak, P., Dolezal, P. & Mazakova, J.
(2011). Effect of Phytophthora infestans on potato yield in dependence on varie-
ty characteristics and fungicide control. Plant, Soil and Enviroment, 57,486-491.

Unpa, J., Suquillo, J., Sevillano, C., Pumisacho, M., Ochoa,J. & Barrera, V. (2013).
Diagnostico del manejo de Tizon tardio en la provincia del Carchi, Ecuador. Rio-
bamba, Ecuador: V Congreso Ecuatoriano de la papa.

SaLomon, J., Gonzalez, M., Castillo, J. & Varela, M. (2017). Comportamiento de
“Barna”, cultivar de papa (Solanum tuberosum L.) ante diferentes dosis de rayos
gamma de Fuente cobalto 60. Cultivos Tropicales, 38(4),127-130.

ZHANG, S., Zheng, X., Reiter, R., Feng, S., Wang, S., Liu, S., Jin, L., Li, Z., Datla, R.
& Ren, M. (2017). Melatonin Attenuates Potato Late Blight by Disrupting Cell
Growth, Stress Tolerance, Fungicide Susceptibility and Homeostasis of Gene
Expression in Phytophthora infestans. Frontier in Plant Science, 8, 1993. por:
10.3389/1pls.2017.01993

102



View publication stats

n la actualidad, se pro-

yecta que la produccion

de alimentos debe du-

plicarse en el afio 2050
para satisfacer la demanda de una
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to. El mejoramiento genético es un
componente crucial para garantizar
la seguridad alimentaria global, ya
que permite incrementar el rendimiento, la calidad nutricional,
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diciones climaticas adversas. En este sentido, la induccion de
mutaciones es una herramienta eficaz y ampliamente utilizada
en el mejoramiento genético de plantas, teniendo un gran €xito a
nivel mundial ya que oficialmente ha permitido la liberacion de
mas de 3332 variedades mutantes en mas de 240 especies.
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